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 الملخص 

 

 

تحتوي البكتيريا اللبنية على العديد من الخصائص التكنولوجية التي تعطيها دورا ملحوظا في صناعة الأغذية   

متنوعة من المواد المضادة للميكروبات  خدم في التخمير والحفظ الحيوي للغذاء بفضل قدرتها على إنتاج مجموعة لأنها تست

 القادرة على القضاء على الكائنات الدقيقة الممرضة. 

وبالإضافة إلى ذلك، تستخدم البكتيريا اللبنية حاليا في صورة بروبيوتيك تعمل كمضافات غذائية لها تأثير إيجابي على 

 صحة الإنسان. 

بكتيريا حمض اللاكتيك التي تم عزلها وتنقيتها في عمل سابق للتحقق من خلال دراستنا، تم اختبار تسع سلالات من 

 إمكاناتها الحيوية. 

وقد أجريت دراسة النشاط المضاد للميكروبات ضد الجراثيم المسببة للأمراض )موجبة الجرام وسلبية الجرام( من خلال  

السلالات المؤشرة: الاتصال المباشر بين السلالات المثبطة و  

(Listeria monocytogenes  ،Staphylococcus aureus  ،E.coli  ،Pseudomonas aeroginosa   

 (klebsiellaو

وتم اختبارها على المواد الطافية للسلالات المدروسة.  ،في حين أن التحقيق في البكتريوسين تم بواسطة طريقة نشر الآبار  

نية وجود خاصية البروبيوتيك: تحمل الحواجز البيولوجية وخضعت ست سلالات فيما بينها لاختبارات السلامة لتقييم إمكا

 )الأحماض المنخفضة والأملاح الصفراوية(، والتحلل المائي في الدم، ومقاومة المضادات الحيوية.

أظهرت نتائج النشاط المضاد للميكروبات أن السلالات التسع المختارة تفرز في وسط الاستزراع مواد مثبطة قادرة على  

ملم. 27إلى  10و البكتيريا الممرضة، مع اختلاف مناطق تثبيط التي يتراوح قطرها بين تثبيط نم  

من ناحية أخرى، أعطى البحث عن البكتريوسينات بطريقة الانتشار نتيجة سلبية لجميع السلالات المدروسة، مما يدل على  

 عدم قدرة السلالات على إنتاج البكتريوسينات 

رة السلالات على البقاء في الظروف القاسية للقنوات الهضمية )درجة الحموضة الحمضية  أظهرت دراسة البروبيوتيك قد

 والأملاح الصفراوية وعدم قدرتها على تحليل دم الانسان( 

بالنسبة لاختبار المضادات الحيوية، يتم ملاحظة الحساسية في السلالات للمجموعة الكاملة من المضادات الحيوية المختبرة، 

 باستثناء حمض الفوسيديك، الذي تختلف حساسيته حسب السلالة.

 

البكتريوسين: البكتيريا اللبنية، البروبيوتيك، النشاط المضاد، لكلمات المفتاحيةا  



  

 
 

  

      Résumé 

Les bactéries lactiques possèdent de nombreuses propriétés technologiques qui leur donnent un 

rôle remarquable dans l’industrie agro-alimentaire car ils sont utilisés en fermentation et 

bioconservation des aliments. Grace à leur capacité de produire une variété de substances 

antimicrobiennes capables d’éliminer les microorganismes pathogènes.  

De plus, actuellement, les bactéries lactiques sont utilisées sous forme de probiotiques jouant 

le rôle d’additifs alimentaires qui agissent positivement sur la santé de l’homme. 

Au cours de notre étude, neuf souches de bactéries lactiques déjà isolée purifiées et identifiées 

dans un travail antérieur ont été testé pour leur potentiel probiotique. L’étude de l’activité 

antimicrobienne vis-à-vis des germes pathogènes (Gram+ et Gram-) a été réalisée par contact 

direct entres les souches inhibitrices et les souches indicatrices (listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, E.coli, Pseudomonas aéroginosa et klebsiella). Tandis que la recherche 

des bactériocines été effectué par la méthode de diffusion par puits, testé sur les surnageant des 

souches étudiées. 

Six souches entre elles ont été soumises à des tests d’évaluation de sécurité du potentiel 

probiotique : la tolérance aux barrières biologiques (acide bas et sels biliaires), l’hydrolyse du 

sang, et la résistance aux antibiotiques.  

Les résultats de l’activité antimicrobienne ont révélé que les neuf souches sélectionnées 

excrètent dans le milieu de culture des substances inhibitrices capable d’inhiber la croissance 

d’E.coli, S.aureus, P.aéroginosa, L.monocytogenes et Klebsiella, avec des zones d’inhibition 

varient entre 10 à 27 mm de diamètre. 

Par contre la recherche des bactériocines par la méthode de diffusion en puis a donné un résultat 

négatif pour toutes les souches étudiées témoignant l’incapacité des souches à produire des 

bactériocines. 

L’étude du profil probiotique a montré la capacité des souches à résister aux barrières 

biologiques du tube digestif (pH acide et sels biliaires et les souches n’étaient pas capables 

d’hydrolyser le sang humain. 

Pour le test d’antibiogramme la sensibilité chez les souches est observée pour toute la gamme 

des antibiotiques testés, sauf pour l’acide fusidique dont la sensibilité est variable selon les 

souches.  

Mots clés : Bactéries lactiques, probiotique, activité antimicrobienne, bactériocines 



  

 
 

Abstract 

Lactic acid bacteria have many technological properties, which give them a remarkable role in 

the food industry because they are used in the fermentation and biopreservation of food. Thanks 

to their ability to produce a variety of antimicrobial substances capable of eliminating 

pathogenic microorganisms. 

In addition, currently, lactic acid bacteria are used in the form of probiotics acting as food 

additives, which have a positive effect on human health. 

During our study, nine strains of lactic acid bacteria already isolated purified and identified in 

previous work were tested for their probiotic potential. 

The study of antimicrobial activity against pathogenic germs (Gram + and Gram-) is carried out 

by direct contact between inhibitory strains and indicator strains (listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, E.coli, Pseudomonas aeroginosa and klebsiella). While the search for 

bacteriocins has been demonstrated by the well diffusion method, tested on the supernatants of 

the strains studied. 

Six strains between them were subjected to safety assessment tests for probiotic potential: 

tolerance to biological barriers (low acid and bile salts), blood hydrolysis, and resistance to 

antibiotics. 

The results of the antimicrobial activity revealed that the nine selected strains excreted in the 

culture medium inhibitory substances capable of inhibiting the growth of E.coli, S.aureus, 

P.aeroginosa, L.monocytogenes and Klebsiella, with zones of inhibition varying between 10 to 

27 mm in diameter. 

On the other hand, the search for bacteriocins by the diffusion method then gave a negative 

result for all the strains studied, testifying to the inability of the strains to produce bacteriocins. 

The probiotic profile study showed the ability of the strains to resist biological barriers in the 

digestive tract (acidic pH and bile salts and the strains were not able to hydrolyze human 

blood. 

For the antibiogram test, the sensitivity in the strains is observed for the entire range of 

antibiotics tested, except for fusidic acid, the sensitivity of which varies depending on the 

strain. 

Key words : Lactic acid bacteria, probiotic, antibacterial activity, bacteriocin 
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Introduction : 

Les bactéries lactiques sont des microorganisme largement utilisées dans l’industrie alimentaire 

dans une variété de fermentation tels que le développement de produits à base de viande, de 

légume et des produits laitiers, y compris de nombreux laits, formage, yaourt ou le beurre 

(Dortu et Thonart, 2009).Il est aujourd’hui possible de sélectionner, identifier et cultives des 

germes pour toute sorte d’usage : alimentaire (starters de fermentation), médicaux 

(probiotiques) ou biotechnologiques ( bactériocine, exopolyscharrides).( Djerdir, 2018). 

Les (BL) constituent un groupe bactérien dont la taxonomie est régulièrement remise à jour 

avec la progression des données moléculaires (Federighi, 2005).Elles regroupent un ensemble 

d’espèces hétérogènes dont le trait commun est la production d’acide lactique. Elles 

appartiennent à divers genres comme Bifidobactérium, Aerococcus, Oenococcus, lactobacillus, 

leuconostocs….etc. 

On les trouve essentiellement dans les produits laitiers (yaourt, fromage, leben…), mais aussi 

dans d’autres niches écologiques en étant seules ou en association avec d’autres 

microorganismes bénéfiques comme les levures (Novel, 1993). Elles sont utilisées de différents 

manières, on cite les starters de fermentation (Mugula et al., 2003). Les agents de 

bioconservation (Vermeiren et al., 2004) et les probiotiques (Fuller,1989). Les aliments 

fonctionnels dans lesquels sont incorporées des bactéries lactiques probiotiques connaissent 

depuis une dizaine d’années un très gros essor commercial (Mugula et al., 2003) 

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans l’industrie alimentaire, en tant que starter 

dans le procédé de fermentation. Elles contribuent à la texteur, à la saveur des aliments et à la 

production de compose aromatique (diacétyle, acétaldéhyde et acétate et ce à partir du citrate). 

La flore lactique ferment les glucides en acide lactique, d’où une diminution du pH favorable à 

la bio-conservation des aliments. (Allouche et al., 2016) 

Les probiotiques sont définis comme étant des microorganismes vivants qui une fois ingérés en 

quantités adéquates exercent des effets bénéfiques pour la santé de l’hôte. (OMS, 2001) 

Ces effets positifs sont le soulagement des maladies d’origine digestive (comme l’intolérance 

au lactose), l’amélioration du transit intestinal, la prévention de certains maladies comme 

l’augmentation du taux de cholestérol dans le sang, les diarrhées, les maladies inflammatoire 

chroniques de l’intestin, ainsi que d’autres infections d’origine microbienne (infections à 

Clostridium difficille et à Campylobacter) (Rastall et al., 2005). Elles sont surtout employées 

dans de nombreux aliments fermentés dont le principal but est d’améliorer la qualité 
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technologique et organoleptique et l’inhibition de la flore d’altération et les germes pathogènes 

(O’Sullivan et al., 2002). 

Le criblage d’un grand nombre de bactéries pour identifier des souches probiotiques est de plus 

en plus effectué du fait de la demande accrue en nouvelles souches probiotiques pour le 

développement de nouveaux produits probiotiques par les industries agro-alimentaires et 

pharmaceutiques (Motyl et al., 2009) . 

Dans le cadre de choisir des bactéries probiotiques qui ont un effet bénéfique sur l’homme, 

notre étude a été consacrée, à évaluer le potentiel probiotique de neuf souches de bactéries 

lactiques déjà isolées à partir de lait de chamelle, de vache et du beurre traditionnelle. 
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I.1 Les bactéries lactiques 

I.1.1 Généralités : 

Le terme «bactéries lactiques » (BL) décrit un groupe de microorganismes gram positif qui 

produisent de l'acide lactique comme produit principal du métabolisme. 

Ce groupe est assez hétérogène et ses genres présentent des variations dans les caractéristiques 

à l'exception de deux caractères principaux qui ne peuvent pas être contestés : le gram-positif 

et la non sporulation. En général, les bactéries lactiques sont des microorganismes asporulées, 

non mobiles, oxydase négative et anaérobies facultatives : micro aérophiles. Ces bactéries sont 

non pigmentées, catalase négative à l'exception de certains genres à pseudocatalase, tolérant 

des pH acides, généralement mésophiles mais largement représentées au sein du groupe des 

psychotropes (Ahmed-GAID, 2018).   

En générale ces bactéries ne possèdent ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase (à 

l’exception de quelques souches sous certaines conditions), elles sont protéolytiques, ne 

liquéfient pas la gélatine, et ne forment plus d’indole ni d’hydrogène sulfureux, ces bactéries 

sont également incapables de fermenter le glycérol (Salminen et al., 2004, Ababsa, 2012) 

Les BL sont des fermentatives, qui produisent de l’acide lactiques comme principal produit de 

la fermentation du sucre ces derniers sont appelés homofermentaires. Tandis que les BL 

hétérofermentaires produisent de l’acide lactique, de l’acide acétique, du diacétyle et du CO2. 

(Mokdad, 2020) 

I.1.2 Classification : 

La classification des bactéries lactiques est basée sur des caractéristiques phénotypiques et 

biochimiques qui avec le temps sont devenus insuffisantes pour l’identification des espèces. 

Cependant, avec l’apparition de nouvelles technologies de PCR et de séquençage de l’ADN du 

gène de l’ARNr 16s l’identification est devenus pratique, simple et précise (Holzapfel & 

Wood, 2014). 

Plus récemment, l’identification s’est basée sur des outils protéomiques comme (MALDI-TOF) 

qui est une méthode simple, rapide et peu couteuse et qui donne des pourcentages élevés des 

identifications correctes (Benmechernene et al., 2014 ;Mokdad, 2020). 

