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Abstract 

Abstract  
 The study aimed at the evaluation of bacteriocinogenic effects for 12 lactic strains (LAB), 

initially isolated from fermented table olives collected in Algeria (6 Lactococcus on M17+ and 

6 Lactobacillus on MRS media). After revivification, purification, and identification, such as 

lactococci and lactobacilli, strains were partially identified, by conventional bacteriological 

methods, at the genus level (because of logistics). The antagonism of isolates leads, in vitro, on 

bacteriological Muller Hinton medium, directed against target positive and negative Gram 

strains. Conducted by two different methods: diffusion on soaked disks and diffusion on agar 

wells. Results showed that among LAB strains, isolates were bacteriocinogenic, with 

bactericidal effects directed much more against Gram (+) target strains, with inhibition areas 

(I.A.). By discs: Klebsiella sp., I.A. measured respectively (Lb1 40 mm, Lb2 58 mm, Lb3 36 

mm, Lb4 38 mm). ≠Listeria sp. (32 mm) ≠Salmonella sp. (29 mm). LB4 ≠ Staphylococcus sp. 

(17 mm). LB2 ≠ Listeria sp. (49 mm). LB2 ≠ Staphylococcus sp. (28 mm). LC3 and Klebsiella 

sp. (50 mm) and LC1 ≠ Salmonella sp. (50 mm). By wells, inhibition areas, as follows: LB2 

# Staphylococcus sp. (15 mm), LB2 # Enterococcus sp. (20 mm). Lab: LB2 (25 mm), LB3 (55 

mm), LB4 (32 mm). And for LC (LC1 and LC2), # Klebsiella sp. (45 mm and 25 mm), 

respectively. Considered as a strain having inhibited (by bactericidal effect) the growth of the 

siderophores—indicators with a positive Gram. For both methods, the antagonism results 

appear to be LAB strain dependent and are not extrapolable/transposable. The best method for 

exploring antagonism seems to be that of discs. 

Keywords : Identification, Interaction, Lactobacillus, Lactococcus, Purification.  

 

 

 



Résume 
Résume  

L’objectif de l’étude vise l’évaluation des effets bacteriocinogenes pour 12 souches lactiques (LAB), 

initialement isolées des olives de table noires d’Algérie (6 Lactocoques sur M17+ 6 Lactobacilles sur MRS), 

cryoconservées. Après revivification, purification l’identification souches Lactococcus et Lactobacillus par 

méthodes bactériologiques classiques s’est abolie au niveau du genre (cause de logistique). L’antagonisme 

des isolats, conduit in vitro, sur milieu gélose Muller-Hinton, dirigé contre souches indicatrices à Gram positif 

et négatif, par deux méthodes : (celle de diffusion sur disque, diffusion sur puits creusés). Les résultats ont 

donné des souches LAB, bacteriocinogenes, avec effets bactéricides, dirigées beaucoup plus contre les S.I. à 

Gram (+), avec zones d’inhibition (Z.I) : Par disques : Klebsiella sp, contre (Lb1=40mm, Lb2=58mm, 

Lb3=36mm, Lb4=38mm), conter Listeria sp (32mm), Salmonella sp (29mm). Entre Lb4 et Staphylococcus 

sp (17 mm), entre Lb2 et Listeria sp (49 mm) et Staphylococcus sp (28 mm). Entre LC3 et Klebsiella sp 

(50 mm) et LC1 conter Salmonella sp (50mm). Sur les puits, les résultats des zones d’inhibitions étaient : Lb2 

conter Staphylococcus sp (15mm), Lb2 conter Enterococcus sp (20mm). Large spectre bactéricide. Conter 

Klebsiella sp LAB : Lb2(25mm), Lb3(55mm), Lb4(32mm). Pour les Lc (Lc1 et Lc2) conter Klebsiella 

sp (45mm et 25mm). Pour les deux méthodes, les résultats d’antagonisme semblent souches LAB dépendantes 

et ne sont pas transposables. La meilleure méthode pour l’exploration d’antagonisme semble être celle des 

disques. 

Mots clés : Cryoconservation, Lactobacillus, Lactococcus, Purification, Interaction  
 

 

 



صخلملا  

 صخلملا
 

 نم ةللاس 12 لبِق نم )تانیسویریتكبلا( ایریتكبلل ةطبثملا داوملا جاتنإ نع ةجتانلا تاریثأتلا مییقت وھ ةساردلا فدھ
 ةینبللا تاروكملا نم تلالاس تس نم تلالاسلا هذھ نوّكتت .رئازجلا يف رَّبصملا نوتیزلا نم اًیئدبم اھلزع مت ،ةینبللا ایریتكبلا
 اًقباس اھظفح مت دقو ،فلتخم يئاذغ طسو ىلع تیمُّن ةینبللا تایصعلا نم تلالاس تسو ،صاخ ةیذغت طسو ىلع تیمُّن
 ةینبللا تاروكملا نیسنجلا ىلإ اھئامتنا دیكأتو تلالاسلا ىلع فرعتلا ىرج ،ةیقنتلاو ءایحلإا دعب .دیمجتلاب ظفحلا ةقیرطب
 .ةیتسجول دویقلً ةجیتن طقف سنجلا ىوتسم ىلع رصتقا فرعتلا نأ لاإ ،ةیدیلقت ةیجولویریتكب قرط مادختساب ةینبللا تایصعلاو
 تلالاسلا نم ةعومجم دض ،بسانم يعارز طسو مادختساب ،ةیربخم فورظ يف تلالاسلا هذھل يطیبثتلا طاشنلا رابتخا مت
 ،ةعبشم ةیقرو صارقأ ةطساوب راشتنلاا ةقیرط :نیتفلتخم نیتقیرط لامعتساب كلذو ،مارغ ةغبصل ةبلاسو ةبجوم ةفدھتسملا
 ةینبللا تایصعلا نم تسلا( ةینبللا تلالاسلا عیمج نأ جئاتنلا ترھظأ .بلصلا طسولا يف ةروفحم رابآ ربع راشتنلاا ةقیرطو
 ،مارغ ةبجوم تلالاسلا هاجت ىوقأ اھریثأت ناكو ،ایریتكبلل ةطبثم داوم جاتنإ ىلع ةرداق تناك )ةینبللا تاروكملا نم تسلاو
 ،)ملم 38( 4 ،)ملم 36( 3 ،)ملم 58( 2 ،)ملم 40( 1 ةینبللا تایصعلا :لایسبیلك ایریتكب دض :طیبثت قطانم نم يلی امل اًقفو

 :ایریتسیل دض ،)2 ةیصعلل( ملم 17 :ةیدوقنعلا دض ،)4 ةیصعلل( ملم 29 :لاینوملاس دض ،)4 ةیصعلل( ملم 32 :ایریتسیل دض
 :رابلآا ةقیرط مادختسابو .)1 ةروكملل( ملم 50 :لاینوملاسو لایسبیلك دض ،)3 ةروكملل( ملم 28 :ةیدوقنعلا دضو ،ملم 49

 ،)ملم 25( 2 ةیصعلا :ـل ةساسح تناك لایسبیلك ایریتكب ،ملم 20 :ةیوعملا دض 2 ةیصعلا ،ملم 15 :ةیدوقنعلا دض 2 ةیصعلا
 هذھ ریشت .يلاوتلا ىلع ملم 25و ملم 45 :لایسبیلك دض 2 ةروكملاو 1 ةروكملا ،)ملم 32( 4 ةیصعلا ،)ملم 55( 3 ةیصعلا
 اھزارفإ للاخ نم ،مارغ ةبجوم امیس لا ،ةفدھتسملا ایریتكبلا ومن طیبثت ىلع ةردق كلمت ةسوردملا تلالاسلا نأ ىلإ جئاتنلا
 فشكلا يف ةیلاعف رثكلأا يھ ةعبشملا ةیقرولا صارقلأا ةطساوب راشتنلاا ةقیرط نأ نیبت دقو ،ایریتكبلل لتاق ریثأت تاذ داومل

  .يطیبثتلا طاشنلا اذھ نع
  ةیقنتلا ،ءایحلإا ،ةینبللا تاروكملا ،ةینبللا تایصعلا ،دیمجتلاب ظفحلا :ةیحاتفملا تاملكلا
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Introduction 

Il existe des souches de bactéries lactiques qui sont bénéfiques pour la santé humaine. Ces 

organismes ont la capacité de persister dans le tractus intestinal humain, voire de le coloniser, 

ce qui leur permet de jouer un rôle crucial dans le maintien de l’équilibre de la flore 

intestinale. Grâce à ces propriétés, certaines souches sont aujourd’hui utilisées dans le 

traitement des diarrhées et d’autres troubles digestifs. 

