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Résume 

Résume 

L’étude à comme l’objectif, l’évaluation d’impacts des conditions de cryoconservation 

(deux années à - 80℃) pendant deux années, de tester les effets bacteriocinogenes pour 12 

souches lactiques (6 Lactocoques + 6 Lactobacilles), isolées des olives de table d’Algérie. 

Aprés leurs revivification, purification, caractérisation et réalisation de leurs profiles 

d’antibiogrammes. L’identification des souches, comme des lactocoques et Lactobacilles, par 

des méthodes bactériologiques classiques, s’est aboli au niveau des genres, (cause de 

logistique). L’antagonisme des isolats, conduit in vitro, sur milieu bactériologique: Muller 

Hinton, dirigé contre des souche cibles, à Gram positif et négatif, par trois méthodes 

différentes : (méthode de diffusion en milieu solide sur disque imbibés, test de diffusion en 

puits sur gélose, test  sur gélose par points), a montré que parmi les souches lactiques: trois 

isolats (deux lactobacilles et une lactococcie), étaient bacteriocinogenes, avec effet bactéricide 

dirigé beaucoup plus contre les souches cibles à Gram positifs, avec des zones d’inhibition de 

21 mm entre Lb1 et Staphylococcus aureus, de 20 mm entre Lb1 et Enterococcus faecalis, de 

18 mm entre Lc2 et Staphylococcus epidermidis. Les isolats Lb1, Lb2 et Lc2, considérées 

comme souches ayant inhibé (par effet bactéricide) la croissance des souches-cibles a Gram 

positif. Les Surnageants Brutes Actifs (SBA) des cultures des souches lactiques, après 

neutralisation, ont montré résistance au chauffage et aux différentes conditions de 

conservation. La meilleure méthode d’exploration d’antagonisme bacterien, semble celle des 

puits sur gélose, suivie par la méthode de diffusion par disques imbibés, puis par le test sur 

gélose par points. Les profils des antibiogrammes ont montré la résistance de 52.7 % des 

Lactobacilles et de 44.4% des Lactocoques. 

 

Mots clés 

Antagonisme, Antibiogramme, Cryoconservation, Lactobacillus, Lactococcus, Revivification, 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résume 

Abstract  

The study's objective was to evaluate the impacts of cryopreservation conditions (two 

years at - 80℃) for two years, to test the bacteriocinogenic effects for 12 lactic strains (6 

Lactococcies + 6 Lactobacilli), isolated from olives of Algerian table. After their 

revivification, purification, characterization and production of their antibiogram profiles. The 

identification of strains, such as lactococcus and Lactobacillus, by classic bacteriological 

methods, has been abolished at the genera level (due to logistics). The Antagonism of isolates, 

conducted in vitro, on bacteriological medium: Muller Hinton, directed against target strains, 

Gram positive and negative, by three different methods (diffusion method in solid medium on 

soaked disks, diffusion test in wells on Agar, spot agar test), showed that among the lactic 

strains: three isolates (two lactobacilli and one lactococcus), were bacteriocinogenic, with 

bactericidal effect directed much more against the Gram-positive target strains, with zones of 

inhibition 21 mm between Lb1 and Staphylococcus aureus, 20 mm between Lb1 and 

Enterococcus faecalis, 18 mm between Lc2 and Staphylococcus epidermidis.  

The isolates Lb1, Lb2 and Lc2, considered as strains having inhibited (by bactericidal effect) 

the growth of Gram-positive target strains. The Raw Active Supernatants (BAS) of the 

cultures of the lactic strains, after neutralization, showed resistance to heating and to different 

storage conditions. The best method for exploring microbial antagonism seems to be that of 

agar wells, followed by the diffusion method using soaked disks, then by the agar spot test. 

The antibiogram profiles showed the resistance of 52.7% of Lactobacilli and 44.4% of 

Lactococci. 
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Antagonism, Antibiogram, Cryopreservation, Lactobacillus, Lactococcus, Revivification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résume 

 

  الملخص

درجة مئوية( على الخصائص  80-تهدف الدراسة إلى تقييم تأثير ظروف الحفظ بالتبريد )سنتين عند  

معزولة من الزيتون  (عصيات اللبنية 6 + مكورات اللبنية 6) البكتريوسينية لاثنتي عشرة سلالة لبكتيريا حمض اللاكتيك

سلالات المكورات اللبنية  تحديد . المائدة الجزائري. بعد إعادة إحيائها وتنقيتها وتوصيفها وتحليل مقاومة المضادات الحيوية

ظهرت اختبارات لوجستية(. أ لاسباببطرق البكتريولوجية الكلاسيكية و توقف على مستوى الأجناس ) تم والعصيات اللبنية

ثوُمِيَّةٌ، التي أجريت في المختبر  بين بكتيريا حمض اللاكتيك ضد سلالات بكتيرية مستهدفة موجبة وسالبة التضاد الجُر  

)طريقة الانتشار في الوسط الصلب باستخدام أقراص مشبعة، اختبار الانتشار في  الجرام، باستخدام ثلاث طرق مختلفة:

بين السلالات اللبنية: ثلاث عزلات )اثنتان من العصيات اللبنية أظهر أنه من  .(الآجارعلى بقعة ، اختبار الآجار آبار

، مع كانت تنتج بكتريوسين، مع تأثير قاتل للبكتيريا المستهدفة موجبة الجرام بشكل أكبر وواحدة من المكورات اللبنية( 

ملم بين  18والمكورات المعوية البرازية،  Lb1ملم بين  20والمكورات العنقودية الذهبية،  Lb1ملم بين  21مناطق تثبيط  

Lc2  والمكورات العنقودية البشروية. تعتبر العزلاتLb1 وLb2 وLc2  بمثابة سلالات تمنع )بتأثير مبيد للجراثيم( نمو

ييدها، ( لمزارع السلالات اللبنية، بعد تحSBAالسلالات المستهدفة إيجابية الجرام. أظهرت المواد الطافية الخام النشطة  )

ثوُمِيَّ مقاومة للتسخين وظروف التخزين المختلفة. أفضل طريقة لاستكشاف التضاد   طريقة الانتشار في آبار هي الجُر 

 الآجار، تليها طريقة الانتشار باستخدام الأقراص المنقوعة، ثم اختبار بقعة الآجار.

 ٪ من المكورات اللبنية.44.4ت اللبنية و ٪ من العصيا52.7مقاومة  دراسة مقاومة المضادات الحيوية الىوأظهرت 

 

 الكلمات المفتاحية

 .التضاد، المضادات الحيوية، الحفظ بالتبريد، العصيات اللبنية، المكورات اللبنية، الإحياء
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Introduction 

La fermentation des matières premières issues d'agriculture végétale, est un 

procédé ancestral, utilisé pour produire des denrées alimentaires fermentées de haute 

qualité nutritionnelle. Ces processus, reposant sur l'inoculation des matières premières, 

l'inoculation intentionnelle de cultures microbiennes, vise à obtenir des aliments stables, 

bénéfiques pour la santé, grâce à l'acidification, la production de composés aromatiques 

et des bactériocines (Bourdichon et al., 2012; Wolfe et Dutton, 2015; Tamang, Watanabe 

et Holzapfel, 2016; Marco et al., 2017; Rezac et al., 2018). Bien que les cultures 

microbiennes soient utilisées dans divers secteurs, tels que les produits laitiers, carnés, 

pains et boissons alcoolisées, de nombreux processus de fermentation, notamment des 

céréales, des légumes, des fruits et des poissons, demeurent encore spontanés (Hutkins, 

2019). La recherche s’oriente vers l'intégration de cultures microbiennes spécifiques dans 

ces processus, afin d'améliorer la vitesse, la qualité de la fermentation, de garantir des 

produits finaux de consistance uniforme, de qualité meilleure. Dans les pays en 

développement, la fermentation des végétaux (choux, manioc, concombres, olives, 

betteraves rouges, oignons, tomates, Olives vertes, etc…) éffectuée par des méthodes 

artisanales (Cook et al., 1987). Les olives de table, sont considérées comme des fruits les 

plus importants au monde, avec une production mondiale annuelle dépassant les 2,7 

millions de tonnes (I.O.O.C, 2018). La fermentation des olives vise à préserver les fruits, 

tout en améliorant leurs attributs organoleptiques. Les différentes méthodes de 

fermentation d’olives, telles que les styles Espagnol, Grec et Californien, reposent sur 

l'activité des bactéries lactiques (LAB), qui acidifient la saumure par la production 

d'acides organiques dont le lactate, assurant ainsi le contrôle microbiologique, 

prolongeant la durée de conservation des olives (Papadelli et al., 2015; Sorrentino et al., 

2016). La fermentation des olives est une compétition entre LAB et flores eucaryotes, les 

levures ont un rôle minime, contribuant à l'arôme des olives. Vu l'importance du rôle des 

LAB dans la fermentation des olives, beaucoup des travaux, focalisant le processus 

technologique lui-même, sont directement associées aux rôles des LAB (Hurtado et al., 

2012). En outre, les bactéries lactiques produisent des bactériocines, inhibant la 

croissance des bactéries d’altération, renforçant ainsi la conservation des aliments (Cotter 

et al., 2005). Les tests in vitro, d’antagoniste des LAB, sont utilisés pour sélectionner les 

souches bacteriocinogenes, offrant une corrélation significative avec leur efficacité dans 

ce processus (Saarisalo et al., 2007; Amaral et al., 2020). Tous les produits alimentaires 

sont soumis à la fermentation lactique, qui permet également de transformer les produits 
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végétaux, assurant ainsi une sécurité alimentaire optimale grâce à l'acidification et à la 

production de bactériocine, ainsi que la qualité finale des aliments grâce à la production 

de composés aromatiques. En outre, il est maintenant possible de leur attribuer un rôle 

indéniable, favorable à la santé humaine. Cependant, des cas extrêmement rares 

d'infections ont été relevés. Ils surviennent toujours dans un contexte clinique de lésion 

préalable ou de maladie sous-jacente débilitante (Desmazeaud., 1996). 

La capacité des souches lactiques à inhiber la croissance de micro-organismes 

indésirables, tels que les champignons, levures et certains groupes de bactéries, est 

cruciale dans le choix des inoculants. Pour évaluer cette activité antimicrobienne, le test 

d'antagonisme, in vitro, tel que décrit par Harris et al., (1989) et modifié par Amaral et 

al., (2020), est utilisé lors de la sélection des souches bacteriocinogenes. Cette méthode 

implique la culture simultanée des espèces microbiennes d’altération (souches cibles) et 

des LAB. L’évaluation de la capacité des LAB à inhiber la croissance des micro-

organismes indésirables, est obtenue en mesurant les diamètres des zones (halos) 

d'inhibition formées (Amaral et al., 2020). En outre, l'activité antagoniste des LAB, 

résulte de divers mécanismes tels que la production d'acides organiques: acide lactique, 

d'acide acétique, de peroxyde d'hydrogène, de lactate peroxydase, de lysozyme, de 1, 2 

propanediol, ainsi que de bactériocines (Nes et al., 2012). Ces bactériocines, dirigé contre 

les Bactéries impliquées dans la détérioration des aliments, et les espèces pathogènes 

d'origine alimentaire, y compris Bacillus, Clostridium, Staphylococcus et Listeria (Cotter 

et al., 2005). 

Les tests d'activité antagoniste, doivent être intégré en tant que critère de sélection 

supplémentaire des souches lactiques d’intérêt probiotique. Des travaux de recherche: 

Saarisalo et al., (2007); Amaral et al., (2020): ont utilisé les résultats relatifs aux activités 

antagonistes, comme critère pour sélection des souches de fermentation des végétaux, 

démontrant une corrélation significative entre tests in vitro et application sur substrat de 

fermentation. La sélection de nouveaux isolats lactiques probiotiques, à partir des variétés 

d’olives de tables est un enjeu scientifique/industriel important. L’évolution des 

connaissances, en ce domaine, a conduit à la sélection de nouvelles souches, aux 

propriétés spécifiques et aux potentialités probiotiques prometteuses (Ruiz-Barba et al., 

1991; 1994). 