Actuellement les BL se trouvent dans deux embranchements distincts : Firmicutes et 

Actinobacteria. L'embranchement des Firmicutes renferme les genres les plus importants : 

Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus et 

Weissella qui appartiennent à l'ordre des Lactobacillales, caractérisé par une faible teneur en 
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GC (31 - 49%). L'embranchement des Actinobacteria renferme le genre Bifidobacterium, qui 

est caractérisé par une teneur élevée en GC (58-61 %).Elles sont groupée en six familles : 

Aerococcaceae (7 genres) ; Carnobacteriaceae (16 genres) ; Enterococcaceae (7 genres) ; 

Lactobacillaceae (3 genres) ; Leuconostoccaceae (4genres) ; Streptococcaceae (3 genres) 

(Klaenhammer et al., 2005; Horvath et al., 2009; Holzapfel & Wood, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.1.2.1 Les lactobacillus : 

Ils appartiennent à l’embranchement des Firmicutes, à la classe des Bacilli, à 

l’ordre des Lactobacillales et à la famille des Lactobacillaceae (Felis et Dellaglio, 2007 ; 

Behera et al., 2018). Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres 

du groupe des bactéries lactiques. (Gaucher et al., 2019), découvert  pour la première fois par 

Beijerinck en 1901, il comprend actuellement plus de 200 espèces reconnues (Diaz et al., 2020), 

qui présentent une diversité phylogénétique, phénotypique et écologique extrême (Zhang et al., 

2014).  

 

Figure 1 : Arbre phylogénétique des bactéries lactiques (Holzapfel et al., 2011) 
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Ils sont caractérisés par l’hétérogénéité de la composition de leur ADN : le GC% varie de 30 à 

55% et leur capacité à inhiber la croissance de divers agents pathogènes, ils sont utilisés comme 

probiotique depuis des décennies (Kumar et al., 2011). Ils se présentent sous forme de bacilles 

longs et fins ou de coccobacille en passant par la forme bâtonnet court ou légèrement flexueux 

souvent allongés, Gram positif, isolés ou en chaînettes, non sporulés et immobiles ou mobiles 

grâce à une ciliature péritriche (Singh et al.,2009 ; Bousmaha-Marroki et Marroki, 2015 

;Ahirwar et al., 2017). Le milieu le plus adapté à leur culture est celui de Man Rogosa et Sharpe 

(MRS), il favorise la croissance des bactéries lactiques y compris le genre Lactobacillus. 

(Hayek et al., 2019) 

Elles sont généralement de petites tailles, lisses ou rugueuses, brillantes, arrondies ou 

lenticulaires, non pigmentées et souvent opaques. 

La plupart des Lactobacillus se développent à un optimum de température situé entre 30 et 

40°C. Certaines souches de lactobacilles dites « thermophiles »restent viables à 55°C (Tailliez, 

2004 ; Pot et al., 2014). Ils se développent au mieux dans des conditions acides, quand le pH 

optimum de croissance est de 5.5 (Gaucher et al., 2019), mais leur croissance s’arrête lorsque 

le pH avoisine 3.5 (Kumar et Kumar, 2014). 

I.1.2.2 Les entérocoques : 

Les Enterococcus représentent le groupe des entérocoques, ils sont composés de streptocoques 

fécaux (Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium) sont toutes les deux utilisées comme 

probiotiques (Devriese et al., 2006 ; Hanchi et al., 2018). Ce genre est constitué d'organismes 

Gram positif, anaérobies facultatives, comprend des cellules ovoïdes isolées, en paires ou en 

courtes chaines, homofermentaires (Švec et Franz, 2014 ; Zhong et al., 2017). Il se caractérise 

par sa tolérance à 6.5% de NaCl, au pH 9.6 et par la croissance à 10°C et 45°C avec une 

température optimale de croissance de 35°C à 37°C. De plus, les Enterococcus sont très 

résistantes au séchage (García-Solache et Rice, 2019). 

L’utilisation des entérocoques chez l’homme reste controversée car ces microorganismes sont 

associés à la contamination fécale, aux maladies nosocomiales, ils possèdent des gènes de 

résistances aux antibiotiques ainsi que des facteurs de virulence. C’est pour cette raison que la 

sélection correcte et l’innocuité totale de ces microorganismes est d’une grande importance. 

(Švec et al., 2014). 
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I.1.2.3 Les leuconostocs : 

Les cellules de Leuconostoc sont des coques disposées en paires ou en chaine, ces bactéries 

sont hétérofermentaires obligatoires produisant de l’acide D (-) lactique, de l’éthanol et du CO2 

après la fermentation de glucose, ses espèces sont exigeantes du point de vue nutritionnel et 

leur croissance est toujours lente (Björkroth et Holzapfel, 2006 ; Yehia et al., 2017).  

Leur température optimum de croissance est comprise entre 20°C et 30°C, mais certaines sont 

capables de croître à 5°C. Presque aucune croissance ne se produit au-dessus de40°C. Elles ne 

sont pas des bactéries acidophiles, le pH optimum de croissance est compris entre 6 et 7, 

certaines peuvent croître à pH 4.5 (Johanna Björkroth et al., 2014 ; Holzapfel, Björkroth, 

et al. 2015 ,; Cholakov et al., 2019). Les espèces de Leuconostoc participent dans la 

fermentation, l’amélioration d’aliment par la production de composés aromatiques et 

l’amélioration de la texture par la production de dextrane (Zarour et al., 2018). 

I.1.2.4 Le genre Weissella : 

Les cellules de ce genre sont ovoïdes ou de courts bâtonnets à bout ronds qui s'associent en 

paires ou en courtes chaines. Elles sont hétérofermentaires et sont généralement immobiles 

(Jang et al., 2002 ; Fusco et al., 2015). Les espèces du genre Weissella sont connues pour 

produire divers exopolysaccharides (EPS).  

I.1.2.5 Les lactocoques : 

Les cellules de Lactococcus sont sphériques ou ovoïdes, isolées, en paires ou en chaines de 

longueur variable (Teuber, 2015). Ce sont des bactéries anaérobies facultatives 

homofermentaires ne produisant que de l’acide lactique L (+) à partir du glucose (Kim, 2014), 

seul Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis produit le diacétyle (Teuber et Geis, 

2006). Elles sont toutes mésophiles, la température optimale de croissance est proche de 30°C, 

capable de se développer à 10°C mais pas à 45°C, certaines peuvent croître à une température 

inférieure à 7°C après une incubation de 10 à 14 jours. Elles se développent généralement à 4% 

de NaCl et à un pH proche de la neutralité, leur croissance s’arrêtant lorsque le pH du milieu 

atteint 4.5 (Mofredj et al., 2007 ;Kim, 2014 ;  Yu et al., 2017). Les plantes sont l’habitat 

typique de ce genre, ils sont présent ainsi chez les animaux et e leurs produits (Odamaki et al., 

2011). 
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I.1.2.6 Les bifidobacteries : 

Le genre Bifidobacterium est un groupe probiotique essentiel dans les produits laitiers (Issa et 

Tahergorabi, 2019). Il produit de l'acide lactique et de l’acétate ce qui entraîne une baisse dupH 

qui est défavorable et inhiberait la croissance d'autres germes (Delcenserie et al., 2002). 

     Ces bactéries ont la particularité de coloniser l'intestin. Leurs présences durables donne une 

bonne santé intestinale et le renforcement du système immunitaire (Bottacini et al., 

2010 ;Alegría et al., 2012). Ce sont des bâtonnets à Gram positif, anaérobies strictes, 

immobiles, non sporulantes, ils sont hétérofermentaires, avec un pourcentage de bases GC 

compris entre 46 et 67% et les compositions en peptidoglycanes sont très variables. Leur forme 

est très irrégulière, en forme de V, X ou Y dont la forme Y est la plus caractéristique, 

ressemblant à des branches mais pouvant être coccoïdes (Jian et al., 2001 ; Turroni et al., 

2011). Ils ont généralement un pH optimal de croissance autour de 6.5 à 7 et une température 

de croissance comprise entre 37°C et 41°C (Axelsson, 2004 ; Biavati et Mattarelli, 2015). 

I.1.2.7 Les streptocoques : 

Ce genre est globalement divisé en trois groupes : pyogène (la plupart des espèces pathogènes 

ethémolytiques), oral (tel que S. salivarius, S. bovis) et les autres streptocoques (Richards et 

al., 2014 ; Toit et al., 2014). Ces bactéries sont des cocci sphériques ou ovoïdes regroupées en 

paires ou en chainettes, Gram positif, catalase négative, en général immobiles et 

homofermentaires (Toit et al., 2014; Patel et Gupta, 2018 ; Park et al., 2019). Leur 

température optimale de croissance est 37°C. Elles sont incapables à se développer à 15°C et à 

pH 9.6 (Badis et al., 2005). Ce sont des commensales ou pathogènes chez l’homme et les 

animaux, la seule espèce de streptocoques utilisée en technologie alimentaire est Streptococcus 

thermophilus (Chandan et al., 2017). 

I.1.2.8 Genres Pediococcus et Tetragenococcus : 

Le genre Pediococcus peut soit améliorer, soit diminuer la qualité de nombreux aliments et 

boissons. Il rassemble des coques uniformément sphériques ou ovoïdes mais jamais allongés 

dont la particularité qui les différencie des autres genres est le regroupement en paires ou en 

tétrades mais jamais les chaines (Holzapfel, Franz, et al., 2015).  

Ils sont Gram positif, non mobiles, catalase négative, oxydase négative, ne forment pas de 

spores et se développent dans des conditions facultativement aérobies à microaérophiles (Gil-

Sánchez et al., 2019). Ce genre est mésophile, leur métabolisme est homofermentaire, ne 

produisant pas de CO2 à partir du glucose, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose et 

incapable de réduire les nitrates, leur développement nécessite la présence de divers facteurs de 
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croissance. Poussant à un pH voisin de 5 mais non à pH 9 sauf Pc. stilesii. Leur température 

optimale de croissance varie de 25°C à 35°C (Holzapfel, Franz, et al., 2006 ;Gil-Sánchez et 

al., 2019). Les espèces de Tetragenococcus ont un rôle crucial dans la fabrication des produits 

alimentaires à concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les pédiocoques 

sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Tosukhowong et al., 2005). 

I.1.2.9 Genre Oenococcus : 

Le genre Oenococcus est composé de deux espèces, Oenococcus oeni et Oenococcus kitaharae 

(Badotti et al., 2014). Ce sont des bactéries immobiles, asporulées de forme ellipsoïdale 

àsphérique avec un arrangement en paires ou en chaines. Elles exigent un milieu riche en 

acidesaminés et en facteurs de croissance (Endo et Dicks, 2011). Leur température optimale 

est de20°C à 30°C, acidophiles, poussant à un pH initial de 4.8 ou non acidophile (croissance à 

pH 5-7.5, pH 6-6,8 comme optimum), selon l'espèce (Dicks et Holzapfel, 2015). 

Ce genre de bactérie est spécialement retrouvé dans les vins ou dans les préparations similaires, 

à fermentation malolactique (Oenococcus oeni). Avec un métabolisme hétérofermentaire, 

chimio-organotrophe, anaérobie facultatif, ces bactéries ne sont ni protéolytiques, ni 

homolytiques (Dicks et al., 1995 ; Björkroth et Holzapfel, 2006, Mermouri, 2018). 

I.1.3 Utilisation des bactéries lactiques : 

I.1.3.1 Dans le secteur alimentaire : 

I.1.3.1.1 Conservation et sécurité des aliments : 

Les additifs alimentaires chimiques tels que les nitrites, les sulfites, l’acide propionique, l’acide 

ascorbique, et l’acide benzoïques sont couramment utilisée en technologie de conservation des 

aliments. Cependant l’utilisation des bactéries lactique peut aussi contribuer à la préservation 

des aliments en produisant divers agents antimicrobiens naturels tel que les acides organiques 

(acide lactique ,acides acétiques..) du dioxyde de carbone , du peroxyde d’hydrogène ,de 

l’éthanol, bactériocines, reutrine et reutricycline qui peuvent contribuer à l’arôme  tout en 

préservant l’aliment contre la détérioration (Reis et al., 2012 ; Favaro et al., 2015 ; Mir et 

Masoodi, 2018).  

La production in situ des bactériocines peut croitre la compétitivité de la souche dans la matrice 

alimentaire et contribue à la préservation des aliments (Ries et al., 2012 ; Tumbaraski et al., 

2018) 



  

9 
 

Par exemple, une bactérie lactique produisant des bactériocines peuvent être utilisée comme 

alternative au nitrate de potassium pour prévenir la perte tardive de fromager due à la 

contamination par les clostridium (Thomas et Delves –Broughton, 2005). 

I.1.3.1.2 Amélioration de la texture : 

En industrie laitière et plus précisément lors de la production de yaourt, on ajoute fréquemment 

du lait écrémé en poudre ou lactosérum pour avoir la texteur et la sensation en bouche 

souhaitées, bien que le consommateur ne considère pas cela comme contre nature, cela 

représente un cout supplémentaire pour le producteur.  