 

Des recherches récentes ont mis en évidence des caractéristiques immunostimulantes chez 

certaines souches, capables notamment d’atténuer les réactions allergiques alimentaires, en 

particulier celles liées aux protéines du lait (Salminen & Wright, 1998). En parallèle, 

l’utilisation des bactéries lactiques comme vecteurs vivants pour l’administration orale de 

vaccins représente un domaine de recherche innovant et prometteur (Szatraj et al., 2017 ; Le 

Cureux & Dean, 2018). 

 

Sur le plan de la sécurité alimentaire, les traitements thermiques tels que l’autoclavage, la 

pasteurisation, la fermentation ou encore la congélation sont généralement appliqués pour 

prolonger la durée de conservation des aliments. Toutefois, ces méthodes peuvent avoir un 

impact négatif sur les qualités nutritionnelles et organoleptiques des produits. Par ailleurs, 

malgré les efforts d’hygiène et de conservation, des intoxications et infections alimentaires 

persistent, causées par des bactéries pathogènes d’origine alimentaire, telles que Pseudomonas 

sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium sp. et Salmonella sp. (Sindi et al., 

2020). 

 

Dans ce contexte, l’intérêt pour les bactéries lactiques s’est élargi au-delà de leur rôle 

fermentaire et probiotique. En effet, elles sont aujourd’hui reconnues pour leur potentiel 

antimicrobien, notamment à travers la production de composés tels que les bactériocines, les 

acides organiques, et le peroxyde d’hydrogène. Ces mécanismes confèrent aux BAL une 

capacité naturelle à inhiber ou à réduire la croissance des agents pathogènes, ce qui ouvre la 

voie à leur utilisation comme agents de biocontrôle dans l’industrie agroalimentaire. 

 

En Algérie, les recherches sur l’antagonisme des bactéries lactiques d’origine végétale, en 

particulier celles isolées à partir d’olives de table, restent limitées. Pourtant, les olives 

représentent une source fermentée riche en souches potentiellement intéressantes du point de 

vue biotechnologique et sanitaire. 
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Ainsi, la présente étude vise à évaluer in vitro les effets antimicrobiens (antagonismes) de 

souches de bactéries lactiques cryoconservées, initialement isolées à partir d’olives noires de 

table, vis-à-vis de diverses souches indicatrices à Gram positif et Gram négatif, elles-mêmes 

isolées de denrées alimentaires. 

Pour atteindre cet objectif, plusieurs étapes expérimentales ont été réalisées : 

– La revivification des souches lactiques et des souches indicatrices ; 

– L’évaluation des interactions in vitro par la méthode des disques, puis par celle des puits ; 

– La sélection et la caractérisation partielle des souches présentant un pouvoir inhibiteur. 



 

  

  

  

  

  

  

  

Partie Expérimentale  
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Matériel et méthodes  

 1. Lieu de réalisation de la partie expérimentale  

La présente étude a été réalisé au sein de laboratoire relavant de la Faculté Sciences de la 

Nature & de la Vie et Sciences de la Terre et de l’Univers 

2. Matériel et méthode : 

2.1.  Matériel et machines  

Voir l’Annexe I. 

2.1.1. Matériel et milieux de cultures, réactifs et produits chemiques 

Voir l’Annexe I. 

2.1.2. Matériel biologique 

a. Souches indicatrices. 

a) Origine des souches indicatrices (tableau N°1) voir l’Annexe II. 

b. Les souches lactiques (bacteriocinogenes). 

b) Origine des souches lactiques (tableau N°2) voir l’Annexe II. 

2.2. Méthodes  

A. Réactivation des souches lactiques  

1) Réactivation des souches lactobacilles sur MRS  

Les souches de Lactobacillus ont été réactivées dans un bouillon MRS (Man Rogosa 

Sharpe) frais (De Man et al., 1960). Pour ce faire, 9 ml de suspension bactérienne ont été 

inoculés dans 9 ml de bouillon MRS dans un tube stérile. Après une agitation manuelle douce 

pour assurer une homogénéisation complète, les tubes ont été incubés à 37 °C pendant 24–

48 heures, jusqu’à formation d’un coagulum visible (Annexe III). 

2)    Réactivation des souches lactocoques sur M17 

Les souches Lactococcus ont été réactivées dans du bouillon M17 fraîchement préparé 

(Terzaghi & Sandine, 1975). Pour chaque culture, 9 ml de suspension cellulaire ont été 

inoculés dans un tube stérile contenant 9 ml de bouillon M17. Après une agitation douce pour 

homogénéiser le mélange, les tubes ont été incubés à 37 C° pendant 24 à 48 h, jusqu’à 

apparition d’un coagulum dense (voir Annexe III). 

A.1.1. Inspection macroscopique  

Ce procédé est fondé sur l'examen visuel des isolats cultivés sur un milieu MRS solide et 

liquide ; afin de décrire la dimension, la forme et la teinte des colonies présentes sur le milieu 

MRS solide (Badis et al, 2005).  Et la perturbation dans le fluide.  L'examen à grande échelle 
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nous a donné l'occasion d'observer le diamètre, la coloration et l'apparence des colonies.  

(Hassaine.O, 2013). 

A.2.2. La coloration de Gram 

 Est une méthode traditionnelle de coloration en microbiologie.  Elle offre la possibilité de 

différencier deux catégories de bactéries, à savoir les bactéries Gram négatives (G-) et les 

bactéries Gram positives (G+).  Ces dernières présentent des différences liées à la structure de 

leur paroi, en particulier concernant l'épaisseur du peptidoglycane ou l'existence d'une 

membrane externe. (Larpent et al., 1990). 

B) Réactivation des souches indicatrices (SI) 

1) Souches Gram négatif sur boillon nutritif  

Les souches indicatrices (SI), d’origine alimentaire, ont été enrichies dans tube stérile 

contenant 5 ml milieu liquide : le bouillon nutritif (BN). Après incubé à 37 C° pendant 24 à 

48 h. (voir Annexe III). 

2) Souches Gram positif sur boillon cœur crevalle 

 Les souches indicatrices (SI), impliquées dans altération des aliments, ont été enrichies 

dans tube stérile contenant 9ml milieux liquides : le bouillon cœur cervelle (BCC). Après 

incubations à 37C° pendant 24 à 48 h.  

2.2.2. Isolement des souches lactiques  

Les souches lactiques réactivées sont purifiées en les ensemençant par stries sur des 

milieux gélosés MRS et M17, suivis d’une incubation à 37°C pendant 24 à 48 heures. Cette 

opération est répétée plusieurs fois jusqu’à l'obtention d'une culture pure, présentant une 

morphologie bactérienne homogène, permettant d'observer leurs caractéristiques 

macroscopiques et microscopiques, telles que leur taille, leur forme et leur couleur des 

colonies. 