Dans ce contexte précis, se situé l’objectif de la présente étude, qui se veut une 

contribution à l’évaluation, in vitro, des potentialités bacteriocinogenes des souches 
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lactiques cryoconservées, isolées des olives de tables, dirigé contre des souches 

pathogènes à Gram positif et négatif. Cela par réalisation des étapes suivantes: 

1. Récupération, revivification (réactivation) et purification des souches lactiques et 

des souches cibles ; 

2. Isolement, caractérisation et sélection des souches lactiques d’intérêt probiotique ; 

3. Exploration de leurs antagonismes in vitro contre des isolats cibles procaryotes à 

paroi Gram+ et Gram-, avec comparaison des différentes méthodes d'interactions 

antimicrobiennes ; 

4. Identification biochimique et établissement de leurs profils antibiogrammes ; 

5. Étude de l'impact de la température et du temps de stockage (conservation) sur 

l'activité antibactérienne. 

Le présent mémoire est organisé en parties suivantes: Matériel et Méthodes, Résultats, 

Discussion, Conclusion et enfin références bibliographiques. 
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2. Matériels et méthodes: 

Lieu de réalisation de l’étude:  

Cette étude a été réalisée conjointement au sein des laboratoires suivants : 

 Laboratoire de microbiologie FST, Université de BBA, Algérie. 

 Laboratoire de microbiologie appliquée FSNV, Université de BBA, Algérie. 

 Laboratoire de microbiologie et parasitologie, EPSP-REO, BBA, Algérie. 

Elle s'est déroulée durant la période de février 2024 au juin 2024. 

2.1. Matériels:  

2.1.1 Matériel et milieux de cultures 

Le matériel, l’appareillage, les réactifs et les produits chimiques utilisés dans notre 

étude sont illustrés dans l’Annexe I. Les milieux de culture ainsi que leur composition sont 

décrits dans l’Annexe II. 

2.1.2 Matériel biologique 

a. Les souches lactiques (Lactobacilles et Lactocoques) de référence ont été isolées à partir de 

médicaments (probiotiques). Les lots et les notices correspondantes sont listés dans l'Annexe I.  

b. Les souches pathogènes, fournies par le laboratoire d'analyse médicale, service de 

microbiologie et parasitologie EPSP, REO, province BBA, Algérie, sont mentionnées dans 

l'Annexe I.  

c. Les souches lactiques: Concernant les souches lactiques, Un lot de souches lactiques est 

conservé (congelé) par cryoprotection à -80°C depuis juin 2022 dans deux milieux liquides : – 

le bouillon M17 pour les souches lactocoques et le bouillon MRS pour les lactobacilles, 

additionné de 30 % de glycérol bidistillée fourni par le Docteur A. Meribai.  

2.2 Méthodes: 

2.2.1 Récupération des souches lactiques et des souches cibles 

Les souches bactériennes conservées sont soumises à une agitation douce dans un 

bain-marie réglé à 30°C, ou simplement laissées à décongeler naturellement dans ce même 

bain-Marie. Pour garantir une décongélation uniforme (sans endommagement) des cellules 

bactériennes, celle-ci est effectuée partiellement dans le bain-marie, puis se poursuit à 
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température ambiante sur la paillasse avant leur utilisation. Ce processus de décongélation est 

rapide, prenant environ quelques minutes. 

2.2.2 Revivification des souches lactiques : 

a. Revivification des lactobacilles : 

 Les lactobacilles ont été réactivées en utilisant un nouveau milieu liquide MRS (De 

Man et al., 1960). Pour cela, nous avons inoculé 5 ml d'une souche lactique dans un tube 

contenant également 5 ml de bouillon MRS (V/V). Après une agitation douce et suffisante 

pour assurer leur homogénéisation, nous avons procédé à une incubation à 37°C pendant une 

période de 24 à 48 h, jusqu'à l’obtention d’un coagulum (Annexe IV). 

b. Revivification des lactocoques : 

La réactivation des lactocoques a été effectuée dans un nouveau milieu liquide M17 

(Terzaghi et Sandine, 1975). Pour cela, 5 ml d'une souche lactique a été inoculée dans un tube 

contenant également 5 ml de bouillon M17 (V/V). 

Après une agitation appropriée pour les mélanger, l'incubation a été réalisée à 37°C pendant 

une période allant de 24 à 48 h, jusqu'à l’obtention d’un coagulum (Annexe IV). 

2.2.3 Isolement et identification des souches cibles (SC) 

2.2.3.1 Enrichissement  

Les souches cibles (SC), notamment les pathogènes, ont été enrichies dans différents 

milieux liquides, selon le type de bactérie: le bouillon Sélénite-Cystine (SFB) pour 

Salmonella enterica, l'eau peptonée pour les entérobactéries, et le milieu Rothe pour 

Enterococcus faecalis. Les autres bactéries, ne nécessitant pas d'enrichissement, ont été 

directement ensemencées dans du bouillon nutritif (BN) (Tableau I). 

Tableau I : Enrichissement sélectif des souches cibles (SC) et les milieux utilisés 

Souches cibles Milieu d’enrichissement 

Escherichia coli Eau peptonée 

Klebsiella pneumoniae Eau peptonée 

Enterobacter aerogenes Eau peptonée 

Salmonella enterica Bouillon SFB Cystine 

Pseudomonas aeruginosa Eau peptonée 

Vibrio spp Eau Peptonée Alcaline (EPA) 

Staphylococcus aureus Eau peptonée 

Enterococcus faecalis Milieu Rothe 

Staphylococcus epidermidis Eau peptonée 

Streptococcus pyogenes Eau peptonée 
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2.2.3.2 Isolement 

Les souches bactériennes sont isolées à partir d'un milieu d'enrichissement, en utilisant 

une anse à platine pour ensemencer une goûte du milieu par stries sur des milieux sélectifs en 

gélose (voir Tableau II). Après 24 h d'incubation à 37°C, chaque souche présente des colonies 

caractéristiques (aspect, taille, couleur et contour) et passée ensuite par la purification sur 

divers milieux de culture (Annexe VI). 

Tableau II : Procédure d'ensemencement et caractérisation des souches/ isolats cibles (SC) sur 

milieux sélectifs gélosés. 

Souches Bactériennes (Gram) Origine Milieux sélectif (d’isolement) 

E. coli G- Liquide d’ascite Chromagar d'orientation 

K. pneumoniae G- Urine (ECBU) Chromagar d'orientation 

E. aerogenes G- Urine (ECBU) Chromagar d'orientation 

S. enterica G- Eaux potable (Control) Hektoen Agar 

Vibrio spp G- Eaux potable (Control) GNAB 
P. aeruginosa G- Eaux potable (Control) Chromagar d'orientation 

S. aureus G+ Plaie (infection) Chapman Stone 

E. faecalis G+ Voies urinaires (ECBU) Chromagar d'orientation 

S. epidermidis G+ Plaie infectée Chapman Stone 

S. pyogenes G+ Liquide d’articulation Gélose au sang cuit (GSC) 

 

2.2.3.3 Identification des caractères biochimiques des souches cibles 

A partir des colonies caractéristiques présentées sur les milieux sélectifs, la 

détermination des caractères biochimiques spécifiques est réalisée pour confirmer 

l'appartenance des souches avant leur utilisation (Annexe V). 

Préparation des suspensions bactériennes et ensemencement des galeries Api et galeries 

classiques 

La préparation des suspensions bactériennes se fait en utilisant 5 ml d'eau 

physiologique (EP) à partir d'une colonie suspecte soigneusement individualisée à l'aide d'une 

anse à platine stérile. Cette suspension est ensuite incubée à 37°C pendant 24 h. 

L'identification des souches bactériennes se fait en ensemençant les galeries biochimiques Api 

10S pour les entérobactéries et Api 20E pour Pseudomonas aeruginosa. Pour Staphylococcus 

aureus, l'identification se fait par la recherche de la coagulase libre. Une galerie classique 

contenant des tests tels que ONPG, TSI, Mannitol mobilité, Catalase, Oxydase et Citrate de 

Simmons est utilisée (Annexe V). L’identification est obtenue à l’aide d’un logiciel 

d’identification (Biomerieux). 
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2.2.4  Purification des souches lactiques  

Les souches lactiques revivifiées sont purifiées en les ensemençant par stries sur 

gélose MRS et M17, puis incubées à 37°C pendant 24 à 48 h. Cette étape est répétée jusqu'à 

l'obtention d'une souche pure, de morphologie bactérienne uniforme, permettant d'observer 

leurs caractéristiques macroscopiques et microscopiques, telles que leur taille, leur forme et 

leur couleur. 

2.2.5 Caractères biochimiques, morphologiques et culturaux des LAB 

L'identification préliminaire des isolats lactiques au niveau du genre est réalisée en 

suivant les critères de Gonzalez et al., (2000) en utilisant des méthodes incluant la 

caractérisation morphologique et physiologique. Les isolats sont examinés pour la coloration 

de Gram, la production de catalase et l'activité oxydase. De plus, ils ont été testés pour leur 

croissance à 10°C pendant 10 jours, à 45°C pendant 48 heures, et pour la production de CO2 à 

partir du glucose (Collins et Hall. 1984). Les espèces LAB isolées sont testées pour 

l'utilisation des sucres (Corsetti et al., 2001). L’étude macroscopique permet de décrire 

l’aspect, la forme, le contour, la surface et la couleur des colonies. 

2.2.5.1 Caractères biochimiques 

a. Test catalase 

L’enzyme catalase permet la dégradation de l’eau oxygénée (H2O2). Une goutte de 

H2O2 est déposée sur une lame contenant une colonie prélevée à partir de la gélose MRS/ 

M17. La décomposition de H2O2 est traduite par un dégagement gazeux sous forme de 

mousse et de bulles (Delarras, 2007; Guiraud, 2003; Marchal et al.,1991). 

b. Production de gaz 

Ce test classe les bactéries en fonction de leur type fermentaire : homofermentaires 

(HFM) et hétérofermentaires (HTM). Des tubes de 10 ml de bouillon MRS/ M17 contenant 

une cloche de Durham sont inoculés avec une colonie distincte, puis incubés à 37°C pendant 

48 h. À l'issue de cette observation, seules les souches de forme bacillaire et coccies, Gram 

positif et catalase négative sont sélectionnées pour la suite de l'étude (Garvie, 1984). 
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c. Fermentation des Sucres 

Ce test est réalisé en cultivant les souches lactiques dans divers milieux tels que 

mannitol mobilité, citrate de Simmons, une galerie Api (les sucres), et des glucides ciblés 

comprenant le mannose, le L-Arabinose, le fructose, le maltose et le sorbitol (Bentoura et al., 

2017; Holt et al.,1994). 

d. Test du milieu TSI  

Utilisé pour détecter la fermentation de trois sucres (lactose, glucose et saccharose). 

Ensemencez le culot par une piqûre profonde et la pente par une strie médiane, puis incubez 

pendant 24 h à 37°C (Leveau et Bouix, 1980). 

e. Recherche de l’Oxydase 

Sur une lame, on dépose un disque d’oxydase et une goutte d’eau distillée, un peu de 

culture lactique est prélevée et déposée sur le disque. Un résultat positif se manifeste par une 

coloration rose violette (Delarras, 2007; Marchal et al.,1991). L'activité oxydase a été 

identifiée en utilisant des bandelettes indicatrices de couleur pour l'oxydase. (De Man et al, 

1960, Harrigan et McCance, 1976). 

2.2.5.2 Caractères physiologiques 

a. Croissance à différentes températures 

Ce test permet de distinguer les LAB thermophiles des LAB mésophiles (Man et al., 

1960; Le veau et al ., 1991). Les cultures sont incubées à différentes températures : 30, 37 et 

44°C pendant 48 h sur bouillon MRS/ M17. La croissance est appréciée par l’apparition d’un 

trouble en comparaison avec un tube témoin non ensemencé (Hassaine, 2013). 

b. Production de CO2 de la Fermentation du Glucose 

Pour déterminer la production de CO2 de la fermentation de glucose par les souches de 

Lactobacillus/ lactococcus, nous avons ensemencé des colonies d’une culture pure dans le 

bouillon MRS/ M17 contenant une cloche de Durham et incubé à 30°C pendant 24 à 48 h en 

aérobiose et anaérobiose. La présence de gaz dans la cloche indique qu’il y a production de 

CO2 (Garvie, 1984). 
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2.2.6 Conservation des souches 

Les modes de conservations suivants ont été utilisés : 

2.2.6.1 Conservation à court terme 

Les bactéries à Gram-positifs et négatifs pour la catalase sont transférées dans des 

tubes de bouillon MRS/M17 inclinés et conservées à +4°C après une incubation de 48 h à 

37°C, selon leur température de croissance optimale (Jose et al., 2015). 