Dans certains pays la gélatine, l’amidon, la pectine, la gomme de guar et l’alginate ou d’autres 

polysaccharides d’origine microbienne telle que xanthane et le gellane sont ajoutés vu qu’ils 

augmentent la viscosité et la fermeté, améliorent  la texteur, réduisent la sensibilité à la synérèse 

et contribuent à la sensation en bouche des produits faibles en gras. Certains polysaccharides, 

par exemple les glucides végétaux, le xanthane et le gellane présentent l’avantage 

supplémentaire d’être adaptés à la modification chimique pour améliorer leurs propriétés 

rhéologiques (Patel,Ami et Prajapar ,2013).Cependant, les molécules modifiées sont perçues 

par le consommateur comme non naturel et que la réglementation alimentaire de plusieurs pays 

européens interdit l’utilisation d’additifs, comme dans le cas du yaourt.  

De ce fait, l’utilisation des bactéries lactiques productrice d’exopolysccharides comme culture 

starter permettrait donc de répondre aux attentes des consommateurs pour des produit bio sans 

additifs alimentaire et d’éviter à l’industrielle des étapes de purification d’EPS issus 

d’organisme qu’ont pas l’appellation GRAS (généralement reconnu étant comme sans danger) 

(Benhouna, 2019) 

I.1.3.1.3 Production d’arôme et de saveur : 

Les bactéries lactiques contribuent à l’arôme et à la saveur des produits fermentés. Ils acidifient 

les aliments, entrainant un gout acidulé d’acide lactique, en plus d’avoir des activités 

protéolytiques et lipolytiques et produisant des composés aromatiques à partir d’acides aminées 

qui contribue à l’arôme de produit final  (Favaro et al., 2015). 

Le contrôle des activités des peptidases de BL est une clé de la technologie d’affinage du 

fromage (Law, 2001) par exemple, la surexpression de certains peptidase de L.lactis subsp 

.cremoris améliore la qualité sensorielle de fromage (Guldfeldt et al., 2001) 

Les cultures starters et les cultures non starter (NSLAB) jouent un rôle important dans la 

formation des arômes car ils ont une grand capacité de biosynthèse et produisent des composés 
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aromatiques intéressantes (Randazzo et al., 2008 ; Settanni et Moschetti , 2010). Par exemple 

les fromages au lait de brebis italien comme le picorino sicillion (PS). Se caractérisent par une 

flore de bactéries lactiques non starter (NSLAB) très hétérogène, influencées par des facteurs 

géographiques et pouvant être responsable de la diversité des fromages (De Angelis et al., 

2001; Randazzo et al,2008) par ce que ces souches constituent une base important pour 

l’innovation des produits , des recherches sont en cours pour étudier leur applications dans 

l’industrie de fermentation alimentaire . l’ajoute de (NSLAB) entant que culture auxiliaire pour 

la fabrication du fromage augmente le niveau d’acides aminés libre et des acides gras libres .ce 

qui entraine une intensité de la saveur et une accélération du processus d’affinage du fromage 

(Crow et al., 2001 ; Settani et Moschetti, 2010).                       

Les LB homofermentaires convertissent presque complètement la source d’énergie disponible 

(sucre) en acide lactique via le pyruvate peut entrante la génération de plusieurs métabolites tel 

que l’acétate, l’éthanol, le diacétyle et l’acétaldéhyde. De cette manière les LB produisent des 

substances volatiles qui contribuent au gout typique de certains produits fermentés tel que le 

kéfir et le koumiss (l’éthanol). Le beurre et le babeurre (diacétyle) et le yarout (l’acétaldéhyde.). 

La production de CO2 par les LB hétérofermentaires suite à, la fermentation du lactose et 

l’utilisation du citrate est un caractère très utilisé en industrie fromagère .dans le cas de fromage 

de Roquefort le CO2 produit est à l’origine de la formation de cavité dans le caillé, qui seront 

ensuit peuplées par Pénicilium roqueforti (Bourel et al., 2001) le CO2 donne aussi l’aspect 

légèrement effervescent et onctueux du beurre. 

I.1.3.2 Dans le domaine de la santé : 

 L’intérêt des bactéries lactiques en matière de santé humaine a été initialement proposé au 

début du siècle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus sp pouvaient 

réduire la putréfaction intestinale en modifiant la flore intestinale. Le rôle des bactéries lactiques 

sur la santé était dans le cadre des probiotiques (Boumedien, 2013) 

Dans des études récentes, les bactéries lactiques ont démontré leur potentiel à promouvoir la 

santé cutanée et à exercer une réponse immunitaire cellulaire nécessaire à la défense cutanée 

(Yan yan et al., 2014). Ensuite les utiliser dans un procédé semi industriel pour obtenir d’autres 

produits fermentés avec une meilleure qualité hygiénique et à caractère thérapeutique très 

poussé, surtout que ces dernières années ; des recherches se sont accentuées pour trouver des 

voies de thérapies à base des probiotiques pour le traitement de diverses maladies chroniques 

(Lairini et al., 2014). 
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I.1.4 Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques : 

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens tels que les acides 

organiques, le peroxyde d’hydrogène, le diacétyle et les bactériocines, qui sont utilisées dans la 

fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005 ; Benyoucef, 2018). 

I.1.4.1 Acides organiques (acide lactique et acide acétique) : 

Les BL produisent des acides organiques pendant la croissance ; L'acide lactique et l'acide 

acétique sont deux des acides qui jouent un rôle important dans l'inhibition de la croissance des 

microorganismes (Cabo et al., 2002). Les BL ont la capacité de produire de l'acide organique 

à partir d'hydrates de carbone grâce au processus appelé fermentation. Le système de 

fermentation de BL est divisé en trois groupes basés sur la fermentation des hydrates de carbone 

dans des conditions illimitées ; homofermentaires, hétérofermentaires et hétérofermentaires 

facultatives (Hutkins, 2006). 

Les BL transforme le sucre en acide lactique à travers le processus de fermentation dans des 

conditions anaérobies. L'acide lactique est un composé naturel, à faible pH, efficace et 

conservateur. 

La fermentation du sucre, suivie d'une réduction du pH de 4,5 ou moins (Holzapfel, 1997) en 

raison de la production d'acides lactiques et autres acides organiques, est un facteur important 

pour l'inhibition de la croissance de micro-organismes indésirables. Le faible pH rend les acides 

organiques liposolubles, leur permettant de percer la membrane cellulaire et d'atteindre le 

cytoplasme des pathogènes en libérant des lipopolysaccharides (Haller et al., 2001). Comme 

les acides lactiques et acétiques sont tous deux lipophiles, ils peuvent diffuser rapidement dans 

la cellule et se dissocier au pH quasi neutre du cytoplasme en libérant des protons et des anions 

jusqu'à ce qu'un équilibre entre les concentrations externes et internes soit atteint. De cette 

manière, la croissance cellulaire peut être inhibée si l'accumulation de protons à l'intérieur du 

cytoplasme dépasse la capacité tampon de la cellule ou sa capacité à pomper des protons par 

des porteurs de H + -ATPase Corsetti et al., 2015 ; Benyoucef, 2018). 

I.1.4.2 Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) : 

Les BL ont la capacité de produire du peroxyde d'hydrogène en présence d'oxygène lors de 

l'action de certaines enzymes comme le nicotinamide adénine hydroxyle di nucléotideoxydase 

(NAHD), la flavonoprotéine oxydase et le glycérophosphate oxydase (Ross et al., 2002). BL 

ne produira pas de catalase pour l'élimination du peroxyde d'hydrogène. (Benyoucef, 2018) 
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I.1.4.3 Production de bactériocines : 

La dissémination rapide de bactéries multi-résistantes continue de se développer mondialement, 

ce qui menace la longévité des antibiotiques dans le secteur médical et agroalimentaire. Les 

bactéries lactiques inhibent le développement de certains micro-organismes grâce à la synthèse 

de molécules antibactériennes parmi lesquelles se trouvent les bactériocines. Les bactériocines, 

toxines peptidiques produites par les bactéries, offrent un potentiel prometteur comme 

substituts ou conjugués aux composés bioconsarvateurs et thérapeutiques actuels. Ces peptides 

non toxiques présentent une puissance significative contre certaines bactéries (y compris les 

espèces multi-résistantes), tandis que les souches productrices restent insensibles aux peptides 

bactéricides (Meade et al., 2020). Ces bactériocines sont des divers groupes de peptides 

antimicrobiens et sont une caractéristique importante dans la sélection de souches probiotiques 

(Malik et al., 2012). 

I.1.4.3.1 Définition : 

Les bactériocines sont synthétisées par voie ribosomique d'origine chromosomique ou 

plasmidique, généralement par des bactéries à Gram positif appartenant au groupe des bactéries 

lactiques. Les bactériocines sont des peptides avec des poids moléculaires faibles avec une 

activité antimicrobienne ciblant les bactéries phylogénétiquement proches de la bactérie 

productrice (spectre étroit) ou ciblant des bactéries d'autres genres (large spectre) inhibant une 

grande variété de bactéries, et ayant un mode d’action bactéricide, ou bactériostatique. Ces 

petites molécules cationiques (30 à 60 acides aminés), en raison de leurs hélices amphiphiles, 

diffèrent par leur spectre d'activité, leur mode d'action, leur poids moléculaire et leurs propriétés 

biochimiques.  

La souche productrice produit une protéine d’immunité pour se protéger des effets délétères de 

la bactériocine qu’elle produit (Meade et al., 2020). 

I.1.4.3.2 Classification : 

La classification des bactériocines est principalement basée sur différents critères premièrement 

le spectre d’action. De plus, sur leurs structures, leur poids moléculaire et les mécanismes 

d’action des bactériocines. 

Cette classification se décompose actuellement en quatre classes distinctes. (Mokdad, 2020) 

➢ Classe 1 : Les lantibiotique : 

Sont des peptides de petite taille hydrophobes, thermostables et cationiques composés d’acides 

aminés cationiques inhabituels, qui sont formés post-traductionnelle-ment (Elayaraja et al., 
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2004).Un de ces acides aminés est lanthionine d’où le nom lantibiotique des bactériocines 

appartenant à la classe І. Leur poids moléculaire est inférieur à 10 kDa. 

Cette classe comprend les protéines susceptibles de subir certaines modifications par leur 

biosynthèse, en raison de la présence d'une séquence de peptides signaux cela permettra la 

reconnaissance, le transport et le maintien du peptide inactif (Gonzalez et al., 2018). 

Mécanisme d’action des lantibiotiques  

Les lantibiotiques se lient à la membrane cellulaire par des liaisons ou récepteurs tel que le 

lipide 1, précurseur de peptidoglycane, ou par des réactions électrostatiques. 

Les lantibiotique augmentent la perméabilité membranaire, en formant des pores larges et non 

spécifiques au niveau de la membrane cytoplasmique, ce qui résulte l’efflux des petits composés 

cytoplasmiques tels que les ions, l’acide aminé, l’ATP, etc. Cette augmentation de la 

perméabilité membranaire va conduire à la dissipation des deux composantes de la force proton 

motrice, à la cessation rapide des activités cellulaires et à la mort cellulaire. (Mokdad, 2020) 

➢ Classe II 

Cette classe regroupe les petites bactériocines (< 10 KDa) thermostables et ne subissant pas de 

modification post-traductionnelle ; cependant elles sont généralement synthétisées sous forme 

d’un pré-peptide qui sera maturé lors de son excrétion dans le milieu extracellulaire. (Meade 

et al., 2020). 

Mécanisme d’action des bactériocines de classe II : 

Le mécanisme d’action de cette classe de bactériocines est devisé en 3 étapes. La première étape 

repose sur la fixation du peptide sur la membrane de la cellule cible. Pendant cette étape le 

peptide atteint sa conformation tridimensionnelle lui permettant d’exprimer son activité. La 

deuxième étape est l’insertion du bactériocine dans la membrane cytoplasmique assurée par des 

peptides antibactériens pour former un pore. La dernière étape est la formation du pore qui 

conduit à la fuite des composés intracellulaire provoquant un ralentissement de la vitesse de 

croissance bactérienne allant jusqu’à la mort cellulaire (Jasniewski, 2008).  

➢ Classe III  

Les bactériocines de classe III sont caractérisées par leur grande taille, Elle contient les 

protéines de taille supérieure à 30kDa et sensibles à la chaleur. La structure et le mode d’action 

de ces bactériocines diffèrent complètement des autres bactériocines produites par les bactéries 

lactiques (Abid, 2020). Leur mécanisme d'action est distinct de celui des bactériocines car ils 

fonctionnent par la lyse des cellules sensibles en catalysant l'hydrolyse de la paroi cellulaire. 

(Mokdad, 2020) 
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Tableau 1 : Bactériocines des classe III produites par des bactéries lactiques (Luquet et 

Corrieu, 2005) 

 

 

 

 

 

Mécanisme d’action des bactériocines de classe III : 

Cette classe de bactériocine diffère totalement des autres classes par son mode 

d’action.L’entérolysine A, la zoocine A et la milléricine B agissent par l’hydrolyse des liens 

peptidiques des peptidoglycanes des cellules sensibles. La zoocine A a un spectre d’action étroit 

alors que l’entérolysine A et la milléricine B ont un spectre d’action large. L’helvéticineJ a un 

mode d’action bactéricide (Dortu & Thonart, 2009 ; Nilsen et al., 2003). 