2.2.3.   Réalisation des interactions  

Pour évaluation de l’activité antimicrobienne des souches lactiques réactivées, dirigée 

contre les souches indicatrices à Gram (-) et Gram (+), nous avons utilisé la gélose MH 

comme support d’interaction (Boukhatem et al., 2014; J. Tagg & McGiven, 1971; J. R. Tagg, 

Read, R. S., & Mc Given, A. R. , 1973). 

Pour la réalisation des interactions, nous avons utilisé des souches alimentaires et/ou des 

souches d’altération des aliments à Gram négatif : (Escherichia coli, Klebsiella sp, 

Enterobacter sp, Salmonella sp, Pseudomonas sp) puis des souches à Gram positif 

(Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Enterococcus sp, Bacillus sp., Listeria sp.). 

On utiles méthode de division sur agar : 
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1)  Par les disques  

   Après une revivification des souches alimentaire pendant 24 heures, 1 ml de chaque 

culture a été étalé sur des boîtes de Pétri contenant le milieu de culture Mueller-Hinton (MH). 

Les boîtes ont été laissées à température ambiante pendant 30 minutes afin de permettre une 

diffusion homogène des bactéries sur toute la surface du milieu. 

Chaque boîte a ensuite été divisée en quatre quadrants. Dans chaque quadrant, un disque de 

papier filtre stérilisé (préparé à l’avance et stérilisé à l’autoclave) a été placé. Trois disques 

superposés ont été utilisés afin d’assurer une bonne absorption. À l’aide d’une micropipette, 

20 µL d’un surnagent brute active des bactéries lactiques (Lactococcus spp. et Lactobacillus 

spp.) ont été déposés sur chaque disque. 

Les boîtes ont été de nouveau laissées au repos pendant 30 minutes pour permettre une pré-

diffusion, puis incubées à 37 °C pendant 24 à 48 heures 

2) Par les puits  

La même méthode mais après la solidification du milieu, quatre puits également espacés 

ont été creusée au centre de la boite Pétri à l’aide d’un poinçon stérile (pipette pasteur). 

Chaque puits a été chargé avec 20 µL de la surnagent brute active. 

Les boîtes ont été de nouveau laissées au repos pendant 30 minutes pour permettre une pré-

diffusion, puis incubées à 37 °C pendant 24 à 48 heures. 

    L’apparition de zones d’inhibition autour des disques a été ensuite observée pour évaluer 

l’activité antimicrobienne des souches lactiques. 

• Un antagonisme est considéré comme positif lorsqu’un halo clair apparaît autour des souches 

de Lactobacilles et de Lactocoques, avec un diamètre supérieur à 2 mm (Abeet et al., 1995 ; 

Guessas, 2007). Les zones d’inhibition (Zi) ont été mesurées en millimètres selon la formule 

suivante : 

Zi (mm) = Diamètre total de la zone inhibitrice − Diamètre du disque (6 mm) (Bentoura et al., 

2017). 

Les résultats sont interprétés selon la classification suivante (Siroli et al., 2017) : 

 • Zi > 16 mm : ++++ 

 • Zi > 10 mm : +++ 

 • Zi entre 6 et 10 mm : ++ 

 • Zi entre 3 et 6 mm : ++ 

 • Zi entre 1 et 3 mm : + 

 • Aucune inhibition : − 
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• Sélection des souches LAB bacteriocinogenes 

Uniquement les souches lactiques ayant donné des résultats (+) effets inhibiteurs 

bacteriocinogene conter les souches indicatrices, on fait objet à des caractérisations 

macroscopiques, microscopique et culturelle. 

 A ce titre il est à rappeler que l’identification des souches LAB bacteriocinogenes, s’est 

aboli au rang de genre. 

2.2.4. Caractère biochimiques, morphologique et culturaux des LAB 

2.2.4.1 Caractères biochimiques  

a) Teste de catalase 

 L’enzyme catalase joue un rôle dans la dégradation du peroxyde d’hydrogène (H₂O₂). 

Lorsqu’une goutte de H₂O₂ est déposée sur une lame contenant une colonie prélevée à partir 

du milieu MRS, une réaction est observée, se manifestant par un dégagement gazeux sous 

forme de mousse et de bulles, ce qui indique la décomposition du peroxyde d’hydrogène 

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

b) Production de gaz  

Production de gaz Ce test catégorise les bactéries selon leur mode de fermentation : 

homofermentaires (HFM) et hétérofermentaires (HTM). On inocule des éprouvettes de 09ml 

de bouillon MRS contenant une cloche de Durham avec une colonie distincte, puis on les 

incube à 37°C pendant48 heurs. Suite à cette observation, on retient uniquement les souches 

de type bacillaire, Gram positif et catalase négative pour la poursuite de l'étude (Garvie, 

1984). 

2.2.4.2. Caractères physiologiques  

a) Croissance déférentes températures  

Ce test facilite la différenciation entre les lactobacilles thermophiles et mésophiles (Man et 

al., 1960 ; Le veau et al., 1991). On incube les cultures à diverses températures : 37 et 40°C 

4°C, -20°C pendant 48 heures dans du bouillon MRS. La croissance est évaluée par 

l'émergence d'un trouble en contraste avec un tube témoin sans ensemencement (Hassaine, 

2013). 

b) Production dioxyde de carbone  

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

Lactobacillus, nous avons ensemencé des colonies d’une culture pure dans le bouillon MRS 

contenant une cloche de Durham et incubé à 30°C pendant 24 à 48 h en aérobiose et 
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anaérobiose. La présence de gaz dans la cloche indique qu’il y a production de CO2 (Garvie, 

1984). 
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3. Résultats 

3.1.  Purification des souches lactiques (BL) et Indicatrices (SI) 

3.1.1. La purification des souches lactiques (BL) 

La purification des souches lactiques, des isolats a été récupérés de 12 échantillons (6 

lactocoques et 6Lactobacilles) conservait avant par Cryo protection. Les souches, après 

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

Les figures relatives se trouvent dans (l’annexes IV). 

a) La purification de lactobacilles  

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

b) La purification de lactocoques 

          

 
Figure 2 : Aspects lactocoque après purification sur gélose M17. 

 

3.1.2. La purification des souches Indicatrices (SI) 
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Des colonies ont été récupères a parti des souches indicatrices, après la revivification par 

plusieurs repiquages successifs sur milieu boillon nutritif (BN) a permis d’obtenir des isolats 

purs  

      Les figures restantes se trouvent dans (l’annexe IV). 

 
Figure 3 : Aspects des souches indicatrices sur milieu GN 

3.1.3. Étude des caractères morphologiques et culturaux  

3.1.3.1. Aspect macroscopique des lactobacilles 

a)  Sur milieux MRS solide 

L’aspect macroscopique a permis de décrire des colonies de lactobacilles sur milieux MRS 

solide sont généralement petites (1-5mm) avec des bords entiers, convexes, lisses, brillantes et 

souvent opaques sans pigment. Certaines colonies peuvent présenter une coloration jaunâtre 

en raison de la production de pigments caroténoïdes. 
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Certaines souches forment des colonies rugueuses. Les zones de lyse causées par des 

exo-enzymes ne sont généralement observées que lorsque les bactéries sont cultivées sur des 

milieux contenant des protéines ou des lipides.  

                   
Figure 4 : Aspecte des colonies-A) Lb1- B) Lb2- C) Lb 3. 

b) Sur milieu MRS liquide  

La En milieu liquide, la croissance se manifeste de manière homogène dans tout le volume. 

Cependant, les cellules se déposent rapidement après l’arrêt de la croissance Figure 5. Les 

sédiments sont généralement lisses et homogènes, et rarement granuleux ou visqueux. 

L’agrégation des cellules dans la culture pourrait être médiée par des facteurs de nature 

protéique. 