2.2.6.2 Conservation à long terme 

Les isolats sont stockés à -20°C dans du bouillon MRS/ M17 avec 28% de glycérine 

(El-Soda et al., 2003). Les cultures pures stockées sont ressuscitées par deux sub-cultures 

dans du bouillon MRS/M17 avant chaque utilisation. 

2.2.7 Exploration des effets inhibiteurs dirigés contre des souches cibles (SC) 

a. Préparation des pré-cultures 

Les souches lactiques ont été pré-cultivées dans des tubes à essai contenant 5 ml de 

bouillon M17 et MRS, puis incubées à 37 °C pendant 24 h. Ensuite, les souches lactiques ont 

été transférées dans les bouillons MRS et M17, tandis que les souches pathogènes cibles, 

telles qu'E. coli et Salmonella enterica, ont été repiquées dans de l'eau peptonée, et Vibrio.sp 

dans de l'eau peptonée alcaline à 37 °C pendant 24 h (Allouche et al., 2010; Bentoura et al., 

2017). 

b. Méthode de diffusion en milieu solide sur disque (disques imbibés) 

Pour déterminer l'activité antibactérienne des solutions de cultures filtrées(SBA), 

préparés à partir des souches lactiques, la méthode de diffusion en milieu solide sur disque a 

été utilisée. Des tapis des souches cibles à Gram-négatives: Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa et 

Vibrio.sp. Ainsi que des souches cibles à Gram-positives:  Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis et Streptococcus pyogenes, ont été 

ensemencées sur la gélose Muller-Hinton (MH). Un papier filtre Whatman grade 3 a été 

imprégné de la solution de SBA correspondante obtenu par centrifugation des cultures de 
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LAB (6000rpm pendant 10 min) et placé au centre de la boite inoculée. Les boite sont ensuite 

été incubées à 37 ± 1 °C pendant 24 h et le diamètre de la zone d'inhibition (ZI) a été mesuré à 

l'aide d'un pied à coulisse numérique en trois répétitions (Buncic et al., 1997). 

Les isolats LAB qui inhibaient la croissance d'une souche cible étaient considérés comme 

inhibiteurs pour cette espèce (Maragkoudakis et al., 2006). La libération d'un inhibiteur 

diffusible au début de la croissance de la culture test est responsable de l'antagonisme (Tagg 

et al., 1976). La diffusion de substances responsables des interactions bactériennes a été 

améliorée par incubation à 37 °C pendant 24h (Tadesse et al., 2005). 

c. Estimation du potentiel inhibiteur des bactéries lactiques 

La présence d'une zone d'inhibition autour des disques est un signe d'activité 

antibactérienne. Un résultat positif de l’antagonisme se traduit par la présence des halos clairs 

autour des souches de lactobacilles et lactocoques (un résultat est consideré comme positif si 

le diamètre est supérieur à 2 mm) (Abeet et al., 1995; Guessass, 2007). Les zones d'inhibition 

(ZI) ont été mesurées diamétralement en utilisant l'équation suivante : 

ZI(mm)=Diamètre de la zone inhibitrice (mm)− Diamètre du disque (06mm) (Bentoura et al., 

2017). 

Les résultats sont exprimés comme suit : >16 mm (++++), diamètre >10 mm (+++), 

diamètre entre 6 et 10 mm (++), diamètre entre 3 et 6 mm (++), diamètre entre 1 et 3 mm (+), 

pas d'inhibition (−) (Siroli et al., 2017). 

2.2.8 Réalisation des antibiogrammes 

2.2.8.1 Les souches cibles 

Les sensibilités antibactériennes de toutes les souches bactériennes (G- : Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes., Pseudomonas aeruginosa. et G+ : 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis) ont été déterminées 

en utilisant la méthode standard de diffusion sur disque de Kirby-Bauer A.(1966) pour 11 

antibiotiques, selon CLSI (2014). Les antibiotiques utilisés ont été adaptés selon les 

recommandations. Lorsqu'un isolat était résistant à au moins quatre classes différentes 

d'antibiotiques, il était considéré comme multirésistant. Le comportement des souches vis-à-

vis des antibiotiques a été testé sur gélose Mueller-Hinton (MH) en utilisant des disques 

commerciaux imprégnés d’antibiotiques. Pour la préparation de l’inoculum bactérien, des 
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colonies bien isolées ont été prélevées après une nuit de culture et déposées dans un tube 

contenant 9 ml d'eau physiologique (EP), puis homogénéisées à l’aide d’un vortex. Cette 

préparation a été étalée sur milieu MH à l’aide d’une pipette Pasteur, puis des disques 

d’antibiotiques ont été déposés stérilement par boîte de MH. Après 24h d’incubation à 37 °C, 

des halos clairs apparaissent autour des antibiotiques inhibiteurs de croissance. Les résultats 

ont été exprimés en : sensible (S), intermédiaire (I), ou résistant (R) grâce à la méthode 

standard de diffusion sur disque. La liste des antibiotiques testés contre les souches lactiques 

et les souches cibles (SC) est présentée dans l’annexe III. 

La lecture s’effectue par la mesure de la zone d’inhibition (ZI) (CLSI 2014). 

2.2.8.2 Les souches lactiques 

Pour déterminer la sensibilité/résistance des souches lactiques testées à plusieurs 

antibiotiques, nous avons sélectionné des souches lactiques ayant donné des effets inhibiteur 

(antagoniste) positifs contre des souches cibles (SC). Les lactobacilles Lb1, Lb2, Lb4 et Lb7, 

ainsi que les lactocoques Lc1, Lc2, Lc3 et Lc5: Ces souches ont été sélectionnées pour les 

antibiogrammes. Les souches de référence ont été utilisées (comme témoin) pour les 

comparaisons. 

Les antibiotiques: ampicilline, vancomycine, gentamicine, kanamycine, 

érythromycine, clindamycine, tétracycline, ciprofloxacine et chloramphénicol) ont été choisis 

pour le test de sensibilité/résistance aux antibiotiques des LAB selon les recommandations des 

organismes EFSA FEEDAP Panel et al., (2018). Les souches lactiques sélectionnées ont été 

testées pour leur résistance aux antibiotiques par la méthode de diffusion sur disque, selon le 

protocole préconisé par: Domingos-Lopes et al., (2017). Des disques d’antibiotiques ont été 

utilisés pour déterminer la résistance des isolats à 9 antibiotiques. Les disques ont été 

stérilement placés sur la surface d'une boîte de gélose Mueller-Hinton ensemencée avec les 

isolats de LAB et incubés à 37 °C pendant 24h- 48h. Après l'incubation, le diamètre de la 

zone d'inhibition autour du disque a été mesuré. Chaque isolat a été classé comme sensible, 

résistant ou intermédiaire selon le diamètre de la zone d’inhibition. Les antibiotiques suivants 

ont été testés (annexe III) et les profils de sensibilité/résistance ont été analysés selon les 

normes d'interprétation de l'EFSA FEEDAP Panel et al., (2018). 
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2.2.9. Effets de la température et du temps de stockage sur l'activité antibactérienne 

Pour déterminer la thermostabilité du Surnageant Brute Actif (SBA), des solutions 

contenant la bactériocine ont été traitées à 60 °C, 80 °C et 100 °C pendant 30 min, ainsi qu'à 

121 °C pendant 30 min. Ensuite, l'activité antibactérienne des échantillons a été mesurée. Le 

pourcentage d'activité antibactérienne résiduelle des SBA a été évalué en utilisant la méthode 

de diffusion sur puits d'agar (Therdtatha et al., 2016; Hu et al., 2014). En résumé, les isolats 

de LAB ont été cultivés dans un bouillon MRS/ M17 à 37 °C pendant la nuit, et la souche 

pathogène ciblée a également été pré-cultivée dans les mêmes conditions dans de l’eau 

peptonée. Des puits stérilement percés dans les boites inoculées ont été remplis avec 100 ml 

du SBA LAB à tester pour l'activité antagoniste qui a été centrifugé (10 min à 6000rpm), Les 

boîtes ont été incubées à 37 °C pendant 24 h. L'activité antagoniste des souches de LAB a été 

évaluée en termes de formation de zones d'inhibition (mm) autour des puits (Vinderola et al., 

2008; Therdtatha et al., 2016; Hu et al., 2014).  

L'effet de la conservation à basse température sur le composé a été étudié en 

maintenant ses solutions à différentes températures (4 °C, 37 °C et -20 °C) pendant différentes 

périodes du mois (deux mois). Après ces périodes, l'activité antibactérienne de la bactériocine 

a été testée contre la souche indicatrice. L'activité antibactérienne résiduelle des SBA a été 

évaluée en utilisant la méthode de diffusion sur puits d'agar (Fonesca., 2001;Ogunbanwo et 

al., 2003; Rajaram et al., 2010). 

Pour effectuer ces tests, les souches lactiques Lb1, Lb2 et Lc2 ont été sélectionnées en 

fonction de leur effet antagoniste remarquable (très positif), contre les souches cibles, E. coli à 

(G-) et Staphylococcus aureus à (G+). 

2.2.10. Exploration des méthodes d’antagonisme: Comparaison et èvaluation 

Trois méthodes distinctes d'antagonisme ont été exploré afin d'identifier la technique 

la plus fiable, pour réaliser des interactions antibactériennes contre les souches cibles à Gram 

(+) et à Gram (-). Notre objectif était d'évaluer, in vitro, les différences entre ces trois 

méthodes. Les souches lactiques Lb1, Lb2 et Lc2 ont été sélectionnées en fonction de leur 

effet antagoniste remarquable (très positif) contre les souches cibles, E. coli à G- et 

Staphylococcus aureus à G+. 
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a. Méthode sur gélose par points 

L'activité antagoniste des souches de LAB a également été réalisée en utilisant le test 

sur gélose par points, comme décrit précédemment par Vinderola et al. (2008). Les cultures 

de nuit des souches cibles (pathogènes) ont été diluées dans de l’eau peptonée avec 1 ml de 

chaque culture diluée (environ 106 UFC/ml) inoculée sur des boîtes d'agar Muller Hinton 

(MH). L'excès de culture a été retiré après 5 min de contact, et les boîtes ont été laissées à 

sécher pendant 30 min. et 0.2ml de SBA de chaque souche de LAB ont été déposés en points 

sur la surface de l'agar inoculé avec les souches cibles. Les boîtes ont été laissées pendant 5 

min pour diffusion/ absorption et ensuite incubées à 37 °C pendant 24h. Une zone d'inhibition 

claire > 1 mm autour d'un point a été mesurée et notée comme positive (Armas et al., 2017). 

b. Méthode de diffusion des disques (disques imbibés) 

Cette méthode est décrite précédemment; voir la section 2-2-7 sur l'antagonisme des 

effets inhibiteurs dirigés contre les souches cibles (SC). 

c. Méthode de diffusion en puits sur gélose 

Cette méthode est décrite précédemment; voir la section 2-2-9, Effets de la 

température et du temps de stockage sur l'activité antibactérienne. 
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3. Résultats 

3.1. Purification des souches lactiques et les souches cibles (SC)  

3.1.1. La purification des souches cibles 

Les résultats de purification et d’ensemencement des souches cibles sont décrits dans 

l’annexe VI. 

3.1.2. La purification des souches lactiques 

Des isolats ont été récupérés à partir de 12 échantillons (6 lactocoques et 6 

lactobacilles) conservait auparavant par cryoconservation. La purification des souches, après 

revivification, lactiques isolée par plusieurs repiquages successifs sur milieux MRS et M17 

(alternation sur milieux liquide), a permis d’obtenir 10 isolats pures des souches lactiques 

dont: 5 lactobacilles et 5 lactocoques.  

a. La Purification des lactobacilles : 

b. La Purification des lactocoques 

   
Figure 1: Aspects des lactobacilles après séries de purification sur gélose MRS. 