➢ Classe IV 

Ce sont des protéines complexe requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour 

avoir une activité. Ces bactériocines sont aussi reclassées comme des bactériolysines 

qui sont des polypeptides hydrolytiques. Cependant, cette classe est très peu représentée 

voire éliminée (Drider et al., 2006). 

Figure 2 Mécanismes d'action des bactériocines produites par les BL (Fernandez, 2014) 
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I.1.4.4 Applications des bactériocines 

I.1.4.4.1 Dans le secteur alimentaire : 

Les bactériocines peuvent être utilisées comme additifs alimentaires, actuellement, Lanisine est 

un agent de conservation, dans lequel il est utilisé dans une variété de produits, y compris le 

fromage, les aliments en conserve et la viande salée (Duhan et al., 2013). La production de 

bactériocines améliore la capacité du LAB à contrôler la croissance des bactéries pathogènes et 

des bactéries alimentaires dans les produits alimentaires et les rend particulièrement 

intéressantes pour l'industrie alimentaire, offrant des alternatives naturelles aux additifs 

chimiques pour améliorer la sécurité et la qualité des produits alimentaires(Kondrotiene et al., 

2018).Il a été trouvé que la poudre LAB lyophilisée contenant de la bactériocine inhibe la 

Listeria chez les hotdogs (Wan, 2017). 

I.1.4.4.2 Dans le secteur sanitaire : 

L’usage des bactériocines n’est pas restreint au domaine alimentaire. Celles-ci servent aussi 

comme agents de thérapie naturelle alternatifs aux antibiotiques (Smaoui, 2010). Suite à 

l’émergence du phénomène d’antibiorésistance manifesté par plusieurs bactéries pathogènes 

(parmi lesquelles certaines sont résistantes à plusieurs antibiotiques à la fois) qui menace la 

santé publique, les études sont actuellement orientées vers la recherche de nouvelles substances 

antibiotiques naturelles pouvant résoudre ce problème (Mkrtchyan et al., 2010). Les 

bactériocines de la classe II a présentent un groupe important de peptides antimicrobiens qui 

peuvent être utilisés en médecine avec les antibiotiques dans le traitement des maladies 

infectieuses ou comme des agents antiviraux. Ces molécules ont une activité inhibitrice contre 

les bactéries à Gram positif nuisibles et pathogènes comme Bacillus cereus, Clostridium 

perfringens, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Drider et al., 2006). 

I.2 Evaluation du potentiel probiotique : 

I.2.1 Définition et historique : 

L’histoire de probiotique remonte à des centaines d’années avec la consommation des aliments 

fermentée, leur bienfaits sur la santé ont été connu depuis longtemps, Hippocrate et d’autre 

scientifiques ont rapporté que le lait fermenté pourrait guérir certains troubles du système 

digestif. (Ranadheera et al., 2010 ; Gharib, 2020). 

En 1907 le chercheur russe Metchnikoff a proposé pour la première fois le concept des 

probiotique (Ranadheera et al., 2010). Il a émis l’hypothèse que la longévité de paysans 

Bulgares était liée à la consommation de grandes quantités de produits laitières fermentées par 
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des bactéries lactiques qui remplacent les microorganismes pathogènes intestinaux, réduisant 

ainsi la production des toxines qui conduit à la maladie. (Singh et al., 2011 ; Gharib, 2020). 

Le mot «probiotique» est drivé de grec qui signifie « pour la vie » à l’opposé des 

« antibiotiques », au fil des années il a eu plusieurs significations. Kollath en 1953 et la Vierge 

en 1954 ont été probablement les premiers à introduire le terme « probiotique ». (Otles, 2013 ; 

Belhamra, 2017). Il a été utilisé par Lilley et Stilwell en1965 pour décrire les substances 

secrétées par un microorganisme stimulant la croissance de l’autre à l’opposé des antibiotiques, 

Sperty (1971) a utilisé le mot probiotique pour décrire des extraits de tissus qui ont stimulé la 

croissance microbienne. En 1989, Fuller a redéfini les probiotiques comme des « suppléments 

alimentaires contenant des bactéries vivantes qui peuvent être bénéfiques pour l’hôte en 

améliorant l’équilibre de sa flore intestinale », cette définition a souligné la nécessité d'un 

probiotique d’être viable. Havenaar et Hisinin’t Veld (1992) ont décrit un probiotique comme 

« une mono ou culture mixte de microorganisme vivants bénéfiques pour l’homme et l’animal 

en améliorant les propriétés de la microflore indigènes (Rusch, 2002). 

Ces microorganisme sont généralement des bactéries qui influent la santé humain et animale et 

protègent de certains infections intestinales, participent au premier lieu à la digestion et 

influencent le système immunitaire (Zheng et al., 2017 ; Malikova et al.,2020) 

I.2.2 Les principaux microorganismes probiotiques : 

Les microorganismes probiotiques principalement utilisés appartiennent aux genres : 

Lactobacillus, Bifidobactérium, Enteroccocus. (Rayavarapu et Tallapragada, 2019)Bien que 

d’autres espèces des genres : E. coli, Bacillus,et également de levure, Sacharomyces ont fait 

l’objet d’application sur le marché de probiotique.(Soccol et al., 2014 ;Prado et al., 2015) 

Ainsi des Pediccocus, Leuconostoc, Propionibactérium et Streptococcus. (Shah, 2007 ; 

Ranadheera et al., 2010) 

I.2.2.1 Les ferments lactiques : 

Ce sont des microorganismes capables de produire de l’acide lactique par la fermentation de 

certains sucre comme le lactose ; ils sont regroupés en deux catégories : 

a. les lactobacilles : Lactobacilles bulgaris, Lactobacillus acidiphilus, Lactobacillus caséi. 

b.  Les lactocoques : Entéroccocus, streptoccocus. (Mermouri, 2018) 
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I.2.2.2 Les bifidobactries : 

Les bifidobactéries possèdent une bonne résistance aux sucs gastriques (Mermouri, 2018). Les 

bifidobactéries sont des bâtonnés en formes variées dont la forme Y est la plus caractéristiques 

elles sont gram positives, non sporulées, strictement anaérobie, hétérofermentaires produisent 

l’acide lactique ou acétique. Bien que les bactéries du genre de bifidobactérium partagent des 

caractéristique phénotypique avec des bactéries lactiques, il est regroupé dans la subdivision 

des bactéries ayant un pourcentage (G+C) supérieur ce qui lui inclut dans le phylum des 

Actinobactéries (Lee et Salminen, 2009, Belhamra, 2017). 

I.2.2.3 Les levures du genre Saccharomyces : 

Utilisée dans l’industrie agroalimentaire (Mermouri, 2018) Saccharomyces boulardii a été 

utilisée au cours des 30 dernières années pour la prophylaxie et le traitement des maladies 

diarrhéiques causées par des bactéries et d’autres troubles gastro-intestinaux provoqué par 

l’administration d’un agent antimicrobien. (Kelesidis et Pothoulakis, 2012) 

I.2.2.4 Escherichia coli Nissle : 

Escherichia coli Nissle 1917 est une bactérie Gram négatif non pathogène appartenant à la 

famille entérobactéries (Schultz, 2008 ; Belhamara, 2017). C’est une souche probiotique bien 

connue avec multiples effets bénéfiques sur l’hémostasie intestinale. Contrairement à d’autre 

souche d’E coli elle ne produit pas de facteurs de virulence. Donc elle est incapable d’induire 

des dommages à la surface de l’épithélium intestinal (Grozdanov, 2004), elle peut stimuler la 

production de béta-défensine 2 humaine, une molécule qui se révèle être circulaire dans la 

protection de la barrière mucosale contre l’adhérence et l’invasion par des bactéries pathogènes. 

(Schlee et al., 2007 ; Belhamara, 2017) Elle peut sécréter des facteurs (microcines, adhésines, 

protéase) qui améliorent la production de l’adénosine triphosphates (ATP). Améliorent ainsi la 

disponibilité de l’énergie. Ainsi qu’elle peut moduler la réponse inflammatoire de la muqueuse 

par une action directe sur les lymphocytes T activés. (Schlee et al., 2007) 

I.2.2.5 Les bactéries sporulées : 

Représentées essentiellement par Bacillus subtilis et Bacillus cereus (Mermouri, 2018).  Les 

spores de B.clausiisont utilisées comme suppléments médicales commercialisé sous le nom 

Enterogermina®, il est indiqué pour aider à prévenir la gastro-entérite chez les nourrissons et 

les enfants. (Cutting, 2011 ; Belhamra, 2017) 
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I.2.2.6 Autres bactéries lactiques : 

• Pediococcus : 

Les Pediococcus sont des bactéries Gram positif, catalase négative et oxydase négative, 

anaérobie facultative ou micro aérophile, produisent de l’acide lactique en tant que produit final 

majeur de la fermentation du glucose par la voie d’Embden-Meyerhof, elles sont 

homofermentatives, ne produisent pas de CO2 à partir du glucose, et nitrate négatives. Elles se 

distinguent des autres bactéries lactiques par forme sphérique des cellules et qui se divisent en 

deux directions perpendiculaires formant des tétrades. Elles sont immobiles et ne forment pas 

de spores ou de capsule. (Belhamra, 2017) 

• Entéroccocus : 

Les entérocoques sont des cocci ovoïdes Gram positif isolées, en paires et en chaines courtes, 

non sporulées, non mobiles à l’exception d’Entrococcus gallinarumet Enterococcus 

casseliflavus, homofermentaires produisant de l’acide lactique avec dominance comme produit 

finale de fermentation des carbohydrates (Svec etFranz, 2004) 

Les entérocoques probiotiques sont utilisés comme des compléments alimentaires sous forme 

de préparations pharmaceutiques. Les deux espèces les plus connus, étudiés et commercialisées 

sont particulièrement E.faecium et E.faecalis. Elles sont utilisées pour le traitement des 

diarrhées aigües, les diarrhées associes à l’antibiothérapie, traitement du côlon irritable et pour 

réduire le taux du cholestérol sérique. (Franz et al., 2011) 

L’utilisation des entérocoques chez l’homme reste controversée (Izquierdo, 2009;  

Belhamara, 2017). Car ces microorganismes sont associés à la contamination fécale, aux 

maladies nosocomiales, ils possèdent des gènes de résistances aux antibiotiques ainsi que des 

facteurs de virulence (Holzapfel et Wood, 2012) 

I.2.3 Critères de sélection de souche probiotique : 

Les probiotiques présentent des propriétés qui sont variables selon l’espèce ou la souche 

microbienne. Le choix des probiotiques dépend de ces propriétés et du type d’utilisation. Pour 

qu’un produit soit reconnu comme étant probiotique, une évaluation du produit basée sur 

plusieurs critères doit être effectuée suivant les recommandations de la FAO/OMS. (Li et al., 

2019) 
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I.2.3.1 Critères fonctionnels : 

❖ La survie au cours du transit digestif : 

Afin d’attendre le site d’action et exercent leurs effets bénéfiques, les probiotiques doivent 

d’abord surmonter un certain nombre de barrières physiques et chimiques dans le tractus gastro-

intestinal. (Huckle et Zhang, 2011) 

La capacité de survie des probiotiques est variable d’une souche à l’autre. Certains sont détruits 

dès leur passage dans l’estomac par contre, d’autre peuvent résister et survivent tout au long du 

transit. Au niveau de l’estomac, plus de deux litres de suc gastrique avec un pH aussi bas que 

1.5 est secrété chaque jour, tout microorganisme probiotique doit avoir une tolérance élevée à 

l’acidité pour qu’il puisse survivre les microorganismes qui survivent dans des conditions 

acides de l’estomac doivent faire face à l’action détergente des sels biliaires libérés dans le 

duodénum. Des modelés in vitro stimulants les conditions gastro-intestinales sont utilisées pour 

la sélection des souches probiotiques. 

❖ Activité hydrolase des sels biliaires : 

Les BSH sont généralement des enzymes intracellulaires, insensibles à l’oxygène qui catalysent 

l’hydrolyse des sels biliaires. Un certain nombre de BSH (hydrolase des sels biliaires) ont été 

identifiés et caractériser chez des bactéries probiotiques, la capacité des souches probiotiques à 

produire des BSH a été souvent considéré comme critère de sélection des souches probiotiques 

(Lahmer et al., 2020). 

❖ Adhésion au mucus et/ou cellules épithéliales humaines : 

La capacité d’adhésion à la muqueuse intestinale est l’un des principaux critères de la sélection 

des souches probiotiques ; elle est considérée comme une condition préalable à la colonisation 

(Ouwehand et al., 1999). Plus la bactérie passe dans les tractus gastro-intestinales plus elle 

aura la chance d’exercer un effet bénéfique pour la hôte. (Izquierdo, 2009) 

L’adhésion des souches au mucus ou à l’épithélium est habituellement étudiée in vitro en 

utilisant des mucus humain ou animal et des cultures cellulaires comme le Caco2 ou HT29. 

(Servin et Coconnier, 2003). 