 
Figure 5 : Aspect cultures un milieu MRS liquide (La sédimentation des lactobacille). 

3.1.3.2. Aspect macroscopique lactocoques  

a)   Sur milieu M17 solide 

 Les colonies de lactocoques se présentent généralement sous forme de petites à moyennes, 

rondes, aux contours bien définis. Leur surface est lisse, avec une texture uniforme. Elles sont 

le plus souvent opaques, de couleur blanche à crémé. 

C A B 
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Figure 6 : Aspects des colonies lactocoque sur milieu M17 

b) Sur milieu M17 liquide  

Lactococcus présente un aspect macroscopique caractéristique d’une croissance homogène. 

Après incubation, le milieu devient trouble, signe de la multiplication des bactéries dans 

l’ensemble du liquide. 

 
Figure 7 : Aspects culture lactocoque sur M17 liquide. 

3.1.3.3.     Aspect microscopique  

L’observation microscopique repose sur la coloration de Gram, qui a révélé une morphologie 

cellulaire de type bacille, parfois coccobacille, avec une coloration violette caractéristique des 

bactéries à Gram positif. Le mode d’association cellulaire varie selon les souches observées. 

Ces données morphologiques et structurales permettent une première classification des isolats 

en fonction de leur réaction à la coloration de Gram, de leur forme Cellulaire et de leur 

agencement. 

a) Observation à l’état frais 

 Observation en état brut. L'examen microscopique à l'état frais révèle des isolats qui sont 

purs, immobiles et parfois disposés en longues chaînes. (Annex V) 
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Figure 8 : vue microscopique l’état frais 

b)  Coloration au bleu de méthylène 

A L’observation microscopique du frottis bactérien a révélé la présence de lactobacilles, sous 

forme de bâtonnets bleus, isolés ou regroupés en courtes chaînettes, parfois disposés en forme 

de V.  

En parallèle, des Cocci, correspondant aux critères morphologiques attendus, ont été 

observés formant des chaînettes de longueur variable. (Annex V) 

 
Figure 9 : vue microscopique -A) souche lactique lactobacille-B) lactocoque après 

coloration au bleu de méthylène (100x) 

C) Coloration de Gram  

 Les isolats ont répondu, positivement à la coloration de Gram (violettes). La figure 10 

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

figure10, 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. (Annex V) 

A B 
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Figure 10 : Vue microscopique-A) Lactocoque- B) Lactobacille (100x). 

3.2. Antagonisme des LAB contre certaines souches indicatrices 

Les résultats obtenus mettent en évidence une activité antagoniste variable des bactéries 

lactiques (LAB) vis-à-vis de différentes souches indicatrices, pathogènes ou d’altération. Cette 

inhibition, mesurée par la formation de zones claires autour des puits d’inoculation sur milieux 

MRS et M17, reflète la capacité des LAB à produire des composés antimicrobiens actifs. 

Par les disques 

Les résultats en mm  

• Bacillus sp conter Lc4 = 10mm 

• Salmonella sp conter Lb4= 29mm, Lb5= 09mm, Lb6= 06mm 

                                   Lc4=50mm, Lc6=08mm 

• Lesterai sp conter Lc2=09mm, Lc4=49mm, Lc5=11mm 

                              Lb1=16mm, Lb4=32mm, Lb5=06mm, Lb6=07mm 

• Pseudomonase sp1 conter Lc5=06mm, Lc6=08mm 

                                        Lb2=06mm, Lb4=06mm, Lb5=07mm, Lb6=08mm 

• Staphylococcus sp1 conter Lc4=28mm, Lc5=08mm 

                                          Lb2=17mm, Lb6=06mm 

• Klebsiella sp conter Lc1=53mm, Lc4=40mm 

                                 Lb&=40mm, Lb2=58mm, Lb 3=36mm, Lb4=38mm 

• Enterococcus sp conter Lb1=06mm, Lb2=08mm, Lb3=12mm 

• Enterobacter sp conter Lb1=10mm 

• E. coli conter Lb1=10mm 

A B 
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Tableau 1 : Antagonisme des lactobacilles conter certaines Souches indicatrices  
S. I Lactobacilles  

Gram+ Lb1 Lb2 Lb3 Lb4 Lb5 Lb6 
Streptococcus - - - - - - 
Listeria - ++ - ++++ - + 
Staphylococcus 1 - +++ - - - - 
Enterococcus - + - - - - 
Bacillus - - - - - - 
Staphylococcus 2. - - - - - - 

Gram-  
Enterobacter +++ - - - - - 
Pseudomonas 1 - - - - + + 
E. coli ++ - - - - - 
Klebsiella ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
Salmonella - - - ++++ + - 
Pseudomonas 2 - - - - - - 

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 11 : Histogramme des effets du lactobacillus sur défèrent Souches indicatrices 
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Figure 12 : Résultat Antagonisme des lactobacilles conter des souches indicatrices :  

A) pseudomonas sp, B) staphylococcus sp, C) Listeria sp, D) Bacillus sp, D) salmonella sp. 

 

Tableau 2 : Antagonismes lactocoques conter souches indicatrices  
S.I Lactocoques  

Gram+ Lc1 Lc2 Lc3 Lc4 Lc5 Lc6 
Streptococcus  - - - - - - 
Listeria  ++ - ++++ - ++ - 
Staphylococcus 1 - - - ++++ + _ 
Enterococcus  - - - - - - 
Bacillus ++ - - - - - 
Staphylococcus 2. - - - - - - 

Gram-  
Enterobacter  - - - - - - 
Pseudomonas 1 - - - - - + 
E. coli - - - - - - 
Klebsiella  ++++ - - ++++ - - 
Salmonella - - - ++++ - + 
Pseudomonas 2 - - - - - - 

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 (−). 
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Figure 13 Histogramme des effets des lactocoques sur différentes souches indicatrices  

 
Figure 14 : Résultat Antagonisme des lactocoques conter des Souches indicatrices :  

A) pseudomonas sp B) staphylococcus sp C) Listeria sp D) Bacillus sp E) salmonella sp.  

 

Par méthode des puits  

Tableau 3 : Antagonismes lactobacilles conter certaine Souches indicatrices  
SI Lactobacillus  

Gram+ Lb1 Lb2 Lb3 Lb4 
Staphylococcus 1 - +++ - - 
Enterococcus  - +++ - - 

Gram-  
Enterobacter  - - - - 
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Pseudomonas 1 - - - - 
Klebsiella - ++++ ++++ ++++ 

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 15 : histogramme des effets des lactobacillus sur défèrent souches indicatrices  

 

     

Figure 16 : résultat Antagonisme des lactobacilles conter des Souches indicatrices  
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Tableau 4 : Antagonismes lactocoques conter certaine SI. 
SI Lactococcus  

Gram+ Lc1 Lc2 Lc3 Lc4 
Staphylococcus 1 - - - - 
Enterococcus  - - - - 

Gram-  
Pseudomonas 1 - - - - 
Klebsiella ++++ ++++ - - 

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 17 : histogramme des effets des lactocoques sur défèrent Souches indicatrices  
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Figure 18 : Résultat Antagonisme des lactocoques conter des Souches indicatrices  

 

3.3. Les Testes 

3.3.1.Teste de catalase  

Tous nos résultats montrent que les souches sont catalase négatives, ce qui est une 

caractéristique typique des bactéries lactiques (LAB). Ce résultat est illustré dans la (figure 

19).(Annex IV) 
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Figure 19 : Résultat de test catalase pour les LAB A) Lactobacille B) Lactococcus 

Tableau 5 : les observations microscopiques et les résultats de test catalase effectuées sur 
les souches sélectionnées. 
Souches lactiques  Gram  Catalase  

Lb1 +  -  
Lb2 +  -  
Lb4 +  -  
Lc1 + - 
Lc2 + - 
Lc3 + - 
Lc4 + - 

3.3.2. Production de CO2 

Tableau 6 : résultat de production CO2 
Souches Type de 

fermentation 
Produit CO2 (bulles 
dans cloche Durham) 

Résultat du test 

Lactococcus  Homofermentaire  Non Négatif  
Lactobacille  Homofermentaire  Très faible/ Non Négatif 

 
Figure 20 : résultat de test production CO2 A) Lactobacille B) Lactocoque 

3.3.3. La croissance à différent température  

A B 

A B 
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La croissance des bactéries lactiques a été évaluée à quater températures : -20°C, 37°C,4°C 

et 44°C. 