  
 

Figure 2 : Aspects des lactocoques après séries de purification sur gélose M17. 
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3.1.3. Etude des caractères morphologiques et culturaux  

3.1.3.1. Aspect macroscopique des lactobacilles  

a. Sur milieu solide  

Les colonies de lactobacilles sur milieux agar sont généralement petites (2-5 mm) avec 

des bords entiers, convexes, lisses, brillantes et souvent opaques sans pigment. Dans de rares 

cas, certaines colonies apparaissent jaunâtres dû à la production des pigments comme les 

caroténoïdes chez Lactobacillus plantarum (Breithaupt et al., 2001). Certaines espèces 

forment des colonies rugueuses. Des zones de clairance causées par des exo-enzymes ne sont 

généralement pas observées lorsqu'elles sont cultivées sur des milieux agar contenant des 

protéines ou des graisses dispersées. Cependant, la plupart des souches présentent une légère 

activité protéolytique due à des protéases et des peptidases liées à la paroi cellulaire ou 

libérées par celle-ci (Kunji et al., 1996). 

   

Figure3 : Aspects des colonies des souches lactiques  sur milieux agar : A/ petite colonies, B/ colonies 

moyens avec conteur irrégulier, C/ colonies jaunâtre. 

b. Sur Milieu liquide 

La croissance en milieu liquide se produit généralement dans tout le liquide, mais les 

cellules se déposent peu après l'arrêt de la croissance. Le sédiment est lisse et homogène, 

rarement granulaire ou visqueux. L'agrégation des cellules en culture peut être médiée par des 

facteurs de nature protéique, selon les résultats des travaux de (Schachtsiek et al., 2004). 

  

Figure4 :Aspect des cultures dans milieux liquides : A/ la culture frais ; B/ La sédimentation des 

lactobacilles. 
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3.1.3.2. Aspect microscopique  

L’étude microscopique est basée sur la coloration de Gram, qui a donné une forme de 

bacille en bâtonnet et parfois coccobacille d’une couleur violette dont le mode d’association 

varie d’une souche à une autre. Ces observations permettent de classer initialement les isolats 

selon le Gram, leur morphologie cellulaire et leur mode d’association (Joffin et Leryal, 1996). 

a. Observation à l’état frais 

L’observation microscopique à l’état frais, reflète des isolats qui sont pures, 

immobiles, parfois ont un arrangement en longues chainettes (figure 7 A). 

b. Coloration au bleu de méthylène 

A l’état microscopique, après réalisation de frottis bactérien, les lactobacilles ont été 

apparus sous forme, bacillaire, de couleur bleu, isolées ou en courtes chainettes. Parfois sont 

arrangées sous forme de V. (figure 5 B,C) 

En parallèle, les cellules en forme de coque, répondant aux caractéristiques morphologiques, 

arrangées en chainettes plus ou moins longue. 

   

Figure 5: Vue microscopiques : A) souche lactique à l’état frais(40x). B) lactocoques. C) lactobacilles 

après Coloration au bleu de méthylène (100x). 

c. Coloration de Gram 

Les isolats ont répondu, positivement à la coloration de Gram (violettes). La figure 7 

montre des lactobacilles isolés, courtes chainettes. De même, les lactocoques présentées dans 

la figure 6, ont répondus, Positivement à la coloration de Gram (violettes). 

Une fois que les isolats ont été colorés à Gram, on peut observer sous microscope des 

formes de cellules coques et bâtonnes de couleur violette, les autres résultats de coloration de 

Gram sont illustrées dans l’annexe VII. 
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Figure 6:vue microscopiques des lactocoques 

après Coloration de Gram (Gx.100). 

Figure 7:vue microscopiques des lactobacilles  

après Coloration de Gram: (Gx.100). 

3.1.3.3. Test de, Catalase et Oxydase 

Le test de catalase détermine la présence de l'enzyme catalase, généralement absente 

chez les bactéries lactiques, ce qui les différencie d'autres types bactériens. De même, le test 

d'oxydase détecte la présence de l'enzyme cytochrome oxydase, souvent absente chez les 

bactéries lactiques, permettant ainsi de les distinguer des autres bactéries (Annexe V). 

Tableau III : Les observations microscopiques et les résultats des tests de catalase/oxydase effectuées 

sur les souches sélectionnées. 

Souches lactiques Morphologie Gram Catalase Oxydase 

Lb1 Gros bacilles en amas + - - 

Lb2 Gros bacilles isolés + - - 

Lb4 Gros bacilles en amas + - - 

Lb7 Cocco bacilles isolés + - - 

Lb8 Bacilles long isolés + - - 

Lc1 Coccies en long chainette + - - 

Lc2 Diplo coccies + - - 

Lc3 Diplo coccies + - - 

Lc4 Coccies en long chainette + - - 

Lc5 Coccies en courte chainette + - - 

3.2. Antagonisme des LAB dirigé contre des souches cibles  

Les différentes souches lactiques présentent un spectre d’activité variable vis-à-vis des 

germes cibles testés. Il a été observé que seules les souches (Lb1, Lb2 et Lc2) sont les plus 

actives contre les souches cibles. Les zones d’inhibition sont nettes, avec des bordures bien 

définies, et le diamètre d’inhibition varie entre 4 et 22 mm en fonction de la souche testée 

(voir tableau IV et V). L’inhibition est considérée comme positive lorsqu’elle dépasse 1 mm, 

selon Schillinger et Lucke (1989). 
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3.2.1. Antagonisme des lactobacilles dirigé contre des souches cibles 

Les résultats supplémentaires évoqués dans l'annexe VIII. 

  

Figure 8: Interaction des souches Lb1, Lb2, 

Lb4, Lb7 et Lb8 contre E. coli. 

Figure 9: Interaction des souches Lb1, Lb2, 

Lb4, Lb7 et Lb8 contre S. aureus 

Le tableau IV- ce-dissous présente les résultats des interactions entre les souches lactiques 

(Lactobacilles) et les souches cibles(SC). Longueur de zone d'inhibition (en mm) mesuré 

après 24 h et 48 h d'incubation. 

Tableau IV: Résultats d’antagonismes des lactobacilles testés contre les (SC) 

Les souches cibles 

Gram négative 

Les souches lactiques 

Lb 1 Lb 2 Lb 4 Lb 7 Lb 8 

E. coli ++ + + - - 

K. pneumoniae + ++ + + - 

E. aerogenes + ++ + ++ - 

S. enterica + - - - - 

P. aeruginosa ++ ++ + - - 

Vibrio spp  ++ +++ ++ + - 

Gram positive      
S. aureus ++++ ++++ + + - 
E. faecalis ++++ ++++ + + - 
S. epidermidis ++++ ++++ + + - 
S. pyogenes +++ ++++ ++ - - 

Zone d’inhibition >16 (++++) ; entre10 et 16 mm (+++); diamètre entre 6 et 10 mm (++); diamètre 

entre 3 et 6 mm (++); diamètre entre 1 et 3 mm (+); pas d'inhibition (−). 



Résultats 

19 

 

 

Figure 10 : Histogramme illustrant les zones d'inhibition (en mm) des Lactobacilles contre les souches 

cibles. 

3.2.2. Antagonisme des Lactocoques dirigé contre des souches cibles  

Les résultats supplémentaires évoqués dans l'annexe VIII. 

 

 

 
Figure 11 : Interaction des souches Lc1, Lc2, 

Lc3, Lc4 et Lc5 contre E. coli. 
Figure 12 : Interaction des souches Lc1, Lc2, 

Lc3, Lc4 et Lc5 contre S. aureus. 

Le tableau V- ce-dissous présente les résultats de l'analyse des interactions entre les souches 

lactiques (lactocoques) et les souches cibles (SC). Longueur de zone d'inhibition en mm 

mesuré après 24 h et 48 h d'incubation. 

 

 

0

5

10

15

20

25

Lb1

Lb2

Lb4

Lb7

Lb8



Résultats 

20 

 

Tableau V: Résultats d'antagonisme des souches de Lactocoques testées contre les (SC) 

Les souches cibles 

Gram Négative 

Les souches lactiques 

Lc1 Lc2 Lc3 Lc4 Lc5 

E. coli - +++ + - - 

K. pneumoniae + +++ + - - 

E. aerogenes + ++ + - + 

S. enterica - + + - - 
P. aeruginosa + ++ + - - 

Vibrio spp  + +++ + - + 

Gram positive      

S. aureus +++ ++ - - ++ 

E. faecalis - +++ ++ - - 

S. epidermidis - +++ + - + 

S. pyogenes - +++ + - - 

Zone d’inhibition >16 (++++) ; entre10 et 16 mm (+++); diamètre entre 6 et 10 mm (++); diamètre 

entre 3 et 6 mm (++); diamètre entre 1 et 3 mm (+); pas d'inhibition (−). 

 

Figure 13 : Histogramme illustrant les zones d'inhibition (en mm) des lactocoques contre les souches 

cibles. 
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3.3. Caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques des souches 

lactiques sélectionnées : 

Trois isolats ont été choisis pour cette partie de l'étude : deux lactobacilles (Lb1 et 

Lb2) et une lactocoque (Lc2), en raison de leurs propriétés antagonistes remarquables (très 

positifs). 

Tableau VI : Caractéristiques des souches lactiques sélectionnées. 

Tests Les souches Lactiques testées 

Lb1 Lb2 Lc2 

La forme Bt Bt Cc 

Mobilité (-) (-) (-) 

TR* An An An 

Nitrate réductase (-) (-) (-) 

Type fermentaire HTM HTM HFM 

TSI H2S (-) (-) (-) 

Gaz (-) (-) (-) 

Mannitol/ mobilité (+/-) (+/-) (+/-) 

Citrate de Simmons (+) (+) (+) 

Production d’indole (-) (-) (-) 

Uréase et du tryptophane désaminase (-) (-) (+) 

Lysine décarboxylase: (LDC) (-) (-) (-) 

Ornithine décarboxylase: (ODC) (-) (-) (-) 

Arginine déhydrolase:(ADH) (+) (+) (+) 

Croissance à différentes temp °C (30, 37,44) (+) (+) (+) 

 

La fermentation des sucres  Glucose + + + 

Mannose  + + + 

Inositol  - + - 

Sorbitol  + + - 

rhamnose + + - 

Saccharose  + + - 

Mélibiose + + - 

L'amygdaline  + + + 

arabinose + + - 

Bt : bâtonné, Cc : Cocci, An : anaérobie, HMF : homofermentaire, HTF : hétérofermentaire, (+) 

positif, (-) négatif, TR : type respiratoire. 
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3.4. Résultats d’antibiogrammes :  

3.4.1. Les souches lactiques  

Tableau VII : Antibiogrammes des souches lactiques sélectionnées et des souches de références. 

 

Souches LAB 

Antibiotiques 

TE CN VA K C E CC P LEV 

Lb1 R R R R S R S S S 

Lb2 I R R R S I R S S 

Lb4 S R R R S R S S S 

Lb7 S R R R S S S S R 

Lc1 S R R R S R R S R 

Lc2 S S R R S S S S S 

Lc3 S S R R S R R S S 

Lc5 S R R R S S R S S 

Ref Lb S R R R S S S S S 

Ref Lc S R R R S S S S S 

 

 

 

Figure14: Antibiogramme de souche Lb1 

  

Figure 15 : Antibiogramme de souche Lb2 
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Figure 16: Antibiogramme de souche Lc2 

Les résultats supplémentaires évoqués dans l’annexe IX. 

3.4.2. Les souches cibles 

Tableau VIII : Antibiogrammes des souches cibles à Gram négatives  

Souche cible  GN AK SXT C CAZ ETP F CZ FF AMC CIP 

E. coli S S S S S S I S S R S 

K. pneumoniae R S R S S S I S S I S 

E. aerogenes I S I S S I S S S R S 

Souche cible GN CIP SXT C CAZ ETP LEV CT AZ TE TC 

P. aeruginosa I R R S I S S I I S I 

Tableau IX : Antibiogrammes des souches cibles à Gram Positive. 