❖ Activité antimicrobienne :  

L’activité antimicrobienne est l’une des critères de la sélection des souches probiotiques. Les 

bactéries lactiques synthétisent des molécules à action bactéricides ou bactériostatiques comme 

les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde de carbone, le diacétyle et les 

bactériocines. (Belhamra, 2017). 
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I.2.3.2 Critères technologiques : 

❖ Identification des souches : 

Les souches probiotiques doivent être identifiées par des méthodes moléculaires fiables 

de la détermination du phénotype et du génotype. (Jayashree et al., 2014) 

❖ Innocuité : 

Un microorganisme probiotique doit présenter une innocuité totale pour le 

consommateur et ne présenter aucune propriété indésirable possible comme la 

résistance aux antibiotiques, cytotoxicité, activité hémolytique (Dalli et al., 2017), ainsi 

l’absence de  transfert des gènes entre les probiotiques et les bactéries de 

macrobiote…..etc. (Burgain, 2011). 

❖ Origine : 

Les souches probiotiques d’origine humaine sont compatibles avec le tractus intestinal 

humain. Elles peuvent être d’une origine autre qu’humaine (animal, alimentaire, ou 

végétale). Tant qu’elles ne sont pas reconnues comme étant dangereuses (Kosin et 

Rakshit, 2006). 

I.2.3.3 Critères de sécurité : 

✓ Les bactéries susceptibles d’être produites et utilisées comme ferments lactiques ne 

doivent évidemment pas présenter de caractère pathogène et ne pas générer des 

substances toxiques comme amines biogènes. C’est le cas de la plupart des espèces de 

bactéries lactiques, qui ne possèdent le statut GRAS à l’exception de certains 

Entérocoques. (Dib, 2015). 

✓ Viabilité et stabilité des microorganismes. (Harzallah et Belhadje, 2013). 

✓ Conservation des propriétés probiotiques dans le produit fini et les souches probiotiques 

doivent rester stables lors de la conservation de produit et doivent être fournies en 

dosage appropriés jusqu'à la date d’expiration (Ahmadova, 2013)  

✓ Attribution des propriétés organoleptiques qui attirent le consommateur. Les produits à 

base de probiotiques doivent posséder de bonnes propriétés organoleptiques, surtout le 

gout. (Bahri et al., 2014). 

✓ Résistance aux phages. (Mattila-Sandholm et al., 2002). 
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I.2.4 Mécanisme d’action des probiotiques : 

➢ Renforcement de la barrière épithéliale : 

La barrière intestinale présente un mécanisme de défense majeur impliqué dans le 

maintien de l’intégrité épithéliale et dans la protection de l’organisme contre les 

agressions de l’environnement. Les défenses de la barrière intestinale sont constituées 

par la couche muqueuse, les peptides antimicrobiens IgA sécrétoire et le complexe 

d’adhérence de jonction épithéliale. (Bermud-Brito et al., 2012)  

Il a été rapporté que l’incubation des cellules intestinales avec Lactobacillus influe de 

façon différentielle la phosphorylation des protéines de jonction d’adhérence et 

l’abondance de protéine kinase C (PKC), modulant ainsi positivement la fonction de 

barrière épithéliale. (Hmmel et al., 2012,  Bermud-Brito et al., 2012) 

L’utilisation des probiotiques, prévient l’altération de l’épithélium induit par les 

cytokines qui caractérisent les maladies inflammatoires de l’intestin, peut également 

contribuer au renforcement de la barrière muqueuse. Les mucines (Glycoprotéine) sont 

les principaux constituants macromoléculaires de mucus épithéliaux. Les probiotiques 

peuvent favoriser la sécrétion de mucus comme un mécanisme pour améliorer la 

fonction de la barrière et l’exclusion des agents pathogènes. (Bermud-Brito et al., 

2012) 

➢ Production de substances antimicrobiennes : 

Les acides organiques, en particulier l’acide acétique et l’acide lactique, ont un effet 

inhibiteur pour les Gram négatives, ils ont été considéré comme les principaux 

composés antimicrobiens responsables de l’activité inhibitrice des probiotiques contre 

les agents pathogènes (Bermud-Brito et al., 2012). 

 L’acide organique pénètre dans la cellule bactérienne à travers la membrane 

bactérienne. Il se dissocie à l’intérieur de son cytoplasme. L’éventuelle diminution de 

pH intracellulaire ou l’accumulation intracellulaire de la forme ionisée de l’acide 

organique peut conduire à la mort de l’agent pathogène (Ouwehand, 1998, Russell et 

Diez-Gonzalez, 1998), certains probiotiques sont capables de générer de peroxyde 

d’hydrogène en présence d’hydrogène. L’effet bactéricide de peroxyde d’hydrogène est 

du à son effet oxydant sur la surface cellulaire bactérienne, le dioxyde de carbone est 

produit par les bactéries hétérofermentaires, et son activité antimicrobienne est due à 

l’inhibition de décarboxylation enzymatique et son accumulation dans la membrane 
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provoquant un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire.(Callado et al., 

2010). 

Un grand nombre de bactéries lactiques produisent des peptides antibactériens qui sont 

les bactériocines inhibant la croissance des bactéries altérantes ou pathogènes. Les 

bactériocines agissent au niveau de la membrane cellulaire par un mécanisme comme 

comprend la destruction des cellules cibles par la formation des pores et/ou l’inhibition 

de la synthèse de la paroi cellulaire. (Bermudez-Brito et al., 2012). 

➢ Exclusion compétitive des microorganismes pathogènes : 

Les mécanismes utilisés par une espèce pour exclure ou réduire la croissance d’une autre 

espèce sont variés, y compris ; la création d’une micro-écologie hostile pour rendre 

l’environnement moins adapté à leurs concurrencent, l’élimination des sites récepteurs 

bactériens disponibles, la production et la sécrétion de substances antimicrobiennes et 

des métabolites sélectifs, l’épuisement compétitif des nutriments essentiels (Rolfe, 

1991 ; Bermudez-Brito et al., 2012). 

Les propriétés d’adhésion spécifiques qui sont due à l’interaction entre les protéines de 

surface et les mucines peuvent inhiber la colonisation des bactéries pathogènes et sont 

les résultats d’une activité antagoniste par certains souches probiotiques contre 

l’adhésion des pathogènes gastraux-intestinaux. (Servin, 2004). 

➢ Compétitions pour les nutriments : 

L’inhibition de pathogène peut également s’effectuer par un processus de compétition 

pour les nutriments. (Oleschalaeger, 2010). La compétition pour les nutriments est très 

intense, l’interaction dépendant de la vitesse d’absorption des instruments et la vitesse 

métabolique inhérent, du taux de croissance, et de la sécrétion des inhibiteurs 

spécifiques. (Luis Balcàzar et al., 2006). 

➢ Augmentation de l’adhésion à la muqueuse intestinale : 

L’adhésion à la muqueuse est indispensable pour la colonisation et elle est importante 

pour l’interaction entre les souches probiotiques et l’hôte. La plupart des infections 

intestinales sont initiées par l’adhésion des pathogènes aux cellules entérocytaires de 

l’hôte. 

Les bactéries lactiques présentent divers déterminants de surface impliquées dans leur 

interaction avec les cellules épithéliales intestinales (Servin, 2004).Les cellules 

épithéliales intestinales produisent la mucine qui est un mélange complexe de 

glycoprotéines qui constitue un composant principale de la muqueuse, empêchant ainsi 
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l’adhésion des bactéries pathogènes. (Callado et al., 2005, Bermudez-Brito et al.,  

2012). 

Les bactéries présentent des adhésines de surface qui assurent la fixation à la   muqueuse, 

l’exemple le plus étudiée des adhésines bactériennes ciblant le mucus est une protéine 

produite par Lactobacillus reuteri (Buck et al.,2005, Bermudez-Brito et al., 2012) 

Les probiotiques telles que L.plantarum, ont la capacité d’induire MUC2 et MUC3 et 

d’inhiber l’adhérence d’E.coli enteropathogène. Cette observation indique que 

l’amélioration des couches muqueuses et du glycocalyx recouvrant l’épithélium 

intestinale, ainsi que l’occupation des sites de liaison microbienne par Lactobacillus spp. 

Fournir une protection contre l’invasion par des agents pathogènes (Bermudez-Brito et 

al., 2012). Le processus d’adhésion microbienne des bactéries lactiques comprend 

également des interactions non spécifiques électrostatiques, hydrophobes et des forces 

stériques. De même certaines souches de Bifidobacterium et Lactobacillus ont la capacité 

d’adhésion sur la surface de la muqueuse intestinale et favorisent l’amélioration d’un 

effet barrière fonctionnel contre l’invasion des pathogènes (Khalighi et al., 2016) 

Les mécanismes de compétition de l’adhésion se font généralement de deux façons : 

➢ Compétition spécifique par l’intermédiaires des adhésines (Gueimonde et al., 2006, 

Lahmer et al.,2020 ). 

➢ Compétition non spécifique en impliquant des interactions de faibles liaisons (Shanahan, 

2011, Lhmer et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 Figure 3 : Mécanisme d'inhibition d'adhésion des pathogènes (a) compétition spécifique (b) 

compétition non spécifique (Servin et Cocconnier, 2003) 
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➢ Modulation du système immunitaire : 

Les probiotiques peuvent procurer des effets bénéfiques en stimulant l’immunité non spécifique 

et en modulant la réponse immunitaire humorale et cellulaire. (Fong et al., 2016) . Ce 

mécanisme porte sur l’interaction des probiotiques avec le système immunitaire pour accroitre 

la réponse immune de l’hôte contre les pathogènes de manière dépondant de la souche. (Lee et 

Mazmanian, 2010). La modulation de système immunitaire se fait par diffèrent mécanisme 

parmi ces mécanisme le renforcement de la réponse immunitaire non spécifique contre les 

infections, la stimulation de l’activité des cellules phagocytaires avec l’amélioration des 

productions de l’immunoglobuline intestinale IgA et l’induction de la synthèse des cytokines. 

(Holzapfel, Goktepe, et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

    

I.2.5 Rôle de probiotique : 

La consommation régulière de probiotique permet de créer un équilibre entre les 

microorganismes bénéfiques et les mauvaises bactéries. 

Aussi les probiotiques participent à l’activation de l’immunité et la réduction de l’allergie chez 

les sujets à risque. Ils survivent au niveau du tube digestif où réside une partie de l’immunité 

grâce à leur résistance à l’acide gastrique et à la bile.  

Figure 4 : Les principaux mécanismes d'action des probiotiques (Bermudez-Brito et al.,2012) 
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Les probiotiques ont un rôle important dans le développement du système immunitaire chez le 

nourrisson et dans son amélioration chez les personne âgées par l’augmentation du nombre de 

phagocytes et de lymphocytes natural killer, premières défense contre un agent exogène. (Abid, 

2020). 

Ils colonisent le tractus intestinal en formant une barrière contre les mauvais germes, et agissent 

également par l’amélioration de l’utilisation du lactose, par la réduction du cholestérol sanguin 

et du niveau de substances carcinogènes, et par l’inactivation de composés toxiques à la 

stimulation du système. (De vrese et al., 2001). 

I.2.6 Effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine : 

I.2.6.1 Amélioration de l’intolérance au lactose : 

Le lactose est un disaccharide présent exclusivement dans le lait et ses dérivés, la digestion de 

lactose nécessite une lactase qui hydrolyse le lactose en glucose et galactose.  

L’hypolactasie conduit à une digestion incomplète du lactose et qui a pour conséquence une 

intolérance au lactose qui se traduit par des symptômes digestifs après l’ingestion de lait : 

ballonnements, digestion difficile, diarrhée. Ce problème touche près de 70% de la population 

mondiale (Singh et al., 2011). 

I.2.6.2 Réduction des diarrhées : 

De nombreuses études cliniques visant le traitement ou la prévention des maladies diarrhéiques 

par l'utilisation des probiotiques ont été publiés. Le soulagement des symptômes et le 

raccourcissement des infections sont les effets probiotiques les plus importants (Fung et al., 

2011). 

I.2.6.3 Infection à Helicobacter pylori : 

H. pylori a été associée en tant qu'agent majeur de la gastrite et ulcère peptique et également 

considérée comme un facteur de risque pour le cancer de l’estomac. L’utilisation de 

probiotiques pour l'inhibition de H. pylori a été explorée. Les données in vitro et in vivo 

obtenues, rapportent un effet inhibiteur des probiotiques sur l’adhésion de H. pylori aux cellules 

gastriques et la réduction de viabilité (Pintado et al., 2014). 

I.2.6.4 Constipation : 

Les bifidobactéries et les lactobacilles produisent l'acide lactique, acétique et d'autres acides 

conduisant à un abaissement du pH dans le côlon, qui peut améliorer le péristaltisme et diminue 

ensuite le temps de transit colique (Salvatore et Vandenplas, 2010). 
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I.2.6.5 Maladies inflammatoires de l'intestin : 

Le mécanisme d'action qui prend en charge les effets positifs des probiotiques sur les MII est 

encore peu claire. Cependant, il est bien évident que les différentes bactéries probiotiques 

agissent par des voies multiples plutôt que, par un seul mécanisme commun. Les principaux 

mécanismes d'action possibles des probiotiques comprennent l’antagonisme contre les agents 

pathogènes via la sécrétion de composés bactéricides, la suppression des médiateurs pro-

inflammatoires, l'induction des facteurs de protection, l’amélioration de la prolifération des 

cellules épithéliales et l’inhibition de l'apoptose (Pintado et al., 2014). 