Aucune croissance n’a été observée à -20°C, comme attendu à cette température de 

congélation. À 4°C, une croissance très lente a été notée, indiquant une faible activité 

métabolique. 

La croissance optimale a été observée à 37°C, ce qui est caractéristique des bactéries 

mésophiles. 

Cependant, une bonne croissance a également été enregistrée à 44°C, notamment chez les 

souches de Lactobacillus, montrant leur capacité à tolérer des températures relativement 

élevées. 

 
Figure 21 : résultat de croissance à défèrent températures de souches lactiques  

A) LC (37,44°C) B) LB (37,44°C) C) L 

A B 

C D 
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Discussion 
 

Choix de sujet  

Le choix du présent sujet s’inscrit dans une démarche scientifique moderne visant à valoriser 

les microorganismes procaryotes, d’origine naturelle et à les intégrer dans des stratégies 

durables de bioconservation des aliments. L’isolement et l’évaluation de souches lactiques 

potentiellement bactériocinogènes à partir d’olives de table fermentées représentent une étape 

essentielle dans le développement d’alternatives naturelles et efficaces aux conservateurs 

chimiques utilisés en technologie agroalimentaire. 

Les olives de table (fruit olea europea) constituent un écosystème microbiologique riche, 

dominé par des bactéries lactiques telles que les genres Lactobacillus, Leuconostoc et 

Lactococcus, reconnues pour leurs propriétés fonctionnelles et leurs bénéfices sanitaires. Ce 

type de substrat (végétal) fermentescibles offre une source prometteuse de souches présentant 

une activité antimicrobienne spécifique, notamment par la production de bactériocines, des 

composés bioactifs d’un intérêt croissant en matière de sécurité microbiologique des aliments. 

Ce sujet a permis également d’explorer des approches microbiologiques appliquées aux 

matrices végétales fermentescibles, ouvrant la voie à des applications concrètes en fermentation 

contrôlée, en développement de probiotiques, et en conception de bioconservateurs d’origine 

microbienne. Il contribue par ailleurs à enrichir les connaissances sur la biodiversité 

microbienne associée aux produits fermentés traditionnels, souvent négligés dans les 

programmes de recherche en biotechnologie alimentaire. Enfin, ce travail revêt une dimension 

pédagogique importante en permettant le développement de compétences pratiques en 

isolement, identification et évaluation fonctionnelle de souches microbiennes, tout en 

participant activement à un domaine de recherche dynamique à la croisée de la microbiologie 

alimentaire, de la biopréservation et de l’innovation agroalimentaire durable. 

Purification et isolement des souches lactiques et indicatrices 

La purification des souches lactiques, cryoconservées, préalablement obtenues à partir 

d’échantillons d’olives de table constitue une étape fondamentale dans l’approche 

microbiologique visant à isoler des bactéries à potentiel probiotique. L’utilisation des milieux 

sélectifs MRS (De Man et al., 1965) (pour les lactobacilles) et M17 (Tarzaghi et Sandine, 1975) 

(pour les lactocoques) a permis une croissance optimale des souches ciblées, tout en inhibant 

les microflores concurrentes. Ces milieux sont enrichis en nutriments spécifiques (ex. glucose, 

peptones, sels minéraux) qui favorisent les bactéries lactiques, et leur efficacité est largement 

documentée dans la littérature (Holzapfel et al., 2001). 
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Par ailleurs, les souches indicatrices d’altération ont été réactivées sur bouillon nutritif 

(BN)pour les Gram négatife, le bouillon cœur cervelle pour les Gram positif, permettant 

l’obtention de cultures pures indispensables pour les tests d’antagonisme. La pureté des cultures 

est essentielle pour garantir la fiabilité des résultats, notamment lorsqu’il s’agit d’évaluer les 

interactions inter-microbiennes. Cette méthode de repiquage successif est une pratique 

classique en microbiologie pour l’isolement de souches bien définies et reproductibles (Pelczar 

et al., 2006). 

Caractères morphologiques et culturaux des souches lactiques 

Caractères macroscopiques 

Sur milieu solide (MRS ou M17), les lactobacilles ont formé des colonies de petite taille (1 à 5 

mm), souvent convexes, opaques, lisses et parfois pigmentées en jaune, probablement en raison 

de la production de pigments caroténoïdes, comme c’est souvent le cas chez Lactobacillus 

plantarum (Breithaupt et al., 2001). Certaines souches ont également montré des colonies 

rugueuses, ce qui pourrait indiquer une variabilité phénotypique ou une propable production 

d’exopolysaccharides. En milieu liquide, la croissance des souches s’est manifestée par une 

turbidité homogène et une sédimentation rapide après incubation. Ce comportement est typique 

des bactéries lactiques, dont les agrégats cellulaires peuvent résulter de propables d’interactions 

entre protéines de surface et exopolymères (Schachtsiek et al., 2004). 

Observation microscopique 

L’observation microscopique à l’état frais et après coloration de Gram a confirmé que les isolats 

sont des bactéries à Gram positif, soit sous forme de bacilles (lactobacilles), soit sous forme de 

coccies ou coccobacilles (lactocoques). Cette caractérisation morphologique, associée à la 

coloration violette, est conforme aux propriétés décrites pour les bactéries lactiques (Joffin & 

Leryal, 1996).  

Activité antagoniste des souches lactiques 

Les interactions entre LAB et souches indicatrices preuve résulté des plusieurs composées 

bioactive à l’exemple des : H2O2, acide organique, PH, acidité (°D) (lactate, des arômes…. Ect) 

dans notre cas, et pour des contraintes pratiques uniquement le (SBA) est testé. L’étude de 

l’antagonisme in vitro constitue une étape essentielle pour évaluer le potentiel antimicrobien 

des souches lactiques. Cette capacité est attribuée à la production de plusieurs composés 

antimicrobiens tels que les acides organiques (acide lactique, acétique), le peroxyde 

d’hydrogène, les enzymes (ex. lysozyme), et surtout les bactériocines; peptides antimicrobiens 

ribosomaux synthétisés par les bactéries lactiques (Cotter et al., 2005; Ness et al., 2012; 

Cleveland et al., 2002; Gautam et Sharma, 2009). 
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Les antagonismes enter LAB (isolées d’olive d table) et les souches indicatrices Gram positif 

et Gram négatif a été menée in vitro sur milieu complexe  

Les résultats obtenus montrent une diversité d’activités selon les souches et les cibles 

microbiennes. Parmi nos souches de Lactobacillus, Lb1, Lb2, Lb3, Lb4 a démontré une 

inhibition marquée (++++) contre, la souche indicatrice G (-): Klebsiella sp, la zone d’inhibition  

mesurées respectivement (Lb1=40mm, Lb2=58mm, Lb3=36mm, Lb4=38mm), ce qui indique 

un fort potentiel bactériocinogène.  