Souche cible  E OX VA R LEV OFX DA P GN CTC C 

S. aureus   S S S S R R S I S R S 

S. pyogenes   I R R S S S R S S I S 

E. faecalis  I S R I S S I S I S S 

TE à la place de LEV pour s. pyogenes. 

Les résultats des antibiogrammes des souches cibles G- et G+ sont mentionnées dans l’annexe 

IX. 

3.5. Effets de la température et du temps de stockage sur l'activité Antibactérien  

La stabilité de la bactériocine chauffée à 60, 80 et 100 °C pendant 30 min, voire à 120 

°C pendant 15 min, n'a pas changé de manière significative par rapport à la bactériocine 

fraîche/témoin. Cependant, l'activité bactériocinique a significativement diminué après 

chauffage à 121 °C pendant 30 min (Tableau X).  
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3.5.1. Effets de la température 

Tableau X : Effets de la température sur l’activité antagoniste des LAB. 
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SBA Lb1 ++ ++++ ++ ++ + ++ - + 

SBA Lb2 ++ +++ ++ +++ + ++ + + 

SBA Lc2 + ++ + + ++ ++ + + 

Zone d’inhibition>16(++++) >10 mm (+++); diamètre entre 6 et 10 mm (++); diamètre entre 3 et 6 

mm (++); diamètre entre 1 et 3 mm (+); pas d'inhibition (−). 

 

 

Figure 17: Histogramme illustrant l’effet de température  
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Figure18 : Effet de température 25°C sur 

l’activité SBA après 30 min. 
Figure19 : Effet de température 60°C sur 

l’activité SBA après 30 min. 

 

 

Figure20: Effet de température 80°C sur 

l’activité SBA  après 30 min. 
Figure21 : Effet de température 120°C sur 

l’activité SBA  après 30 min. 

A : E-Coli ; B : S. aureus. 

3.5.2. Effets de temps de stockage (Conservation) : 

Les résultats ont révélé que l'activité de la bactériocine extraite diminuait 

progressivement pendant le stockage à 37°C jusqu'à 60 jours, et qu'elle était complètement 

perdue après 60 jours de stockage, avec une différence significative. Le Tableau XI a montré 

que la bactériocine extraite était stable à 4°C jusqu'à 30 jours, puis son activité diminuait 

progressivement pendant la période de stockage de 60 à 90 jours, avec une différence 

significative. En revanche, l'activité de la bactériocine extraite persistait pendant 60 jours à -

20°C et il n'y avait pas de différence significative entre les données concernant ces résultats. 

Tableau XI : Effets de temps de conservation sur l’activité antagoniste des LAB. 

 37°C (2 mois) 4  °C (2 mois) – 20  °C (2 mois) 

E-coli S. aureus E-coli S. aureus E-coli S. aureus 

SBA Lb1 - + ++ +++ ++ ++++ 

SBA Lb2 - + ++ +++ ++ +++ 

SBA Lc2 + + + ++ ++ +++ 

Zone d’inhibition>16(++++) >10 mm (+++); diamètre entre 6 et 10 mm (++); diamètre entre 3 et 6 

mm (++); diamètre entre 1 et 3 mm (+); pas d'inhibition (−). 
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Figure 22: Histogramme illustrant l’effet de temps de stockage (conservation) 

 

   

Figure23 Effet de stockage à 

37°C pendant 60 jours. 

Figure24  Effet de stockage à 

4°C pendant 60 jours. 

Figure25  Effet de stockage 

à -20°C pendant 60 jours. 

A : E-Coli.; B : S. aureus. 

3.6. Exploration des Méthodes d’Antagonisme : Comparaison et Évaluation 

 
Tableau XII : Comparaison et évaluation des différentes méthodes d’antagonisme. 

 gélose par puits disques diffusé  gélose par points 

E. coli S. aureus E. coli S. aureus E. coli s. aureus 

Lb1 ++ +++ +++ ++ + ++ 

Lb2 ++ +++ ++ ++ + + 

Lc2 ++ ++ + ++ + + 

Zone d’inhibition>16(++++) >10 mm (+++); diamètre entre 6 et 10 mm (++); diamètre entre 3 et 6 

mm (++); diamètre entre 1 et 3 mm (+); pas d'inhibition (−). 
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Figure 26: Histogramme illustrant la comparaison des méthodes d’antagonisme  

 

 
  

Figure27: Méthode 

d’antagonisme en puits sur 

gélose). 

Figure28 : Méthode 

d’antagonisme diffusion de 

disque). 

Figure29 : Méthode 

d’antagonisme de gélose par 

points). 

Stph : Staphylococcus aureus/ E-coli : Escherichia coli. 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

E. coli S. aureus E. coli S. aureus E. coli s. aureus

gélose par puits disques diffusé gélose par points

Comparaison des différentes méthodes d’antagonisme

Lb1 Lb2 Lc2



Discussion  

28 
 

4. Discussion 

Purification et caractérisation des souches lactique 

 Dix isolats, sélectionnés sur la base de leur morphologie (couleur crème, forme 

ovale, diamètre d'environ 0,5 mm), ont été choisis parmi un certain nombre de colonies 

provenant de souches conservées dans des milieux liquides, après ensemencement du 

liquide sur gélose MRS/ M17. Tous les isolats conservés dans le milieu MRS se sont 

révélés être des bâtonnets, tandis que les isolats conservés dans le milieu M17 se sont 

révélés être en forme de coccies. Tous les isolats lactiques étaient Gram-positifs de forme 

variée, négatifs pour la catalase et incapables de croître à 45 °C. La variabilité de la 

morphologie des lactobacilles est notable, allant de longues bacilles droites ou légèrement 

incurvées à des coccobacilles de type corynéforme. Cette variation est influencée par des 

facteurs tels que l'âge de la culture, la composition du milieu de culture (par exemple, la 

disponibilité des esters d'acide oléique), et la tension en oxygène dans l'environnement 

(Jacques et al., 1980). 

Après isolation et purification, les souches lactiques sélectionnées par leur activité 

antagoniste significative contre les souches cibles, comprenant deux souches de 

lactobacilles (Lb1 et Lb2) et une souche de lactocoques (Lc2), ont été soumises à des 

tests complémentaires. Les résultats ont montré des réponses positives pour le mannose, 

le lactose, le glucose, l'inositol (sauf pour Lb1), le sorbitol, le rhamnose, le saccharose, la 

mélibiose, l'amygdaline et l'arabinose. Lb1 et Lc2, à l'exception de Lb1, n'ont pas 

démontré la capacité de produire du gaz à partir du glucose. Lc2 a présenté une 

fermentation positive de la mélibiose, du mannose et du glucose, mais une réaction 

négative pour l'inositol, le sorbitol, le saccharose, le rhamnose et l'arabinose. Seule la 

souche lactique Lc2 a montré une capacité à hydrolyser l'arginine. Cette grande capacité 

fermentaire polyvalente et flexible des souches Lactiques, de croître sur une grande 

variété de sources de sucres est déjà mentionnée par des travaux de recherche: 

Kleerebezem et al.,(2003) amontre que Lactobacillus plantarum, isolée des olives 

de table, est classée parmi les lactobacilles hétérofermentaires facultatifs, qui fermentent 

les sucres via la voie Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ou la voie hexose monophosphate 

(HMP), conduisant respectivement à des profils de fermentation homolactique et 

hétérolactique (Kleerebezem et al., 2003). Lactobacillus plantarum a dégradé le glucose 

via la voie EMP pour produire du pyruvate, qui a ensuite été converti en d- et l-lactate par 

des enzymes lactate déshydrogénase (Liu et al., 2015). 
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Ce trait phénotypique-biochimique est associé aux gènes codant pour des 

protéines liées au transport et au métabolisme des glucides. La majorité des transporteurs 

se trouvent dans le système de phosphotransférase à dépendance phosphoénol pyruvate 

(PTS). Dans le génome de L. plantarum Y44, les gènes pour les complexes EII des 

familles glucose-glucoside (Glc), fructose-mannitol (Fru), mannose-fructose-sorbose 

(Man), et lactose-N,N'-diacétylchitobiose-β-glucoside (Lac) étaient présents en plusieurs 

copies, tandis que les gènes pour les complexes EII des familles galactitol (Gat), l-

ascorbate (Asc), et glucitol (Gut) étaient présents en une seule copie. En plus de ceux 

dans le système PTS, L. plantarumY44 possédait des dizaines d'autres transporteurs de 

glucides. Les spécificités de substrat du PTS de L. plantarum Y44 et d'autres 

transporteurs de glucides ne pouvaient pas être prédites. Kleerebezem et al., (2003) ont 

expliqué que certains systèmes de transporteurs de glucides sont connus pour importer 

plus d'un substrat. 

Il est important de noter qu’en raison de ressources limitées, les données issues 

des tests morphologiques, physiologiques, biochimiques et d'utilisation des sucres ne 

suffisent pas à confirmer l'identification des espèces conformément au 'Bergey's Manual 

of Determinative Bacteriology'. Par conséquent, l'identification s’est limitée au niveau du 

genre. 

 

Activité Antibactérienne des souches lactiques 

 Les antagonismes entre les souches lactiques isolées de fruits d'olives de table 

sont réalisés en opposition à des souches cibles procaryotes à G+ et G-, a été menée in 

vitro et évaluée sur un milieu bactériologique complexe, le Muller Hinton, en tant que 

support des interactions, dans le but de démontrer l’éventuel potentiel du pouvoir 

antagoniste de nos souches lactiques. 

 La méthode employée a été similaire à celle des auteurs mentionnés 

précédemment (dans la partie méthodes). Elle a consisté à déposer stérilement un volume 

de 20μl d'un SBA* provenant de bouillon de 24 H de la souche lactiques (après avoir été 

centrifugé et neutralisé le pH à l'aide de NaoH stérile). 

Sur milieu gélosé MH, nous déposons stérilement, les disques imbibés de SBA sur le 

tapie bactérienne (la souche cible), puis sont laissés à diffuser pendant 30min à 4°C, puis 

on passe à l’incubation à 37°C pendant 24 h. En utilisant cette méthode, qui est simple, 

en se basant sur la lecture visuelle des diamètres des Z.I (en mm), nous avons pu prévenir 

les contaminations. 
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Les bactériocines ont suscité l'intérêt des chercheurs en science alimentaire en tant 

que bioconservateurs naturels en raison de leur activité antibactérienne contre les 

bactéries responsables de la détérioration des aliments et les bactéries pathogènes 

impliquées dans les intoxications alimentaires (Bentoura et al.,2017). L'action de 

conservation des bactéries lactiques découle de la production d'acide lactique, d'acide 

acétique, de peroxyde d'hydrogène ainsi que de bactériocines résultant de leur activité 

métabolique (Cleveland et al., 2002; Gautam et Sharma, 2009). 

Les isolats sélectionnés ont montré une activité antibactérienne contre les souches 

indicatrices avec des valeurs des ZI variables, ces résultats sont consolidés par des études 

antérieures, montrant que diverses souches lactiques, ont été déjà isolées de différentes 

sources, telles que lait cru de chèvre dans l'ouest de l'Algérie (Allouche et al., 2010), le 

jabot et le caecum de la volaille au Brésil(Lima et al., 2006), ainsi que d'autres produits 

alimentaires tels que les produits laitiers fermentés et la viande, où elles ont montré une 

activité inhibitrice contre divers pathogènes et bactéries d'altération (Ge et al., 2007; 

Matamoros et al., 2009). 

Les résultats montrent que les souches lactiques Lb1, Lb2 et Lc2 ont une activité 

antibactérienne notable, la moyenne mesurée par le diamètre de la zone d'inhibition (mm) 

pour les lactobacilles est de 5.85 mm contre les souches cibles Gram négative, est de 9.35 

mm contre les Gram positive. Les lactocoques sont donné des ZI mesurées contre les 

Gram négative et positive respectivement: 4.4 et 7.8mm. La valeur la plus important a été 

marquée par: Lb1 et Lb2 (21 mm) contre E. faecalis, S. aureus. Ces résultats sont 

cohérents avec ceux rapportés par Carrasco et al., (2002) et Simova et al., (2009). La 

plupart des souches (3 lactobacilles et 3 lactocoques) ont montré une activité contre E. 

coli, confirmant des résultats antérieurs rapportés par Tulumoglu et al., (2013). 