I.2.6.6 Maladies allergiques : 

Les maladies atopiques comme l'eczéma, la rhinite allergique et l'asthme sont des troubles 

allergiques chroniques dont la prévalence a augmenté considérablement au cours des 20 

dernières années. Nombreuses preuves suggèrent que les souches probiotiques vivantes 

sélectionnées peuvent être efficaces dans la prévention des maladies allergiques (Lahtinen et 

Endo, 2012).  

Certaines études suggèrent qu'il existe une relation entre les maladies allergiques et la 

composition de la microflore intestinale. Sepp et al. (2005) ont constaté que les bifidobactéries 

ont été moins détectés chez les enfants souffrant de maladies allergiques que chez les enfants 

en bonne santé (Brunser et Gotteland, 2010 ; Belhamra, 2017). 

I.2.6.7 Cancer : 

L’effet anticancéreux des bactéries probiotiques est rapporté comme étant dû à la suppression 

des sources de procarcinogène ou les enzymes qui conduisent à leur formation, l’amélioration 

de l’équilibre de la microflore intestinale, la normalisation de la perméabilité intestinale 

conduisant à la prévention ou le retardement de l’absorption des toxines, le renforcement des 

mécanismes de barrière intestinale, et l’activation des facteurs cellulaires non spécifiques (telles 

que les macrophages et les cellules naturel killer par l’intermédiaire de la régulation de la 

production d’interféron- γ ) (Shah, 2007). 
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Matériels et méthodes 
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II. Matériel et méthodes : 

Ce travail a été réalisé dans la station expérimentale au laboratoire de microbiologie de la 

Faculté de Science de la Nature et de la Vie, Université Saad Dahleb, Blida 1, sur une période 

de deux mois. L’objectif de notre travail consiste à l’évaluation de l’activité antimicrobienne 

des souches et la mise en évidence du potentiel probiotique de bactéries lactiques isolées de 

produits laitiers du territoire. 

II.1 Provenance des bactéries utilisées 

II.1.1  Les bactéries lactiques 

Les neufs (09) souches de bactéries lactiques sélectionnées pour l’étude proviennent du travail 

de notre promotrice réalisé dans le cadre de sa thèse de doctorat (Benhouna, 2019), ces souches 

ont été isolées de différents produits laitiers, purifiées et identifier par voie moléculaire PCR, 

elles sont notées par des codes selon le tableau ci- dessous (Tableau 2) 

II.1.2 Les souches pathogènes : 

Les souches bactériennes pathogènes utilisées dans nos expérimentations proviennent du 

laboratoire d’hygiène de Tipaza. Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA PS20, E .coli 

ATCC8739, Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogène ATCC 9525, 

Klebsiella. 

Tableau 2 : Les souches lactiques utilisées au cours de ce travail. 

 Les souches origine Séquençage de l’ADN 16S 

LB1 
Lait de chamelle (Naama) Lactobacillus plantarum 

LB2 Lait de vache (Oran) Lactobacillus plantarum 

LC1  
Lait de chamelle (Bechar) 

Leuconostoc mesenteroides 

LC 2  Lait de chamelle (Naama) 
Leuconostoc mesenteroides 

LC 3 Beurre traditionnel (Oran) 
Leuconostoc mesenteroides 

LC4 Lait de vache (Oran) 
Leuconostoc mesenteroides 

W1 Lait de vache (Oran) Weissella confusa 

W 2 Beurre traditionnel (Oran) Weissella confusa 

W 4 Formage traditionnel (klila) Weissella confusa 
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Les résultats de l’identification des espèces par PCR ont révélé que les neuf souches 

sélectionnées appartiennent à Leuconostoc mesenteroide, Weissella confusa, lactobacillus 

plantarum avec pourcentage de similitudes de 99%. (Benhouna, 2019) 

II.2 Revivification des souches lactiques : 

Les souches lactiques étant conservées dans du milieu lait glycérol à -80°C, Leur revivification 

est réalisée sur milieu liquide (MRS bouillon) De Man, Rogosa et sharp, 1960).  C’est un 

milieu adapté à la recherche spécifique des bactéries lactiques,   L’incubation des souches a été 

faite à 30°C pendant 24h à 48h. Le repiquage a été réalisé sur MRS solide et incubée à 30°C 

pendant 24h à 48h. 

Pour les souches pathogènes, la revivification a été faite dans de bouillon nutritif puis une 

incubation à 37°C pendant 24heures. Après incubation, les cultures sont ensemencées dans des 

boites Pétri contenant de la gélose nutritive et l’incubation se fait pendant 24 h à une 

température de 37 ° C. 

II.3 Vérification de la pureté des souches :  

 La pureté des souches a été confirmée par l’observation de l’aspect des colonies sur gélose 

MRS, la coloration de Gram ainsi que par la réaction de catalase. 

 La pureté des souches pathogènes a été vérifiée par l’aspect des colonies sur gélose, coloration 

de Gram et la réaction de catalase. 

II.3.1 Étude macroscopique :  

Une observation macroscopique permet de décrire l’aspect des colonies obtenues sur milieu 

solide (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité). L’observation macroscopique est faite 

après 24heures d’incubation à 30°C sur gélose MRS pour les bactéries lactiques et gélose 

nutritif à 37 °C pour les bactéries pathogènes. 

II.3.2 Étude microscopique :  

L’observation microscopique au grossissement (G x1250) permet de classer les bactéries selon 

leur Gram, leur morphologie cellulaire, leur mode d’association (Joffin et Leyral, 1996). 
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Ces caractères sont déterminés selon la méthode de coloration de Gram qui consiste à : 

• Préparer un frottis : 

- Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique puis prélever à l’aide d’une 

pipette pasteur stériles une fraction d’une colonie isolée. 

- Réalise le frottis de façon à obtenir un étalement mince et homogène. 

- Sécher à l’air libre puis fixer le frottis par 3 passages rapides et bref de la lame au-dessus 

d’une flamme d’un bec bunsen. 

• Etape de la coloration différentielle de Gram : 

- Recouvrir la lame de violet de gentiane pendant 1 minute. 

- Rejeter le violet de gentiane et recouvrir de Lugol pendant 1 minute. 

- Rejeter le lugol, et décoloré à l’alcool 95° pendant 30 secondes et rincer 

immédiatement à l’eau. 

- Recouvrir la lame à la fuchsine dilué 1/10 pendant une minute puis rincer. 

- Sécher à la chaleur et examiner à l’immersion (Denis et al., 2011, Fares et al., 2020) 

La lecture se fait (×100) avec l’huile à immersion. 

II.3.3 Caractéristique biochimique : 

Test de catalase : 

• Principe : 

L’enzyme catalase permet la dégradation de l’eau oxygénée (H2O2) qui résulte de 

l’oxydation mise en évidence par contact de la culture bactérienne avec l’eau oxygénée 

(Guiraud, 2003). 

Selon la réaction suivante : 

  Catalase 

2H2O2                                2H2O + O2 
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• Technique : 

Une goutte de H2O2 est déposée sur une lame qui contient une colonie prélevée à partir de la 

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

mousse et de bulles (Guiraud, 2003). 

II.4 Etude de l’activité antimicrobienne : 

Les souches lactiques sélectionnées ont été testées pour leur activité antagoniste contre les 

bactéries indicatrices (Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA PS20, E .coli ATCC 9525, 

Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogène ATCC 9525, Klebssiella) en 

utilisant deux méthodes : Interaction par méthode directe (Spot Agar Test) selon (Fleming et 

al., 1975), et la deuxième qui consiste à réaliser une interaction par méthode indirecte (Well 

Diffusion Assays) décrite par (Tagg et al., 1976). 

II.4.1 Méthode direct (spot agar test (Fleming et al., 1975)): 

Ce test d’antagonisme est réalisé dans le but de révéler la production ou non des substances 

antibactériennes par les souches de bactéries lactiques envers les souches pathogènes. 

A partir d’une pré-culture de souches lactiques sélectionné obtenus après 18 heures 

d’incubation à 30°C, 5μl ont été ensemencées sous forme de spots sur gélose MRS de façon à 

obtenir quatre spots par boites de même taille et identiques.  

L’incubation se fait en Aérobiose à 30°C pendant 24 heures. Après l’incubation les boites sont 

ensuite recouvertes de 10 ml de gélose MH (Muller Hinton) inoculé par 1ml d’une pré-culture 

de 18h (Do 600 :0.08-0.1) de chaque bactérie pathogène (Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA 

PS20, E .coli ATCC 9525, Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogène ATCC 

9525, Klebsiella). 

Après 24 heures d’incubation à 37 °C des souches inhibitrices (souches lactiques) et indicatrices 

(souches pathogènes), les boites ont été examinées en vue de détecter les zones d’inhibition 

autour des spots et le diamètre de la zone d’inhibition est mesuré. (Fleming et al., 1975) . Les 

résultats positifs se manifestent par l’apparition d’une zone claire ≥ 6 mm autour des souches 

inhibitrices sont considérées comme productrices de substances antimicrobiennes. 
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Figure 5 : Mise en évidence de l'activité antibactérienne par la méthode spots sur agar 

(Fleming et al., 1975) 

II.4.2 Méthode indirect (diffusion par puits) : 

Selon la méthode de diffusion en puits de Barefoot et Kaenhammer(1983) un volume du milieu 

Mueller-Hinton agar est coulé dans des boites de Pétri stériles. Après solidification du milieu, 

les boites sont ensemencées en surface par la suspension de la souche pathogène (100μl, DO 

600= 0,1 à 0,08), puis des puits de 6 mm de diamètre sont creusés stérilement à l’aide d’un 

emporte-pièce sur la gélose et seront remplis par 60 à 80μl de surnageant filtré par les 

membranes millipores et neutralisé avec NAOH, obtenu après centrifugation à 8000 rpm 

pendant 10 min à 4°C d’une culture de la souche lactique (dans le bouillon MRS). 

Les boîtes de Pétri sont mises à une température de +4°C/2 h pour permettre la bonne diffusion 

de la substance antibactérienne. Les boites sont incubées à 37°C pendant 24 heures et l’activité 

antimicrobienne se révèle par l’apparition de zones d’inhibition autour des puits (Tabak et 

Bensoltane, 2011). 

Les diamètres des zones d’inhibition apparaissant autour des puits seront mesurés, le résultat 

est positif si le diamètre de la zone d’inhibition est supérieur de 2 mm. La mesure du diamètre 

d’inhibition ZDI est effectuée selon la formule suivante : 

ZDI en (mm) = diamètre de la zone d’inhibition obtenue (mm) – diamètre de puits (6 mm) 
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Figure 6 : Schéma du test de l’activité antimicrobienne (a) méthode directe (b) méthode 

indirecte 

II.5 EVALUATION DU POUVOIR PROBIOTIQUE DES SOUCHES LACTIQUES : 

II.5.1 Résistance à l’acidité : 

L'aptitude des bactéries lactiques de résister à l'acidité gastrique, a été recherchée vu que 

l’acidité de l’estomac est la première barrière à la survie des microorganismes. Les cellules 

bactériennes des souches (108 UFC/mL) provenant d’une culture jeune de 18h, ont été 

récupérées par centrifugation à 4000 rpm pendant 10 min. Le culot a été rincé par le PBS stérile 

(solution tampon phosphate) à pH 6,8. La procédure centrifugation/rinçage a été répétée trois 

fois. Les cellules bactériennes ont été remises dans tubes MRS ajusté à différents pH : 2, 3, les 

tubes ont été incubés à 37°C pendant 3heures. Des dénombrements bactériens sur milieu MRS 

ont été effectués au moment de l’inoculation (t0h) et après 3 h d’incubation (t3h). Après 

incubation à 37 ° C pendant 48 h les valeurs ont été exprimées en log UFC / ml. 

(Benmechernene et al., 2013 ; Mokdad, 2020) avec modification. 

 

 

 

II.5.2 Résistance aux sels biliaires : 

Les sels biliaires ont pour rôle de faciliter la digestion des lipides mais aussi d'inhiber la 

prolifération des bactéries dans la partie haute de l'appareil digestif. Pour cela, l'aptitude des 

souches de Leuconostoc et lactobacilles à résister à la bile a été recherchée. 

Taux de survie (⁒) ꓿ (log ufc à T3h/log ufc à T0h) × 100 
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Les cellules bactériennes d’une culture jeune de 18h (108 UFC/ml) ont été récupérées par 

centrifugation à 4000 rpm pendant 10 min, le culot a été rincé par du PBS à (pH 6.8). Une autre 

centrifugation a été établie puis du PBS (pH 6.8) a été ajouté en additionnant 0.3% et 1% (w/v) 

de sels biliaires (Oxgall, Oxoid Ltd., England).  

Les tubes ont été incubés 3 heures à 37°C après une agitation vigoureuse. Des dénombrements 

bactériens sur milieu MRS ont été effectués au moment de l’inoculation (t 0h) et après 3 h 

d’incubation (t3h) (Benmechernene et al., 2013 ; Mokdad, 2020) avec modification. 