En outre, la souche: Lb4 ont également montré une activité modérée contre Listeria sp (32mm) 

et salmonella sp (29mm), C’est ce qui rend notre résultat conforme à ceux obtenus par Lima et 

coll (Lima at al., 2006). Et la souche Lb2 montré une activité inhibitrice contre staphylococcus 

sp(17mm) cela correspond aux résultats du travail élaboré par Bentoura, (Bentoura et al.,2017), 

(tableau 2 figure 11, 12). Ces résultats corroborent les études antérieures, montrant que nos 

souches, isolées des olives de table : L. plantarum et L. casei qui sont souvent producteurs de 

bactériocines activent contre des pathogènes alimentaires majeurs (Messens & De Vuyst, 2002). 

Du côté de nos souches Lactococcus, l’isolat Lc3 avaient affiché une activité significative 

contre Listeria sp(49mm) et Staphylococcus sp(28mm), bien que de façon plus ciblée. Cela est 

conforme aux propriétés de certaines souches de Lactococcus l’Actis connues pour produire 

des nisine-like bactériocines (Delves-Broughton et al., 1996).et l’isolat Lc4 affiché une activité 

conter klebsielle sp (50mm) et Salmonella sp (50mm), et Lc1# Klebsiella sp (53mm), (tableau 

4, Figure 13 et 14). Il est également intéressant de constater que l’activité antagoniste varie 

selon la méthode (diffusion par disques vs. Puits), ce qui peut être lié à la diffusion différentielle 

des composés antimicrobiens selon la viscosité du milieu ou la concentration locale du produit. 

Les souches isolées, cryoconservées, réifiées au cours de cette étude, ont révélé un potentiel 

antimicrobien notable, à l’encontre des souches indicatrices, avec des zones d’inhibition dont 

les dimensions variaient selon les cas et selon les souches indicatrices. Ce comportement des 

LAB, a déjà été observé dans des recherches antérieures, qui ont mis en évidence la capacité de 

certaines bactéries lactiques, issues de milieux très diversifiés, à produire des composés 

antimicrobiens. Par exemple, des souches LAB ont été isolées à partir de lait cru d’Algérie 

(Allouche et al., 2010). D’autres travaux ont également montré que ces LAB peuvent être 

retrouvés dans des denrées alimentaires telles que les produits laitiers fermentés ou les viandes, 

où elles exercent une activité inhibitrice envers une large gamme de bactéries pathogènes ou 

responsables de la détérioration des aliments, Nos résultats corroboré partiellement ceux obtenu 

par (Ge et al., 2007); et ceux élaboré par (Matamoros et al., 2009)ce dernier ayant travail sur 

des LAB psychotropes isolées du produit de mer. 
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L’efficacité des bactériocines produites par les bactéries lactiques (LAB) varie en fonction du 

type de paroi cellulaire des micro-organismes cibles. Les bactéries à Gram négatif montrent 

généralement une plus grande résistance, principalement en raison de la structure complexe de 

leur enveloppe externe. Celle-ci contient des lipopolysaccharides, des protéines et des 

phospholipides, formant une barrière qui limite l’entrée de molécules de grande taille. Bien que 

cette barrière permette le passage de composés de faible masse moléculaire (inférieure à 600 

Da), la plupart des bactériocines ont une masse avoisinant les 3 Kda, ce qui en limite l’efficacité 

(Abeet et al., 1995; Ray et al., 2001). Dans notre étude, lorsque les souches lactiques ont montré 

une activité réduite contre les bactéries à Gram négatif, cela s’est manifesté par un effet 

bactéricide moindre. Dans ce contexte, de nombreuses études ont mis en évidence l’existence 

de substances d’origine protéique, telles que les bactériocines, capables d’inhiber la croissance 

de divers types de bactéries (Klaenhammer, 1993; Bogovic-Matijasic et al., 1998 ; Cleveland 

et al., 2002 ; Cotter et al., 2005). Ces peptides antimicrobiens exercent leur action en perturbant 

l’intégrité de la membrane cellulaire des micro-organismes cibles, en y créant des pores. Cette 

altération membranaire conduit à une fuite des constituants intracellulaires, provoquant ainsi la 

lyse et la mort de la cellule (Klaenhammer, 1993). Il convient néanmoins de souligner que 

l’apparition d’une zone d’inhibition autour d’une souche ne constitue pas une preuve absolue 

de la production de bactériocines (Klaenhammer, 1993). L’abaissement du pH intracellulaire 

constitue un mécanisme de défense efficace, perturbant les fonctions enzymatiques essentielles 

chez les micro-organismes pathogènes sensibles à l’acidité (Deng et al., 1999). Par ailleurs, 

cette acidification contribue à altérer la perméabilité de la membrane externe chez les bactéries 

à Gram négatif, ce qui favorise l’entrée de composés antimicrobiens tels que les bactériocines, 

renforçant ainsi leur action inhibitrice (Servin, 2004). 

Choix de l’échelon 

Pour l’interprétation des résultats on a utilisé l’échelon (Siroli et al., 2017) ce qui a permis 

de classer les LAB en 5 catégories:  

(-): pas d’inhibition  

(+): diamètre enter 1et 3mm 

(++): diamètre enter 3et 6 mm  

(++): diamètre enter 3et 6 mm  

(+++): diamètre enter 10 et 6 mm  

(++++): zone d’inhibition > 16mm, (Méthode). 
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Les valeurs des zones d’inhibitions en mm 

Nos résultats d’interactions (méthode par les disques) ont monté des LAB ayant large spectre 

d’action: La souche Lb4 #Listeria spp (32mm), la souche Lb2 # Staphylococcus sp (17mm), la 

souche Lb4 # Salmonella sp (29mm).   

Les LAB étaient active conter Klebsiella spp: Lb1(40mm), Lb2(58mm), Lb3(36mm), 

Lb4(38mm).  (Tableau 2, Figure 11). 

Les Lc ont données les diamètres :  la souche Lc3 # Listeria sp (49mm), la souche Lc3 # 

staphylococcus sp (28mm), la souche Lc1 # Klebsiella sp (53mm), la souche Lc4 # Klebsiella 

sp (50mm), la souche Lc4 # salmonella sp (50mm). (Tableau 3, Figure 13). Nos résultats 

d’interaction (méthode par puits) : la souche Lb2 # Staphylococcus sp (15mm), la souche Lb2 

# Enterococcus sp (20mm), Klebsiella sp large spectre d’action conter LAB : Lb2(25mm), 

Lb3(55mm), Lb4(32mm). (Tableau 4, Figure 15). Et pour les Lc (Lc1 et Lc2) # Klebsiella sp 

(45mm et 25mm). (Tableau 5, Figure 17). 

Caractérisation des LAB (Tests biochimiques)  

Catalase et production de CO₂ 

Toutes les souches testées se sont révélées comme; catalase négatives, ce qui est une 

caractéristique classique des bactéries lactiques. En effet, ces bactéries ne possèdent 

généralement pas d’enzyme catalase fonctionnelle, car elles vivent dans des environnements 

peu oxygénés et utilisent des voies fermentaires pour produire de l’énergie (Hammes & Hertel, 

2009). De plus, l’absence de production de CO₂ dans les tubes de Durham indique une 

fermentation type homofermentaire, typique des genres Lactobacillus (certaines espèces) et 

Lactococcus. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature concernant le 

métabolisme fermentaire des bactéries lactiques (Carr et al., 2002). 