La sensibilité des bactéries Gram-positives et Gram-négatives aux bactériocines des LAB 

est influencée par la composition de leur paroi cellulaire. La résistance relative des 

bactéries Gram-négatives est attribuée à la nature particulière de leur enveloppe 

cellulaire, notamment la présence de lipopolysaccharides, de protéines et de 

phospholipides, qui permet la diffusion libre de molécules de faible poids moléculaire 

(<600 Da), tandis que les plus petites bactériocines ont environ 3 kDa (Abeet et al., 1995; 

Ray et al., 2001). Dans le cas où nos souches lactiques étaient moins résistantes aux 

souches cibles G (-), on a observé un effet bactéricide, In Vitro, contre la souche cible 

Vibrio.sp. Il est possible que cela soit dû aux caractéristiques physiologiques de la souche 
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Vibrio sp., qui présente un pH de croissance optimal très alcalin (environ 9,5). L'effet 

bactéricide et/ou inhibiteur du SBA issu des LAB était probablement trops acide, et/ou 

défavorable à la croissance et à la survie des souches Vibrio sp. 

 

Les bactéries lactiques sont connues pour leur production des substances 

antimicrobiennes, telles que des acides organiques, du peroxyde d'hydrogène, du 

diacétyle et des bactériocines, qui jouent un rôle antagoniste contre les organismes 

responsables de la détérioration alimentaire et les bactéries pathogènes (Daeschel, 1989; 

Piard et Desmazeaud, 1992). 

A ce titre, plusieurs travaux de recherche ont identifié des composés protéiques, 

tels que les bactériocines, qui présentent une activité inhibitrice contre un large éventail 

de souches bactériennes (Klaenhammer, 1993;Bogovic-Matijasic et al., 1998; Cleveland 

et al., 2001;; Cotter et al., 2005).Ces bactériocines agissent principalement sur la 

membrane externe des bactéries cibles en formant des pores, ce qui entraîne la libération 

du contenu intracellulaire et la mort de la cellule bactérienne affectée (Klaenhammer, 

1993). Cependant, la présence d'un anneau d'inhibition n’implique pas nécessairement la 

production de bactériocines (Klaenhammer, 1993). Il est donc essentiel de réaliser des 

tests supplémentaires pour déterminer la nature précise de l'agent inhibiteur. Par exemple, 

les acides organiques possèdent une activité in vitro et in vivo contre les micro-

organismes pathogènes impliqués dans les cas de diarrhée (Servin, 2004). La baisse du 

pH peut influencer la viabilité des bactéries pathogènes (Bruno et Shah, 2002; Servin, 

2004). D'une part, l'acidification du cytoplasme perturbe l'activité enzymatique des 

pathogènes sensibles à l'acidité (Deng et al., 1999). D'autre part, elle provoque une 

perméabilisation de la membrane externe des bactéries à Gram-négatives, facilitant ainsi 

l'accès à d'autres substances antimicrobiennes comme les bactériocines (Servin et al., 

2004).La production de ces composés antimicrobiens est une caractéristique importante 

des probiotiques, leur permettant de concurrencer et d'exclure la survie des pathogènes 

dans le tractus intestinal, exprimant ainsi leur effet probiotique chez leurs hôtes 

(Salminen et al., 1998; Collado et al., 2005). 

Dans le domaine d’industrie agroalimentaire, les souches produisant des 

bactériocines sont utilisées dans les cultures de départ (Starter) pour la fabrication du 

fromage afin d'améliorer sa sécurité et sa qualité, et récemment, elles sont ajoutées avec 

des cultures adjointes sensibles pour accélérer l'affinage du fromage (Delves-Broughton 

et al., 1996; Ross et al., 1999). 
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Réalisation des antibiogrammes 

Les antibiogrammes ont été réalisés conformément aux normes recommandées par 

le standard d'antibiogramme (CLSI., 2014 ;l'EFSA FEEDAP Panel et al., (2018). 

Les souches lactiques ont été sélectionnées en raison de leur activité antibactérienne. Par 

conséquent, toutes les souches ayant démontré une activité inhibitrice positive contre les 

souches cibles, ont été soumises à l'antibiogramme. 

Il est bien connu que les lactobacilles sont généralement sensibles aux antibiotiques qui 

inhibent la synthèse des acides nucléiques (à l'exception de la ciprofloxacine) et la 

synthèse des protéines (à l'exception des aminoglycosides), ainsi qu'aux inhibiteurs de la 

synthèse de la paroi cellulaire (à l'exception de la vancomycine) (Ammor et al., 2007; 

Danielsen et Wind, 2003; Hummel et al., 2007; Kirtzalidou et al., 2007). Les 

lactobacilles, pédiocoques et Leuconostoc.spp ont été signalés comme ayant une 

résistance naturelle élevée à la vancomycine, propriété utile pour les distinguer des autres 

bactéries à Gram positif (Hamilton-Miller et Shah, 1998; Simpson et al.,1988). 

Selon Danielsen et Wind (2003), La bacitracine, la céfoxitine, la ciprofloxacine, 

l'acide fusidique, la kanamycine, la gentamicine, le métronidazole, le nitrofurantoïne, la 

norfloxacine, la streptomycine, la sulfadiazine, la teicoplanine, le triméthoprime/ 

sulfaméthoxazole et la vancomycine sont des ATB à laquelle certains lactobacilles 

résistent naturellement. 

Les souches bactériennes isolées, ont montré un degré variable de résistance à la 

plupart des antibiotiques testés. En effet, dans notre étude, 87.3 % des souches lactiques 

testées étaient sensibles à la tétracycline et à l'érythromycine, et 80 % des souches étaient 

sensibles au chloramphénicol.  

Tous les huit isolats ont montré une résistance à la vancomycine et à la 

kanamycine. Concernant la tétracycline un isolat (Lb1) était sensible vis-à-vis d’un 

antibiotiques, tandis qu'un autre (Lb2) avait montrait une résistance intermédiaire. Pour 

l'érythromycine, quatre isolats (Lb1, Lb4, Lb7) ont montré une haute résistance, un isolat 

(Lc) avait montré une résistance intermédiaire. 

Cette variabilité de résistance des souches LAB, est bien décrit dans des résultats 

de recherches antérieures pour: Les souches lactiques telles que Lactobacillus, Les 

Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium et 

Propionibacterium par des mécanismes telle que: l'inactivation enzymatique des 

antibiotiques, la restriction de l'importation d'antibiotiques, l'exportation active 
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d'antibiotiques ou la modification de la souche cible sont parmi les mécanismes de 

résistance utilisés (Davies, 1997). 

La plupart des espèces sont résistantes au métronidazole, puisqu’elles n’ont pas 

d’activité hydrogénase (la cible de l’agent) (Danielsen et Wind, 2003; Delgado et al., 

2005; Flórez et al., 2005). En général, elles présentent une résistance aux sulfamides et au 

triméthoprime (Charteris et al., 1998b; Katla et al., 2001). La sensibilité des LAB et des 

bifidobactéries à la pipéracilline et à la pipéracilline plus la tazobactam est élevée 

(Delgado et al., 2005; Flórez et al., 2005; Moubareck et al., 2005). 

La résistance aux niveaux élevés de céfoxitine est observée chez les espèces 

Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc (Charteris et al., 1998b; Delgado et al., 2005; 

Florez et al., 2005), alors que les espèces Bifidobacterium sont très sensibles (Delgado et 

al., 2005). La majorité des Lactobacillus, Pediococcus et Leuconostoc peuvent faire face 

(résistance) à des niveaux élevés de vancomycine, alors que la plupart des isolats de 

Lactococcus sont très sensibles (Danielsen et Wind, 2003; Delgado et al., 2005; Florez et 

al., 2005). Selon Klein et al., (2000), les espèces Lactobacillus, Pediococcus et 

Leuconostoc sont résistantes à la vancomycine en raison de la présence de D-Ala D-

Lactate dans leur peptidoglycane plutôt que du dipeptide D-Ala – D Ala. Quant aux 

inhibiteurs de la synthèse de la paroi cellulaire, les lactobacilles sont habituellement 

sensibles aux pénicillines (pipéracilline et ampicilline) et aux inhibiteurs de la b-

lactamase, mais plus résistants à l'oxacilline et aux céphalosporines (céfoxitine et 

ceftriaxone) (Coppola et al., 2005; DanielsenWind, 2003). 

Déjà, les résistances des LAB à la tétracycline et/ ou à l'érythromycine dans notre 

étude, ont été observés dans des études antérieures (Anisimova et Yarullina, 2018; 

Danielsen et Wind, 2003; Gevers et al., 2003; Gueimonde et al., 2013; Mayrhofer et al., 

2010). Les gènes codant pour ces résistances sont souvent situés sur des éléments 

génétiques mobiles tels que des plasmides conjugatifs et des transposons (Ammor et al., 

2008; Devirgiliis et al., 2009; Feld et al., 2008; Mendonça et al., 2016; Nicoloff et al., 

2003).Par conséquent, la détection de résistances à la tétracycline et à l'érythromycine 

dans les souches bactériennes utilisées pour des applications alimentaires et agricoles, 

constitue un risque de propagation des gènes de résistance aux antibiotiques dans 

l'environnement. 

Les déterminants les plus courants de la résistance à la tétracycline chez les 

lactobacilles sont les gènes tet (K, M, O, Q, S, W, 36), qui peuvent parfois se combiner 

(Ammor et al., 2008; Gueimonde et al., 2013). La sensibilité maximale a été observée 
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pour le chloramphénicol, tandis que la résistance à la vancomycine celle-ci est une 

propriété inhérente et non transférable entre espèces ou genres (D'Aimmo et al., 2007). 

Ainsi, la résistance observée à la vancomycine dans cette étude n'était pas inattendue. Des 

études précédentes ont également noté une haute résistance aux aminoglycosides tels que 

la kanamycine et la gentamicine chez les lactobacilles (Kirtzalidou et al., 2011; Fukao et 

Yajima, 2012). 

Selon Herreros et al., (2005), La résistance bactérienne à ces médicaments, 

pourrait être principalement due à une utilisation excessive d'antibiotiques dans les 

traitements et la prophylaxie des infections bactériennes, ce qui pourrait expliquer les 

niveaux élevés observés par les souches étudiées par rapport à de nombreux 

antimicrobiens. 

Des tests de sensibilité aux antibiotiques ont été effectués sur les souches cibles à 

Gram négatifs et à Gram positive en utilisant la méthode de diffusion sur disque de 

Kirby-Bauer avec 11 disques contenant différents antibiotiques. La plupart des souches 

ont montré une sensibilité à la nitrofurantoïne, à l'amikacine et au cotrimoxazole. Nos 

résultats sont en accord avec ceux de Panta et al. (2013). Pour E. coli, les résultats de 

notre étude montrent que parmi les 11 antibiotiques utilisés pour l’antibiogramme, 9 sont 

efficaces (95 %). La ciprofloxacine était le médicament le plus efficace, tandis que la 

nitrofurantoïne est le moins efficace contre Klebsiella spp. Le cotrimoxazole, le 

chloramphénicol et la ciprofloxacine se sont révélés être les médicaments les plus 

efficaces. Les souches ont toutes montré une sensibilité à l'imipénème, et aucune bêta-

lactamase à spectre étendu (BLSE) n'a été détectée. 

L’antibiogramme des souches cibles à Gram positives présentes des profils de résistance 

variés. S. aureus est sensible à l'oxacilline, indiquant qu'il ne s'agit pas d'une souche 

SARM. Cependant, cette souche est résistante à la lévofloxacine et à l'ofloxacine, 

montrant une résistance non liée à la méthicilline, Selon Daurel et Leclercq (2008), 

Streptococcus pyogenes est résistant à l'oxacilline, à la vancomycine et à la clindamycine, 

avec une sensibilité intermédiaire à l'érythromycine et à la tétracycline, mais sensible aux 

autres antibiotiques testés. Enterococcus faecalis présente une sensibilité intermédiaire à 

l'érythromycine, à la rifampicine, à la clindamycine et à la gentamicine, et résiste à la 

vancomycine, mais reste sensible aux autres antibiotiques. Ces résultats mettent en 
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évidence l'importance des tests de sensibilité pour guider le traitement des infections 

bactériennes. 