 

 

II.5.3 Hydrolyse des sels biliaires : 

Le test de sel de bile d'hydrolyse est basé sur la détermination de l'enzyme hydrolase biliaire 

qui catalyse l'hydrolyse du sel biliaire. Sur les boîtes de Pétri contenant du MRS modifié préparé 

avec 0,5% de sel biliaire, 0,1 ml de la culture de la souche a été inoculé à la surface et incubé à 

37 ° C pendant 48 h. 

L’hydrolyse bactérienne des sels biliaires est observée comme une altération dans la 

morphologie des colonies en comparant avec les cellules ensemencées sur les boites MRS 

control (Sans sel biliaire). 

II.5.4 Activité hémolytique : 

Des cultures fraîches sont étalées en stries sur gélose GN (gélose nutritive) additionnée de 5% 

du sang humain, incubées pendant 48 h à 37°C.  Les zones au contour des colonies vont définir 

le type de l’hémolyse : zone verte pour α- hémolytique (digestion partielle des hématies), zone 

claire pour β-hémolytique (digestion complète des hématies) et pas de zone pour γ-hémolytique. 

(Bougeurra, 2020). 

II.5.5 III.5. La résistance aux antibiotiques : 

La résistance aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion des disques 

imprégnés d’antibiotiques et la mesure des diamètres d’inhibitions. Après l’ajustement de la 

densité de l’inoculum à celle de l’étalon 0,5 Mac Farland (correspond à 106UFC/mL) le milieu 

MRS est ensemencée, laisser sécher, puis 4 différents disques d’antibiotiques commercialisés 

par l’Institut Pasteur sont déposés. 

 

 

Taux de survie (⁒) ꓿ (log ufc à T3h/log ufc à T0h) × 100 
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Les diamètres des zones d’inhibition observés autour des colonies classent les bactéries comme 

chimiquement sensibles (S) (≥ 21 mm), intermédiaires (I) (16-20 mm) ou résistantes (R) (≤ 15 

mm) à un antibiotique précis (Vlková et al., 2006). Les antibiotiques utilisés sont : Gentamicine 

(10μg), Erythromycine (15μg), L’acide fusidique (10μg) et Amoxicilline (25μg). Après 

incubation à 30°C pendant 24h en aérobiose, des zones d’inhibitions peuvent être observées 

autour des disques, le diamètre de la zone d’inhibition est alors mesuré. Les résultats sont 

exprimés en Sensible (S) ou Résistante (R). E. coli ATCC 8739 a été utilisé comme souche de 

référence pour le contrôle des antibiotiques. (Chemlal kherraz, 2012) 

 

Tableau 3 : Liste des antibiotiques utilisés. 

 

 

➢ Conservation des souches à longue durée : 

Pour des périodes de conservation plus prolongées, les souches sont gardées -20°C ; A 

partir des cultures jeunes de 18h sur milieu liquide, les cellules sont récupérées par 

centrifugation à 3000 t / min pendant 10 min. Une fois le surnageant est éliminé, on 

ajoute le milieu de culture de conservation sur le culot, qui contient 50% de lait écrémé 

et 50% de glycérol. En cas de besoin, les cultures sont repiquées dans du lait écrémé à 

0,5 % d’extrait de levure, deux fois avant utilisation (Figure20) (Badis et al., 2005) 

Antibiotiques Famille  Mode d’action 

Amoxicilline  Béta- lactamine Inhibition de la synthèse de 

la paroi bactérienne 

Gentamicine Aminosides Inhibition de la synthèse des 

protéines 

Acide fusidique Fusidanines Inhibition de la synthèse des 

protéines 

Erythromycine Macrolides Inhibition de la synthèse des 

protéines 
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                      Figure 7 : Conservation des souches lactiques à long terme 

➢ Conservation des souches de bactéries pathogènes : 

Une culture des souches a conservé est effectuer en bouillon nutritif. Après croissance 

des bactéries, un volume de glycérol stérile est ajouté à un volume de la culture, la 

suspension bactérienne à 50 % glycérol est ensuite répartie dans des éppendorffs puis 

congelé à -20°C. (Figure21) 

 

 

  
 

 

Figure 8 Conservation des souches pathogènes 
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III. Résultat et interprétation 

III.1 Résultat et interprétation 

Les bactéries lactiques possèdent des atouts technologiques remarquables pour la 

bioconservation des aliments, grâce à la production d’une grande variété de substances 

antimicrobiennes qui inhibent la croissance des microorganismes pathogènes. Parmi les 

facteurs responsables de cette inhibition, la production des acides organiques, la diminution du 

pH et la production des bactériocines (Dib, 2015) 

De plus, les bactéries lactiques sont de plus en plus utilisées sous forme de probiotiques qui 

sont des préparations contenant des microorganismes et leurs métabolites, utilisés comme 

additifs alimentaires et qui affectent de façon bénéfique l’organisme de l’hôte (Schaafsma, 

1996). 

III.1.1 Vérification de la pureté des souches : 

III.1.1.1 Caractérisation macroscopique et microscopique  

L’aspect macroscopique des souches sélectionnées a révélé des petites colonies arrondis, 

bombées et lisses de couleur blanchâtre, ayant un contour régulier. (La fig. 7 représente l’aspect 

macroscopique de la souche LB1 et LC1 sur milieu MRS) 

A)                                                                    B) 

              

Figure 9 :L’observation macroscopique des colonies de la souche LB1 (A) et LC1 (B) cultivée 

sur milieu solide MRS. 
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➢ Sur milieu liquide 

 La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogène sur milieu MRS liquide 

(figure8) 

 

 

 

 

Figure 10 : La croissance des souches lactiques sur milieu MRS liquide. 

➢ Examen microscopiques (coloration de Gram) : 

L'observation microscopique a révélé une forme de cellules en Cocci ou baciles. Les coques 

sont disposées en paires ou en petites chaînettes alors que les bacilles étaient des bacilles pas 

trop longs. La figure 9 représente l’observation microscopique de quelques souches retenues. 

 

A)                                                                           B) 

   

 

 

  

Figure 11 : Observation au microscope optique de la forme des cellules et leur mode 

d'association (A) Souche LC1 (B) Souche LB1 (Grx40) 
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Tableau 4 : Résultats de l'observation microscopique et du test catalase des souches 

lactiques. 

Les souches  Gram  forme catalase 

LB1 + Coccobacille - 

LB2 + Coccobacille - 

LC1  + Cocci - 

LC 2  
+ Cocci - 

LC 3 
+ Cocci - 

LC4 
+ Cocci - 

W1 
+ Coccobacille  - 

W 2 
+ Coccobacille  - 

W 4 
+ Coccobacille - 

(+) : positif, (-) : négatif                     

 

III.1.1.2 Résultat test catalase :  

Le test de catalase a révélé l’absence de l’enzyme ce qui reflète l’incapacité des souches á 

dégrader le peroxyde d’hydrogène. La majorité des bactéries lactiques sont des anaérobies 

facultatifs et n’ont pas besoin de synthétiser la peroxydase (Larpent, 1997).  

 L’analyse de ces résultats démontre que toutes les souches appartiennent au groupe des 

bactéries á Gram positif et à catalase négative, caractéristique des bactéries lactiques. 

L’absence des bulles d’air après le dépôt d’une goutte de l’eau oxygénée sur les colonies cibles 

montre que toutes les souches sont catalase négative (Figure 10), les souches de 

Staphylococcus, Klebsiella et Pseudomonas ont été utilisé comme témoin positif pour vérifier 

le H2O2 utilisé (Figure 11). 
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Figure 12 : Résultat négatif du test catalase. 

 

    

    

     

  

  

 

 

  

La coloration de Gram a confirmé que les souches sont Gram positif et le test de catalase était 

négatif. Ces caractéristiques confirment l’appartenance des souches aux bactéries lactiques. Les 

résultats de la caractérisation microscopique sont résumés dans le tableau 4. 

 

➢ Les souches pathogènes : 

Cinq souches bactériennes pathogènes (Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA PS20, E .coli 

ATCC8739, Staphyloccocus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogène ATCC 9525, 

Klebsiela) ont été utilisées lors de notre travail. 

  

 

 

Absence 
d’effervescence 

Staph Klebs Pseudo 

Figure 13 : Résultat test catalase des témoins positifs 
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Figure 14 : Croissance d'E.coli sur bouillon nutritif (a) , témoin bouillon nutritif sans bacterie 

(b) 

 

 

 

 

   

 Figure 15 L'observation microscopique d'E. coli après coloration de Gram au microscope 

optique(Gx1250) 
III.1.2 Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des souches 

lactiques : 

III.1.2.1 L’activité antimicrobienne directe (Spot Agar Test) :  

Le pouvoir antagonique des bactéries lactiques envers les bactéries à potentiel pathogène, 

notamment celles qui existent aux environnements laitiers, est un caractère très recherché autant 

qu’un caractère crucial dans la bio-conservation alimentaire. L’inhibition de la croissance des 

bactéries pathogènes montre une activité antagonisme, qui se manifeste par l’apparition des 

halots d’inhibition (Fleming et al., 1975). 

Les résultats des interactions bactériennes par méthode directe entre les souches inhibitrices 

(bactéries lactiques) et les souches indicatrices (Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA PS20, 

 E .coli ATCC 8739, Staphyloccocus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogène ATCC 9525, 

Klebsiela) témoignent que toutes les souches lactiques possèdent la capacité d’inhiber la 

croissance des bactéries pathogènes avec des diamètres qui varie en fonction de la bactérie 

indicatrice et en fonction de la bactérie lactique.  

(b) (a) 



  

43 
 

La mesure du spectre d’inhibition démontre que les souches sélectionnées ont presque  la même 

performance en matière d’inhibition de la croissance des bactéries indicatrices (spectre 

d’inhibition de 10-27mm), les résultats ont révélé que la souche W2 est la plus performante car 

elle a témoigné le spectre  d’inhibition  les plus élevé où on a noté un spectre  d’inhibition de 

26mm contre la souche E .coli et  Staphylococcus aureus  suivi par celui contre Listeria (25 

mm), Pseudomonas aeroginosa (20mm) et 16mm contre Listeria. Le  spectre d’inhibition le 

plus faible  été constaté contre la souche Pseudomonas aeroginosa par  LC4   qui témoigne 

également d’une bonne activité antimicrobienne. 

Les résultats indiquent également que les deux souches de lactobacilles ont fortement inhibé la 

croissance de L.monocytogène (25 mm), alors que les Leuconostoc et Weissella ont une forte 

activité antibactérienne contre E.coli avec de zones d’inhibition de (19_26mm) et (16_27mm) 

respectivement. (Le tableau 5) et la (figure 14) représente le diamètre des spectres 

d’inhibitions des souches envers les cinq souches pathogènes. 

Tableau 5 : Résultats de l'acticité antimicrobienne diamètres des zones d'inhibition en (mm) 

. 

Souches  

 

 

Gram (-) Gram (+) 

E.coli Pseudomona 

aeroginosa 

Klebssila Staphyloccocus 

aeurus 

Listeria 

monocytogène 

LB1 20 20 13 16 25 

LB2  27 12 11 17 25 

LC1 22 18 18 20 14 

LC2 26 20 16 26 25 

LC3 19 16 19 23 11 

LC4 20 10 12 24 14 

W1 23 17 13 18 21 

W2 27 15 11 15 17 

W4 16 20 13 20 16 
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(A)                                                                                 (B) 

Figure 16 : Activité antimicrobienne des souches lactiques envers des souches pathogènes par 

la méthode directe. (A) klebsiella (B) Staphylococcus  
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Figure 17 : Resultat de l'effet antibacterien par methode directe des souches testées. 

(A) l’activité antibactérienne des souches LB1, LB2, LC1, LC2, LC3, (B) L’activité (B) 

antibactérienne des souches LC4, W1, W2, W4 

III.1.2.2 L’activité antimicrobienne Indirect (Méthode par puits) 

Le but de ce test est de savoir si nos souches lactiques ont le pouvoir de secréter des substances de 

nature protéiques (bactériocine) contre les souches pathogènes testées. 

A 

B 
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LC1 

Toutes nos souches testées se sont avérées négatives pour cette technique aucune zone d’inhibition 

constatée (les résultats obtenus sont représentés dans (la figure 16). 

 

    

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 18 : L'activité antimicrobienne des souches lactiques après neutralisation du 

surnageant  

III.1.3 Evaluation du potentiel probiotique : 

Six souches de Lactobacillus et de leuconostoc identifiées en tant que Lactobacillus plantarum ; 

et leuconostoc mesenteroides présentant les meilleurs diamètres de l’activité antibactérienne 

vis à vis les cinq bactéries pathogènes, ont été sélectionnées afin d’étudier leur potentiel 

probiotique. 

III.1.3.1 Tolérance à l’acidité : 

La tolérance à l’acide des bactéries est importante non seulement pour l’étape gastro-résistantes, 

mais aussi pour leur utilisation en tant que compléments alimentaires qui permet aux souches 

de survivre plus longtemps dans les aliments riche en acide (Prasad et al., 1998, Benyoucef, 

2018). 