Effet de la température sur la croissance 

L’étude de la croissance des souches LAB à différentes températures révèle une capacité 

d’adaptation significative. L’absence de croissance à -20°C est attendue, car les cellules entrent 

en état de dormance à cette température de congélation. La faible croissance à 4°C reflète une 

activité métabolique minimale, mais démontre une certaine psychrotolérance utile pour la 

conservation. La croissance optimale à 37°C confirme que ces souches sont mésophiles, ce qui 

est compatible avec les conditions des niches naturelles (olives fermentées) et avec leur 

utilisation potentielle dans des produits fermentés. La croissance observée à 44°C, en particulier 

chez les lactobacilles, indique une tolérance thermique qui pourrait être avantageuse pour les 

applications industrielles où des élévations modérées de température sont courantes (De Angelis 

et al., 2003). Ce processus de réactivation cellulaire, impliquant la restauration des membranes, 
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des enzymes et de l’ADN, peut durer jusqu’à 72 heures avant qu’une croissance soit détectable, 

en particulier lorsque les conditions de culture sont sous-optimales (ATCC, 2020; Konno et al., 

2021). 

Contraintes de la cryoconservation 

Formation de cristaux de glace intracellulaires, la formation de cristaux de glace à l’intérieur 

des cellules peut endommager les membranes cellulaires et les organites, compromettant ainsi 

la viabilité cellulaire après décongélation (Mazur,1984). Toxicité par des cryoprotecteurs. Les 

agents cryoprotecteurs tels que le diméthylsulfoxyde (DMSO) ou le glycérol sont essentiels 

pour prévenir la formation de glace, mais peuvent être toxiques à des fortes concentrations ou 

provoquer des altérations génétiques, (Fuller, 2004). Altérations génétiques et épigénétiques, la 

cryoconservation peut induire des modifications chromosomiques ou épigénétiques, affectant 

la stabilité génétique des cellules procaryotes/ Eucaryotes, notamment des cellules souches 

mésenchymateuses, (Chen et al., 2023). Risque Lors de la conservation de plusieurs souches 

bactériennes dans un même environnement, notamment en cas de culture mixte ou d’utilisation 

de la même cuve de cryoconservation, un risque important de contamination croisée peut 

survenir. Ce phénomène résulte souvent d’une manipulation inadéquate, d’un mauvais 

étiquetage, ou d’un manque de séparation physique entre les échantillons. De telles 

contaminations peuvent compromettre la pureté des souches conservées et entraîner des biais 

importants dans les résultats expérimentaux (ATCC, 2020). Coût élevé des équipements et de 

la maintenance, La cryoconservation nécessite des équipements spécialisés tels que des 

congélateurs ultra-basse température et des cuves d’azote liquide, ainsi qu’un suivi rigoureux 

des températures afin d’assurer la viabilité des échantillons. Ces équipements représentent un 

coût élevé non seulement à l’achat, mais aussi en termes de maintenance et de consommation 

énergétique. 

Difficultés liées à la conservation de tissus et d’organes entiers, la cryoconservation de tissus 

complexes ou d’organes entiers présente des défis supplémentaires, tels que la formation de 

fractures dues aux contraintes thermiques et la difficulté de préserver l’intégrité fonctionnelle. 

(Bojic et al., 2021). 
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Conclusion  

 Les molécules bioactives des LAB et spécialement bactériocines, ont suscité l'intérêt des 

chercheurs en science des aliments, en tant que bioconservateurs naturels en raison de leur 

activité antimicrobienne contre les bactéries responsables de la détérioration des aliments                 

et les bactéries pathogènes, impliquées dans les intoxications alimentaires.  

Ce travail s’inscrit dans une démarche de valorisation de micro-organismes d’origine 

naturelle pour la bioconservation des aliments. Il vise à évaluer l’activité antibactérienne                    

de souches de bactéries lactiques LAB isolées à partir d’olives de table fermentées, ayant été 

longtemps cryoconservées. 

Douze souches lactiques ont été sélectionnées (6 Lactobacillus sur MRS et 6 Lactococcus 

sur M17), purifiées, caractérisées morphologiquement, biochimiquement et testées pour leur 

pouvoir inhibiteur (bacteriocinogene) sur plusieurs souches indicatrices d’altération                         

des aliments, de type Gram positif et Gram négatif. 

L’identification s’est abolit au rang du genre, l’évaluation de l’activité antimicrobienne a été 

réalisée par méthode diffusion sur gélose (méthodes des disques et des puits), en utilisant les 

Surnageants Bruts Actifs (SBA) des cultures LAB sur MRS et M17 respectivement. Plusieurs 

souches, telles que Lb4, Lb2, Lc3 et Lc4, ont montré des zones inhibitrices marquée, 

notamment contre les souches Gram (+) Listeria sp. Et Gram (-) Salmonella sp.                                 

Et Klebsiella sp. 

Les tests physiologiques ont révélé un métabolisme homofermentaire, une absence                      

de catalase et une croissance mésophile, confirmant les caractéristiques typiques des LAB. 

Les souches ont aussi démontré une bonne viabilité après cryoconservation. Ces résultats 

suggèrent que les souches lactiques issues d’olives fermentées peuvent être exploitées comme 

agents naturels de bioconservation, en alternative aux conservateurs chimiques, tout en appelant 

à une vigilance quant à leur profil de résistance aux antibiotiques. 
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Annex I: 

1. Matériel  

1.1. Matériel et machines  

 

Matériel   Référence  
Hotte microbiologique  STERIL-GEMINI (Italy)  
Autoclave  SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J- Turkish  
Étuves  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 bec Bunsens  
Autoclave  SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J  
Balance de précision  KERN ALS 220-4N (Germany)  

  

 

                        
 

 

             
1.2. Matériel et milieux de cultures, réactifs et produits chemiques 
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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, 

Éprouvette 

graduées, 

Erlenmeyers,  

Fioles Jaugé,  
Flacons,  
Lames/lamelles,  
Pipettes 

graduées, Pipettes 

Pasteur,  

Tubes à essai,  

Mortie  

Alcohols 
(ethanol à  

95°),   
Glycerol,   
Tween 80  

Violet de 

Gentiane, 

Lugol,Fushine,  

Huile à 
émersion,  

Phénolphtaléine,  

Nacl 
  

 

Milieux cultures : 

 

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  
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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  
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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  

 
 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  

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  
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Annex II : 

 1.3. Matériels biologiques  

     Les bactéries lactiques  

LAB Origines  

Lactobacilles 

    Lactobacillus 1 Alimentaire 

Lactobacillus 2 Alimentaire 

Lactobacillus 3 Alimentaire 

Lactobacillus 4 Alimentaire 

Lactobacillus 5 Alimentaire 

Lactobacillus 6 Alimentaire 

Lactocoques 

Lactoccocus1 Alimentaire 

Lactoccocus 2 Alimentaire 

Lactoccocus 3 Alimentaire 

Lactoccocus 4 Alimentaire 

Lactoccocus 5 Alimentaire 

Lactoccocus 6 Alimentaire 

 

            
Les souches Indicatrices  
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Souches Bactériennes  Caractéristiques 
(Gram)  

Origine   

Escherichia coli   
Klebsiella sp 
Enterobacter sp 
Salmonella. Sp 
Pseudomonas sp 
 

G -  
G -  
G -  
G -  
G-  
 

Liquide d’ascite   
Urine (ECBU)  
Urine (ECBU)  
Eaux potable 

(Control)  
Eaux potable 

(Control)  
Staphylococcus sp 1 
Enterococcus sp  
Staphylococcus sp.    2 
Streptococcus sp 

G+  
G +  
G +  
G +  

Plaie (infection)  
Voies urinaires 

(ECBU) Plaie infectée  

Liquide 
d’articulation   

 

 

 



Annex III 

Annex III : 

2.1. Réactivation des souches lactobacilles sur MRS 

 

2.2. Réactivation des souches lactocoques sur M17 

 
2.3. Réactivation des souches indicatrices sur BN 
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1.L’état frais : 

 

 

2. Coloration bleu méthylène : 

 A : lactobacilles, B : lactocoques  
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3. Coloration de Gram :  

A : lactobacilles, B : lactocoques  
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Annex IV 

1.Test de catalase :  

 
 

 

 