Effets de la température et du temps de stockage sur l'activité Antibactérien 

Neutralisation des surnageants: 

 On a réussi à neutraliser le pH de milieu en neutralisant l'effet inhibiteur des 

acides organiques dans les surnageants en utilisant une solution de NaOH de 0,1N jusqu'à 

obtenir un pH neutre (pH=7) (Tabak et Bensoltane, 2011). 

 

La stabilité à haute température d'un matériau bio-conservateur le rend approprié 

pour une utilisation en conservation alimentaire (Sobrino-López& Martín-Belloso, 

2008). Il a été observé que l'activité antilistérienne des différents (SBA) subit une perte 

modérée d'activité après exposition à des températures élevées (Hartmann et al., 2011). 

Dans cette étude, le traitement de tous les SBA à différentes températures a montré que 

l'activité antibactérienne résiduelle reste stable pour les souches Lb1 et Lb2, avec une 

perte modérée pour Lc2. Ces résultats indiquent la présence de protéines thermostables 

dans les SBA; des études antérieures montrent que les basses températures (25°C, 60°C 

et 80°C) n'ont aucun effet néfaste sur les SBA des souches L. plantarum (Zamani et al., 

2017). De plus, les SBA d'Enterococcus faecalis DBFIQ E24 sont partiellement affectés 

par la température (de Las M Cardoso, Manzo, Tonarelli, &Simonetta, 2012). 

L’effet du temps et de la température de stockage sur l'activité antibactérienne des 

bactériocines extraites a été étudié. Montre que l'effet du stockage à 37°C sur la stabilité 

des bactériocines des souches lactiques Lb1, Lb2 et Lc2. L'effet a été mesuré contre 

Staphylococcus aureus et E. coli par la méthode de diffusion en puits d'agar pendant 2 

mois à intervalles de 15, 30 et 60 jours. La zone d'inhibition des bactériocines des 

souches lactiques Lb1, Lb2 et Lc2 a progressivement diminué après 30 jours de stockage. 

Après 60 jours à 37°C, l'activité des bactériocines extraites était complètement perdue. 

Banerjee et al. (2013) ont rapporté des résultats similaires avec les bactériocines de L. 

brevis FPTLB3, dont la stabilité a diminué après 20 jours de stockage à 37°C. Malini et 

Savitha (2012) ont également observé que l'activité des bactériocines extraites de L. 

acidophilus NCIM5426 diminuait après 20 jours de stockage à 32°C. 

L'effet du stockage à -20°C sur l'activité antibactérienne des bactériocines extraites est 

présenté dans le Tableau XI. L’activité des bactériocines est restée stable jusqu'à 60 jours 
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de stockage à -20°C. Les diamètres des zones d'inhibition des bactériocines des souches 

Lb1, Lb2 et Lc2 sont restés constants après 30 et 60 jours. Cependant, après 60 jours de 

stockage, l'activité n'était plus détectable. Ces résultats concordent avec ceux de Corsetti 

et al. (2004), qui ont constaté que l'activité des bactériocines produites par les 

lactobacilles était stable pendant au moins 2 mois en congélation. De plus, Ogunbanwo et 

al. (2003) ont rapporté que les bactériocines produites par L. brevis OG1 et L. plantarum 

sont restées pleinement stables après 60 jours de stockage à -20°C. Le stockage de la 

substance active produite par L. acidophilus DSM 20079 à 4°C pendant plus de 2 mois et 

à -20°C pendant plus de 6 mois n'a également pas influencé l'activité (Deraz, 2005). Ces 

résultats indiquent que le stockage à -20°C est la température la plus appropriée pour 

conserver les bactériocines. 

Exploration des méthodes d’antagonisme : Comparaison et Évaluation 

L'activité antagoniste contre deux souches indicatrices (pathogènes), à savoir 

Escherichia coli et Staphylococcus aureus, a été testée en utilisant trois isolats de 

bactéries lactiques (Lb1, Lb2 et Lc2). Grâce au test de diffusion en puits sur l'agar, les 

trois souches ont démontré des activités inhibitrices contre tous les SC testés, bien que les 

degrés d'inhibition varient. Des zones d'inhibition plus larges, allant de 15,0 mm à 20,0 

mm, ont été observées avec les isolats de LAB contre Staphylococcus aureus. En 

revanche, les zones d'inhibition contre Escherichia coli étaient plus réduites, allant de 

12,5 mm à 17 mm. 

Des résultats similaires ont été obtenus avec la méthode des disques imprégnés, 

où les zones d'inhibition des isolats de LAB contre Staphylococcus aureus variaient de 14 

mm à 19 mm, pour Escherichia coli, les zones d'inhibition allaient de 11,5 mm à 17 mm. 

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Heredia-Castro et al. (2015). 

Le test de point dans l'agar a montré des zones d'inhibition plus petites, allant de 3 

mm à 7 mm, contre les souches cibles qui avaient montré des zones d'inhibition plus large 

avec la technique de diffusion en puits dans l'agar. Ces observations corroborent les 

résultats d'Armas et al. (2017), qui ont récemment rapporté des activités similaires des 

souches de LAB contre divers pathogènes en utilisant le test de point dans l'agar. 
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Conclusion  

Cette étude a permis, en plus de caractériser, de recueillir des données précieuses sur 

12 souches LAB qui ont été récupérées, revivifiées ou réactivées, puis purifiées et 

caractérisées après avoir été conservées par cryoconservation pendant deux années (depuis 

juin 2022). Ces souches, impliquées dans la fermentation des olives de table noires, ont été 

identifiées comme ayant des propriétés probiotiques et bacteriocinogenes. 

Trois souches lactiques spécifiques (Lb1, Lb2 et Lc2) étudiées pour leur capacité à 

fermenter différents glucides, ont montré un large spectre d'activité antibactérienne contre 

les agents pathogènes et les souches responsables de l'altération alimentaire. 

De plus, elles ont présenté un profil potentiellement bacteriocinogene, avec des effets 

inhibiteurs principalement dirigés contre des souches cibles à paroi Gram positive, en raison 

de leur phylogénie et du mode d'action des bactériocines des LAB.  

        Par ailleurs, ces souches ont démontré une stabilité de leurs effets inhibiteurs dans 

différentes conditions, notamment à des températures variables (de 25℃ à 120 °C) et lors de 

périodes de conservation prolongées jusqu'à deux mois (à des températures de 4 à -20°C).  

Ces caractéristiques confèrent une importance biotechnologique significative à ces souches 

bactériennes dans les processus de fermentation et de conservation des aliments. 

Parallèlement, une multi-résistance phénotypique a été observée pour la plupart des souches 

de Lactobacillus testées, soulignant ainsi la nécessité de prêter une attention particulière à 

l'utilisation sûre de ces lactobacilles dans les aliments et à leur potentiel de propagation de la 

résistance dans l'environnement. 
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Les annexes 



Annexe I:  

1. Matériels 

1.1.Matériel lourd  

Matériel  Référence 

Hotte microbiologique STERIL-GEMINI (Italy) 

Autoclave SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J- Turkish 

Etuves Memment (Germany) 

  Microscope optique OPTIKA B-350 (Italy) 

  Compteur de colonies J.P.SELECTA,s.a (Spain) 

Bain marie Memmen (Germany) 

Réfrigérateur / Congélateur Samsung®, Algérie 

Vortex Fisher Scientific FB 15024 

Agitateur magnétique plaque chauffante AGIMATIC-E 

Bec Bunsen électrique INTEGRA Biosciences®, model FIREBOY eco, 

becBunsens 

Spectrophotomètre JENWAY 7315 

Autoclave SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J 

Balance de précision KERN ALS 220-4N (Germany) 

Four Pasteur Memment type UNB400 Germany 

Distillateur BuchI Distillation Unit K-350 (Switzer land) 

 

1.2.Matériel léger et accessoires 

Accessoires  Verrerie   Solvants Colorants et 

réactifs  

Sels et tampons 

Anses de platine, 

Barreau 

magnétique, Boîtes 

de Pétri, Cuillère, 

Distributeur, 

Micropipette, 

Papier Josef, 

Papier aluminium, 

, Ciseau, Pince, 

Pissette, Poires. 

Portoir, Rubans de 

parafilm, Scotch, 

Spatules. 

Béchers, Burette 

Entonnoirs, 

Eprouvette 

graduées, 

Erlenmeyers, 

Fioles Jaugé, 

Flacons, 

Lames/lamelles, 

Pipettes graduées, 

Pipettes Pasteur, 

Tubes à essai, 

Mortie 

Alcools (éthanol à 

95°),  

Glycérol,  

Tween 80 

Violet de Gentiane, 

Lugol,Fushine, 

Huile à émersion, 

Phénolphtaléine,, 

NaCl,  

NaOH,  

KOH,  

Hcl 

 



 

1.3.Le matériel biologique : 

a. Les souches de références :  

Des Lactobacilles et Lactocoques ont été isolés à partir d’un médicament. 

 

 

 

 



b. Les souches cibles 

 

 

Souches 

Bactériennes 

Caractéristiques 

(Gram) 

Origine  

Escherichia coli  

Klebsiella pneumoniae 

Enterobacter aerogenes  

Salmonella.enterica 

Pseudomonas aeruginosa 

Vibrio.sp 

G - 

G - 

G - 

G - 

G- 

G- 

Liquide d’ascite  

Urine (ECBU) 

Urine (ECBU) 

Eaux potable (Control) 

Eaux potable (Control) 

Eaux potable (Control) 

Staphylococcus aureus  

Enterococcus faecalis 

Staphylococcus epidermidis 

Streptococcus pyogenes 

G+ 

G + 

G + 

G + 

Plaie (infection) 

Voies urinaires (ECBU) 

Plaie infectée 

Liquide d’articulation  

 

 

Annexe II :   

Milieux de culture 

Milieu de culture  Composition 

Gélose MRS Polypeptone………………………………………10g  

Extrait de viande……………………….... ………10g  

Extrait de levure……………………………...........05g 

Glucose………………………………............…....20g 

 Tween 80 …………………………..….............1,08ml  

Phosphate bipotassique……………………...…....02g  

Acétate de sodium trihydraté…………..………....05g  

Citrate d'ammonium……..............…………..……02g 

 Sulfate de magnésium…………. ………………0,05g 

Agar………………………………….. ………15,00g 

Gélose M17 Tryptone...............................................................02,5g  

Peptone pepsique de viande................................02,5 g  

Peptone papaïnique de soja...................................5,0 g  

Extrait autolytique de levure.................................2,5 g 

 Extrait de viande....................................................5,0g 

Lactose..................................................................5,0 g  



Glycérophosphate de sodium..............................19,0 g  

Sulfate de magnésium…….................................0,25 g  

Acide ascorbique…..............................................0,50g 

Agar……………………….………….………....15,0 

Mueller Hinton (MH) Hydrolysat acide de caséine….............................17,5g  

Extrait de viande……………………………….....03g 

Amidon.......……………… …….…......................1.5g  

Agar ……………...…………………………...…..16g 

Bouillon MRS Dextrose………………………………………...20g  

Peptone bactériologies…………………..……...10g 

 Extrait de bœuf…………………………………..8g  

Acétate de sodium….………………....…...……..5g 

 Extrait de levure…….……….……….…….…….4g 

 Phosphate di potassique…………….….………...2g 

 Citrate d’ammonium…………………..………....2g  

Tween 80……………………..…………...........1ml  

Sulfate de magnésium…………………….........0.2g  

Sulfate de manganèse…………….….………..0.05g 

Saccharose…………………………………..........5g 

Bouillon M17 Tryptone………………………………………..2.5g  

Peptone pepsique de viande…………………....2.5g 

Peptone papainique de soja…………………….5.0g  

Extrait de viande……………………………….5.0g  

Extrait autolytique de levure…………………...2.5g 

Acide ascorbique……………………………….0.5g 

Glycérophosphate de sodium…………….……..19g  

Sulfate de magnésium………………….……..0.25g 

Eau physiologique 

 

Chlorure de sodium…………..…………………..9g  

Eau distillée………………………………...1000ml 

Eau peptonnée Sodium Glycérophosphate……………...……19.0g  

Peptone de soja………………………….......…5.0g  

Extrait de viande……………………………….5.0g 

Lactose…………………………………………5.0g  

Peptone de viande………………………..…….2.5g 

Peptone de caséine……………………...……...2.5g  



Extrait de levure………………………………..2.5g 

 Acide ascorbique………………………………0.5g 

 Sulfate de magnésium…………………...……0.25g  

Agar bactériologique……..…………………12.75g 

Bouillon nutritif (BN) Extrait de levure………………………………...04g 

Tryptone………………………..…………….…05g 

Glucose……………………………………….50.0g  

Dihydrogénophosphate de potassium….……..0.55g  

Chlorure de potassium……………………....0.425g 

 Chlorure de calcium………………….……...0.125g  

Sulfate de magnésium…………..…………...0.125g  

Chlorure ferrique……………...…….……...0.0025g 

 Sulfate de manganèse……………………....0.0025g  

Vert de bromocrésol………………….……...0.022g 

Milieu Hektoen Peptones …………………………….15,0g 

saccharose ………………………….14,0g 

lactose ……………………………….14,0g 

salicine……………………………… 2,0g 

chlorure de sodium ……………………5,0g 

thiosulfate de sodium ………………….5,0g 

citrate ferrique ammoniacal (III)………... 1,5g 

sels biliaires……………………………… 2,0g 

bleu de bromothymol …………………….0,05g 

fuchsine acide……………………………. 0,08g 

agar-agar …………………………………..13,5g 

Chromagar Orientation Agar………………………………………….15,0g. 

Peptone et extrait de levure…………………..17,0g. 

Mix chromogénique………………………….1g. 

 



Gélose au sang (BA pour 

Blood Agar) 

Peptone………………………………………………………….15g. 

Digestat de foie………………………………………………...2,5g. 

Extrait de levure………………………………………………..5g. 

Chlorure de sodium…………………………………………..5g. 

Agar ……………………………………………………………..12g. 

Eau  

distillée……………………………………………………1000ml. 

Sang de cheval (code 355-6641). 

Sang de mouton (code 355-6652). 

Chapman  Peptones ……………………………………………..10,00g. 

Extrait de viande de bœuf ……………………………1,00g. 

D-mannitol………………………………………….. 10,00g. 

Chlorure de sodium ………………………………….75,00g. 

Rouge de phénol ……………………………………..0,025g. 

Agar ………………………………………………….15,00g. 

pH final à 25°C : ………………………………….7,4  0,2. 

GNAB (Gélose Nutritive 

Alcaline Biliée). 

Peptone de viande……………………………………………10g. 

Extrait de viande……………………………………………...3g. 

Chlorure de sodium……………………………………………5g. 

Bile de bœuf desséchée…………………………..…………….2g. 

Agar………………………………………………………...….18g. 

pH 8,6. 

Gélose Nutritive (GN). Peptone ……………………………………………………5,00g. 

Extrait de viande de bœuf …………………………………3,00g.  

Chlorure de sodium……………………………………….. 5,00g.  

Agar………………………………………………………. 15,00g.  

pH final à 25°C : 7,3  0,2 

 

 

 

 

 

 



Annexe III 

1. Les antibiotiques tester contre les souches lactiques  

ANTIBIOTIQUES ABREVIATION  

ERYTHROMYCINE  E 

LEVOFLOXACINE LEV 

CHLORAMPHENICOLE  C 

VANCOMYCINE  VA 

TÉTRACYCLINE  TE 

PENICILLINE  P 

CLINDAMYCINE  DA/CC 

GENTAMYCINE CN 

KANAMYCINE K / AK 

 

2. Les antibiotiques tester contre les souches cibles (G+ et G-) 

LES BACTERIES A GRAM - 

ANTIBIOTIQUES  ABREV. 

CEFAZOLINE  CZ 

CEFTAZIDIME CAZ 

ERTAPINEME ETP 

AMIKACINE AK 

GENTAMICINE GN 

CIPROFLOXACINE CIP 

AMOXICLAVE AMC 

FOSFOMYCINE FF 

CHLORAMPHENICOLE  C 

FURANES(NUTROFU) F 

TRIMÉTHOPRIME 

SULFAMIDE  

SXT 

PSEUDOMONAS.SP ABREV. 

TICARCILINE TC 

LEVOFLOXACINE LEV 

COLESTINE  CT 

TETRACICLINE  TE 

 

LES BACTERIES A GRAM + 

ANTIBIOTIQUES  ABREV.  

ERYTHROMYCINE E 

CHLORAMPHENICOLE C 

VANCOMYCINE VA 

OFLOXACINE OFX 

LEVOFLOXACINE LEV 

RIFAMPYCINE R 

TÉTRACYCLINE  TE 

CIFOTAXIME  CTC 

PENICILLINE  P 

OXACILLINE  OX 

GENTAMYCINE  GN 

CLINDAMYCINE DA 

 

 



 

Annexe IV: 

Récupération et revivification des souches lactiques :  

 

  

Figure : Revivification des souches lactobacillus 

sur bouillon MRS. 

 

Figure :Revivification des souches lactococcus 

sur bouillon M17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe V :  

1. Les tests biochimiques. 

1.1.Galerie Api 10S pour les entérobactéries. 

  

Figure : Illustre les résultats 

d’identification des souches 

cibles par la Galerie Api 10S. 

Ces galeries contiennent des 

réactifs déshydratés dans des 

cupules, auxquels on ajoute 

une suspension du germe à 

étudier. La galerie est alors 

incubée pendant une nuit, et 

les réactions lues. Cette 

méthode permet de traiter 

rapidement un grand nombre 

de souches. Les tests sont, de 

gauche à droite, ONPG, GLU, 

ARA, LDC, ODC, CIT, H2S, 

URÉE, TDA, INDOLE (la 

présence d'une nitrate 

réductase peut être révélée 

dans la cupule GLU,IND. 

 

A. Escherichia coli. 

B. Klebsiella 

pneumoniae 

C. Enterobacter 

aerogenes 

D. Salmonella enterica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1.2.Galerie Api 20E 

 

Figure : présente les résultats d’identification des souches cibles par la Galerie Api 20 E pour 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

 

 

Figure : présente les résultats de dégradation des sucres par la Souche lactique Lb1. 

 

Figure : présente les résultats de dégradation des sucres par la Souche lactique Lb2. 



 

Figure : présente les résultats de dégradation des sucres par la Souche lactique Lc2. 

 

1.3.Galerie biochimique classique : 

 

 

 

Figure : teste de Mannitol mobilité pour les souches 

lactiques Lb1, Lb2 et Lc2 . 

Figure : teste de Gélose citrate de 

simmons. 

 

 

Figure : teste d’ONPG  pour les souches 

lactiques Lb1, Lb2 et Lc2. 

Figure : teste de Gélose TSI. pour les 

souches lactiques Lb1, Lb2 et Lc2. 



Annexe VI : 

La purification des souches cibles (SC) 

 
 

Figure : la purification d’Escherichia coli 

sur milieu Hektoen. 

 

Figure : la purification de Klebsiella 

pneumoniae sur milieu Hektoen. 

 

 

  

Figure : la purification et confirmation 

d’ Escherichia coli (en rose) et klebsiella 

pneumoniae (en bleu Métallique) sur milieu 

Chromagar. 

 

Figure : La purification et la confirmation 

de Salmonella enterica sur milieu 

chromagar. 



 

 

 

  

Figure : La purification et la confirmation  

d’Enterococcus faecalis  (en bleu turquoise) 

et Pseudomonas aeruginosa  (en jaune 

claire) sur chromagar d’orientation. 

Figure : la purification de Staphylococcus 

aureus sur milieu Chapman. 

 

 

  

Figure : Vibrio sp sur milieu GNAB colonie 

bleu. 

Figure :La purification de Staphylococcus 

aureus, colonies dorées, et Staphylococcus 

epidermidis, colonies blanchâtres, sur milieu 

Chapman. 

 



  

Figure : La purification de Streptococcus 

pyogenes beta-hémolyse  sur gélose au sang. 

Figure : La purification de Salmonella 

enterica sur milieu Hektoen colonie bleu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe VII 

 

 La coloration de Gram des souches (Lactocoques et Lactobacilles) : 

 

 

  

  

 

Coloration de Gram Des souches Lb 1(A), Lb 4(B), Lb 7(C) et Lb 8(D). 

 

 

 

 

 

 

 



  

  

 
Coloration de Gram Des souches Lc 1(A), Lc 3(B), Lc 4(C) et Lc 5(D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe VIII 

 
Illustration des résultats d’antagonismes des LAB dirigés contre les SC : 

1- Les souches lactobacilles contre les SC à G+ et à G- : 

 
 

 
 

 

Figure : Interaction des 

souches Lb1, Lb2, Lb4, Lb7 et 

Lb8 contre la souche cible 

Staphylococcus epidermidis 

Figure: Interaction des 

souche Lb1, Lb2, Lb4, Lb7 

et Lb8 contre la souche cible 

Enterococcus faecalis 

Figure : Interaction des 

souche Lb1, Lb2, Lb4, Lb7 

et Lb8 contre la souche 

cible Streptococcus 

pyogenes. 

 
 

 

 

Figure : Interaction des souches Lb1, Lb2, 

Lb4, Lb7 et Lb8 contre la souche cible 

Klebsiella pneumoniae. 

Figure : Interaction des souches Lb1, 

Lb2, Lb4, Lb7 et Lb8 contre la souche 

cible Salmonella enterica 



 
2- Les souches Lactocoques contre les SC à G+ et à G- : 

 

 
  

Figure  : Interaction des 

souches Lc1, Lc2, Lc3, Lc4 et 

Lc5 contre  Streptococcus 

pyogenes. 

Figure : Interaction des 

souches Lc1, Lc2, Lc3, Lc4 

et Lc5 contre Staphylococcus 

pidermidis 

Figure: Interaction des 

souches Lc1, Lc2, Lc3, Lc4 

et Lc5 contre  Enterococcus 

faecalis 

 

 

 

 

  

Figure : Interaction des souches Lb1, Lb2, 

Lb4, Lb7 et Lb8 contre la souche cible vibrio 

sp 

Figure : Interaction des souches Lb1, Lb2, 

Lb4, Lb7 et Lb8 contre la souche cible 

enterobacter aerogenes 

 



  

Figure : Interaction des souches Lc1, 

Lc2, Lc3, Lc4 et Lc5 contre Klebsiella 

pneumoniae. 

Figure : Interaction des souches Lc1, 

Lc2, Lc3 Lc4 et Lc5 contre  Vibrio.sp  

 

 

Figure: Interaction des souches Lc1, Lc2, 

Lc3, Lc4 et Lc5 contre  enterobacter 

aerogenes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe IX : 

Les résultats des antibiogrammes des souches cibles (SC) et les souches 

lactiques LAB 

a- Antibiogrammes des souches cibles à Gram négatives  

  

Figure :  Antibiogramme d’Escherichia coli. 

 

  

Figure :  Antibiogramme d’Enterobacter aerogenes. 

 



  

Figure : Antibiogramme de Klebsiella pneumoniae. 

 

  

Figure : Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa. 

 

b- Antibiogrammes des souches cibles à Gram Positive. 

 

 

Figure : Antibiogramme de staphylococcus aureus. 



 
 

Figure : Antibiogramme de streptococcus pyogenes. 

  

Figure : Antibiogramme d’Enterococcus faecalis. 

 

c- Antibiogrammes des souches LAB et des souches lactiques de 

références : 

 

  

Figure : Antibiogramme de souche Lb4. Figure : Antibiogramme de souche Lb7. 

 



  

Figure : Antibiogramme de souche Lc1. Figure : Antibiogramme de souche Lc3. 

  

Figure : Antibiogramme de souche Lc5.  

 

  

Figure : Antibiogramme de souche de 

référence des lactobacilles. 

Figure : Antibiogramme de souche de 

référence des Lactocoques. 

 

 

 

 