Abstract  
 The study aimed at the evaluation of bacteriocinogenic effects for 12 lactic strains (LAB), initially isolated from fermented 

table olives collected in Algeria (6 Lactococcus on M17+ and 6 Lactobacillus on MRS media). After revivification, 

purification, and identification, such as lactococci and lactobacilli, strains were partially identified, by conventional 

bacteriological methods, at the genus level (because of logistics). The antagonism of isolates leads, in vitro, on bacteriological 

Muller Hinton medium, directed against target positive and negative Gram strains. Conducted by two different methods: 

diffusion on soaked disks and diffusion on agar wells. Results showed that among LAB strains, isolates were bacteriocinogenic, 

with bactericidal effects directed much more against Gram (+) target strains, with inhibition areas (I.A.). By discs: Klebsiella 

sp., I.A. measured respectively (Lb1 40 mm, Lb2 58 mm, Lb3 36 mm, Lb4 38 mm). ≠Listeria sp. (32 mm) ≠Salmonella sp. (29 

mm). LB4 ≠ Staphylococcus sp. (17 mm). LB2 ≠ Listeria sp. (49 mm). LB2 ≠ Staphylococcus sp. (28 mm). LC3 and Klebsiella 

sp. (50 mm) and LC1 ≠ Salmonella sp. (50 mm). By wells, inhibition areas, as follows: LB2 # Staphylococcus sp. (15 mm), 

LB2 # Enterococcus sp. (20 mm). Lab: LB2 (25 mm), LB3 (55 mm), LB4 (32 mm). And for LC (LC1 and LC2), # Klebsiella 

sp. (45 mm and 25 mm), respectively. Considered as a strain having inhibited (by bactericidal effect) the growth of the 

siderophores—indicators with a positive Gram. For both methods, the antagonism results appear to be LAB strain dependent 

and are not extrapolable/transposable. The best method for exploring antagonism seems to be that of discs. 

Résume  

L’objectif de l’étude vise l’évaluation des effets bacteriocinogenes pour 12 souches lactiques (LAB), initialement isolées 

des olives de table noires d’Algérie (6 Lactocoques sur M17+ 6 Lactobacilles sur MRS), cryoconservées. Après revivification, 

purification l’identification souches Lactococcus et Lactobacillus par méthodes bactériologiques classiques s’est abolie au 

niveau du genre (cause de logistique). L’antagonisme des isolats, conduit in vitro, sur milieu gélose Muller-Hinton, dirigé 

contre souches indicatrices à Gram positif et négatif, par deux méthodes : (celle de diffusion sur disque, diffusion sur puits 

creusés). Les résultats ont donné des souches LAB, bacteriocinogenes, avec effets bactéricides, dirigées beaucoup plus contre 

les S.I. à Gram (+), avec zones d’inhibition (Z.I) : Par disques : Klebsiella sp, contre (Lb1=40mm, Lb2=58mm, Lb3=36mm, 

Lb4=38mm), conter Listeria sp (32mm), Salmonella sp (29mm). Entre Lb4 et Staphylococcus sp (17 mm), entre Lb2 et Listeria 

sp (49 mm) et Staphylococcus sp (28 mm). Entre LC3 et Klebsiella sp (50 mm) et LC1 conter Salmonella sp (50mm). Sur les 

puits, les résultats des zones d’inhibitions étaient : Lb2 conter Staphylococcus sp (15mm), Lb2 conter Enterococcus sp (20mm). 

Large spectre bactéricide. Conter Klebsiella sp LAB : Lb2(25mm), Lb3(55mm), Lb4(32mm). Pour les Lc (Lc1 et Lc2) conter 

Klebsiella sp (45mm et 25mm). Pour les deux méthodes, les résultats d’antagonisme semblent souches LAB dépendantes et ne 

sont pas transposables. La meilleure méthode pour l’exploration d’antagonisme semble être celle des disques. 

 صخلملا
 

 نوتیزلا نم اًیئدبم اھلزع مت ،ةینبللا ایریتكبلا نم ةللاس 12 لبقِ نم )تانیسویریتكبلا( ایریتكبلل ةطبثملا داوملا جاتنإ نع ةجتانلا تاریثأتلا مییقت وھ ةساردلا فدھ
 طسو ىلع تیمُّن ةینبللا تایصعلا نم تلالاس تسو ،صاخ ةیذغت طسو ىلع تیمُّن ةینبللا تاروكملا نم تلالاس تس نم تلالاسلا هذھ نوّكتت .رئازجلا يف رَّبصملا

 ةینبللا تاروكملا نیسنجلا ىلإ اھئامتنا دیكأتو تلالاسلا ىلع فرعتلا ىرج ،ةیقنتلاو ءایحلإا دعب .دیمجتلاب ظفحلا ةقیرطب اًقباس اھظفح مت دقو ،فلتخم يئاذغ
 هذھل يطیبثتلا طاشنلا رابتخا مت .ةیتسجول دویقلً ةجیتن طقف سنجلا ىوتسم ىلع رصتقا فرعتلا نأ لاإ ،ةیدیلقت ةیجولویریتكب قرط مادختساب ةینبللا تایصعلاو
 نیتقیرط لامعتساب كلذو ،مارغ ةغبصل ةبلاسو ةبجوم ةفدھتسملا تلالاسلا نم ةعومجم دض ،بسانم يعارز طسو مادختساب ،ةیربخم فورظ يف تلالاسلا

 تسلا( ةینبللا تلالاسلا عیمج نأ جئاتنلا ترھظأ .بلصلا طسولا يف ةروفحم رابآ ربع راشتنلاا ةقیرطو ،ةعبشم ةیقرو صارقأ ةطساوب راشتنلاا ةقیرط :نیتفلتخم
 نم يلی امل اًقفو ،مارغ ةبجوم تلالاسلا هاجت ىوقأ اھریثأت ناكو ،ایریتكبلل ةطبثم داوم جاتنإ ىلع ةرداق تناك )ةینبللا تاروكملا نم تسلاو ةینبللا تایصعلا نم

 29 :لاینوملاس دض ،)4 ةیصعلل( ملم 32 :ایریتسیل دض ،)ملم 38( 4 ،)ملم 36( 3 ،)ملم 58( 2 ،)ملم 40( 1 ةینبللا تایصعلا :لایسبیلك ایریتكب دض :طیبثت قطانم
 ملم 50 :لاینوملاسو لایسبیلك دض ،)3 ةروكملل( ملم 28 :ةیدوقنعلا دضو ،ملم 49 :ایریتسیل دض ،)2 ةیصعلل( ملم 17 :ةیدوقنعلا دض ،)4 ةیصعلل( ملم

 :ـل ةساسح تناك لایسبیلك ایریتكب ،ملم 20 :ةیوعملا دض 2 ةیصعلا ،ملم 15 :ةیدوقنعلا دض 2 ةیصعلا :رابلآا ةقیرط مادختسابو .)1 ةروكملل(
 هذھ ریشت .يلاوتلا ىلع ملم 25و ملم 45 :لایسبیلك دض 2 ةروكملاو 1 ةروكملا ،)ملم 32( 4 ةیصعلا ،)ملم 55( 3 ةیصعلا ،)ملم 25( 2 ةیصعلا

 لتاق ریثأت تاذ داومل اھزارفإ للاخ نم ،مارغ ةبجوم امیس لا ،ةفدھتسملا ایریتكبلا ومن طیبثت ىلع ةردق كلمت ةسوردملا تلالاسلا نأ ىلإ جئاتنلا
.يطیبثتلا طاشنلا اذھ نع فشكلا يف ةیلاعف رثكلأا يھ ةعبشملا ةیقرولا صارقلأا ةطساوب راشتنلاا ةقیرط نأ نیبت دقو ،ایریتكبلل  