LC1 

LC4 

LC4 

W4 

W4 

LC2 

LC2 

LB1 

LB2 

LC4 

W1 

W2 
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Les résultats de la tolérance des souches ont témoigné que nos souches n’ont pas pu résister au 

pH 2. Cependant, une grande viabilité a été observée après l’exposition au pH 3, La souche 

LB2 a montré une grande viabilité avec un taux de survie 78,37% et une diminution de log t0h 

de 4,3 à 3,37 pour t3h, les souches LC1 et LB1 ont montrées la plus faible viabilité 54.04% 

avec diminution de log t0h de 3,7 à 2 pour t3h (Tableau 6). 

 

Tableau 6 : L’effet du pH (pH 2, pH3) sur la viabilité des souches de L.mesenteroides et 

L.plantarum 

 

Souches  

pH 2 pH3 

Log t0 Log t3h  Le taux de 

survie% 

Log t0  Log 

t3h  

Le taux de 

survie% 

LB1 3 00 00 3,7 2 54.04 

LB2 00 00 00 4, 3 3.37 78.37 

LC1 00 00 00 3,7 2 54.04 

LC2 00 00 00 3 ,4 2 58.82 

LC3 4 00 00 4,2 3.19 75.95 

LC4 3 00 00 4,6 3.20 69.56 

       Les résultats du dénombrement sont exprimés en log UFC/ml 

III.1.3.2 Tolérance aux sels biliaires : 

La résistance à la bile est l'une des caractéristiques recherchées lors de la sélection des bactéries 

probiotiques pour que le plus grand nombre possible de bactéries traversent le duodénum en 

direction de leur site d'action, tout en restant viables et capables de se multiplier (Izquierdo, 

2009). 

Les résultats obtenus (tableau7) ont montré que Les six souches testées présentent une 

résistance différente à l’exposition aux sels biliaires á différentes concentrations 0,3% et 1% et 

que le pourcentage de survie diminue avec l’augmentation de la concentration des sels biliaires. 

Toutes les souches ont pu croitre en présence de 0,3% de sels biliaire après 3h d’incubation. 

Cependant, une diminution de viabilité a été constatée à 1% de sels. Les souches LB1 et LC2 

ont montré la résistance la plus élevée avec une réduction de viabilité en présence de 1℅ de SB. 
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Cependant, les souches LB2 et LC4 n’ont pas pu tolérer 1 %de SB après 3h d’incubation avec 

un taux de survie égale à 0.  

Tableau 7 : Viabilité (log ufc/ml) et taux de survie des souches de L.plantarum et 

L.mesenteroides en présence de 0,3% et 1 %de sels biliaires.  

 

souches  

0,3% 1% 

Log t0  Log t3h  Taux de 

survie% 

Log t0  Log t3h  Taux de 

survie% 

LB1 2 2 100 4 2 50 

LB2 3,77 2 53,05 00 00 00 

LC1 3,17 2 63,09 4,97 2,77 55,73 

LC2 6,32 4,43 70,09 4 2 50 

C3 5,41 3,70 68,39 00 00 00 

LC4 3,64 2 54,94 3,17 1,37 43,21 

       Les résultats du dénombrement sont exprimés en log UFC/ml 

III.1.3.3 Hydrolyses sels biliaires :  

Le résultat de l’hydrolyse des sels biliaires par nos souches a montré que toutes nos souches 

sont incapables d’hydrolyser les sels biliaires, aucune altération dans la morphologie des 

colonies en comparant avec les cellules ensemencées sur les boites MRS control (Sans sel 

biliaires) n’a été constaté (Figure 17).  
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                               Figure 19 : Résultat négatif d'hydrolyse des sels biliaire 

III.1.3.4 Activité hémolytique : 

Pour s’assurer de l’absence du pouvoir pathogène d’un probiotique, son activité hémolytique 

doit être vérifiée (El-Jeni et al., 2016) 

Les résultats obtenus montrent qu’aucune des souches lactiques sélectionnées n’a été capable 

d’hydrolyser le sang humain sur le milieu gélose au sang contenant 5% de sang humain 

indiquant que toutes les souches sont des bactéries non-hémolytique (Figure 18)  

 

    

   

     

Figure 20 :l'aspect des colonies des souches lactiques sur milieu gélose au sang avec 0.5 %de    

sang humain 
III.1.3.5 Antibiogramme : 

Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d’une gamme importante de bactéries 

lactiques aux antibiotiques (Botes et al.,2008). Il est nécessaire avant de lancer une culture 

probiotique de vérifier que les souches bactériennes impliquées ne contient pas des gènes de 

résistance aux antibiotiques (Ammor et Mayo., 2007). 

Les résultats de la résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques sont groupés dans le 

(tableau8). Les zones inhibitrices émergeantes après 24 h d'incubation ont été mesurées. 

W4 

W2 

LC3 

LC2 

LC4 
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L'activité a été évaluée comme étant sensible, S (≥ 21 mm) ; intermédiaire, I (16-20 mm) et 

résistant, R (≤ 15 mm), comme décrit précédemment par (Liasi et al., 2009) 

Les résultats ont révélé des zones d’inhibition presque similaires pour toutes les souches. Toutes 

les souches se sont révélées sensibles à trois antibiotiques testés, amoxicilline, érythromycine 

l’acide fusidique, à l’exception des souches LC1, LC3 et LC4 qui ont montré une résistance 

modérée contre A. Fusidique. 

Cependant, une résistance modérée a été noté par toutes les souches contre la gentamycine. 

Les résultats de l’antibiogramme sont représentés dans la (figure 19) 

 

 

 

Tableau 8 : Résultats de test de sensibilité aux antibiotiques. 

 

 Gentamycine Amoxicilline A. fusidique Erythromycine 

LB1 I S S S 

LB2 I S S S 

LC1 I S I S 

LC2 I S S S 

LC3 I S I S 

LC4 I S I S 
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Figure 21 : Résultat de la sensibilité aux antibiotiques 
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III.2 Discussion : 
 

Notre étude consiste à étudier le pouvoir antimicrobien et évaluer le potentiel probiotique des 

souches sélectionnées à partir des échantillons de lait de vache, de chamelle et de beurres 

traditionnels.  

Les bactéries lactiques sélectionnées sont des bactéries à Gram positif, généralement 

immobiles, sporulées, catalase négatives, oxydase négatives généralement nitrate réductase 

négative, ce sont des bactéries anaérobies facultatives. (Hogg, 2005). 

L’examen microscopique et physiologique ont prouvé que toutes les souches étaient Gram +, 

catalase négatif, l’observation au microscope a démontré que nos souches sont des coques ou 

des coccobacilles ce qui corresponds aux même résultats obtenus par (Benhouna ,2019) ce qui 

témoigne que ces souches n’ont pas été contaminées après conservation. 

La deuxième étape de notre étude a permis de recenser des souches possédant une activité 

antimicrobienne. Le pouvoir antagonique des bactéries lactiques envers les bactéries à potentiel 

pathogène, notamment celles qui existent aux environnements laitiers, est un caractère très 

recherché autant qu’un caractère crucial dans la bio-conservation alimentaire. L’inhibition de 

la croissance des bactéries pathogènes montre une activité antagonisme, qui se manifeste par 

l’apparition des halots d’inhibition (Fleming et al., 1975). Toute souche présentant un diamètre 

d’inhibition supérieur à 6 mm est considéré comme positif vis-à-vis de la souche test (Dembelle 

et al.,1998).  

 L’activité antimicrobienne directe est une propriété très important dans la sélection des 

probiotiques, permettant ainsi la conservation des aliments et la prévention des infections 

gastro-intestinales (Champomier-vergès et al., 2020). Les résultats des interactions 

bactériennes par la méthode directe entre les souches inhibitrices (bactéries lactiques) et 

les souches indicatrices (bactéries pathogènes) témoignent que toutes les souches 

lactiques possèdent la capacité d’inhibé la croissance des bactéries pathogènes avec des 

diamètres qui varie en fonction de la bactérie indicatrice et en fonction de la bactérie 

lactique. Ces résultats sont en accord avec ceux de Bougeurra, (2020) et Mokdad, (2020) qui 

ont constaté que les isolats lactiques était actives contre toutes les bactéries indicatrices à Gram (+) 

et à Gram (-) et l’effet inhibiteur diffère d’une souche à une autre. 

La mesure de spectre d’inhibition démontre que les souches sélectionnées ont presque la 

même performance en matière d’inhibition de la croissance des bactéries indicatrices 
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(spectre d’inhibition de 10-27 mm), ou elles ont révélé leur capacité à inhibé la croissance 

des cinq souches indicatrices.  

Nos résultats ont démontré que le spectre d’inhibition vis-à-vis d’Ecoli par les lactobacilles 

varie entre (20-27mm) et par les leuconostocs entre (19- 26 mm) et pour les weissella entre (16- 

27 mm). Cependant La souche S.aureus a été inhibée fortement par les leuconostocs avec un 

diamètre qui varie entre (20 et 26 mm) suivi par les weissella avec des zones compris entre (15 

et 20 mm) et les lactobacilles entre (16 et 17 mm) ces résultats sont similaires à ceux constaté par 

Mermouri, (2018). 

 En ce qui concerne l’inhibition de Pseudomonas aeroginosa par les weissella avec un 

diamètre (15 - 20 mm) suivi par lactobacilles avec un diamètre entre (12 - 20mm) et les 

leuconostocs (10- 20mm.). Ces résultats concordent avec ceux de Djedir et Nasri, (2018) 

qui se sont intéressés à l’effet antagoniste des lactobacilles sur Pseudomonas sp. 

Nos resulats ont montré que les lactobacilles ont une forte activité antibactérienne contre 

les listeria monocytogène avec un diamètre de 25 mm suivi par les leuconostocs (11- 25 

mm) et les weissella entre (17- 21 mm) nos résultats sont compatibles avec ceux d’Abidi, 

(2015) qui ont rapporté des zones d’inhibition variant entre (10 et 25 mm). 

Nos résultats d’inhibition d’E.coli et P. aeroginosa par L.mesenteroide sont compatibles avec 

ceux de Mokdad (2020) avec des zones d’inhibition (17 et 21mm) et (15 et 20 mm) 

respectivement. 

La présence des zones d’inhibition en cas d’utilisation d’une culture lactique entière est 

due au métabolisme du lactose en acide lactique qui abaisse le pH et crée un environnement 

défavorable au développement des bactéries pathogènes (Fleming et al., 1975 ; Barefoot 

et klaenhammer, 1983), au peroxyde d’hydrogène (Barefoot et Klaenhammer, 1983) ou 

aux bactériocines (Klaenhammer, 1993; Benyoucef, 2018) 

Plusieurs études ont montré l’activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-à-vis des bactéries 

pathogènes suite à la libération des substances de nature protéique, (les bactériocine). 

Il serait donc utile d’identifier la nature (bactériocine ou autre) et le nombre de molécules 

bioactives responsables de cette activité, afin d’étudier les possibilités de leur utilisation dans 

la bio-préservation des aliments. De ce fait lors de cette étude, nous avons entamé la recherche 

des bactériocine par la méthode de diffusion (puits). 

En travaillant dans les conditions expérimentales permettant d’éliminer l’influence des acides 

organiques et du peroxyde d’hydrogène, l’activité d’inhibition due aux molécules bioactives de 

surnageant des neufs souches appartenant à trois espèces Lactobacillus plantarum (LB1, LB2), 
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Leuconostoc mesenteroides (LC1, LC2, LC3, LC4) et Weissella confusa (W1, W2, W3) n’a 

révélé aucun spectre d’inhibition contre les cinq souches pathogènes testés. Les résultats 

obtenus témoignent que nos souches ne sont pas capables de produire des bactériocines. 

La tolérance à l’acidité : 

La tolérance à l’acide des bactéries est importante non seulement pour l’étape gastro-résistantes, 

mais aussi pour leur utilisation en tant que compléments alimentaires qui permet aux souches 

de survivre plus longtemps dans les aliments riche en acide (Prasad et al., 1998 ; Benyoucef, 

2018). Bien que le pH stomacale fluctue entre (1.5 et 6) le pH 3 est souvent considère comme 

optimal pour la sélection des probiotiques. (Muller et al., 2009 ; Azate et al.,2016). Pendant 

la transformation des aliments les bactéries probiotiques passent par l’estomac avant d’atteindre 

l’intestin grêle. Une perte de viabilité peut survenir à la suite d’une exposition à l’acide 

gastrique et à l’acidité protéolytique de la pepsine dans l’estomac (Muller et al., 2009). 

L’étude de l’exposition prolongée de nos souches aux conditions acides similaires à celles de 

l’estomac a été réalisée par l’exposition à différents pH (2 et 3) pendant 3h. 

Les résultats de la tolérance de l’acidité in vitro des 6 souches lactiques (2 lactobacilles et 4 

leuconstocs) ont montré que le pH 2 était létal pour toutes les souches, certaines au moment de 

l’inoculation (LB2, LC1, LC2) et d’autres après 3h d’exposition (LB1, LC3, LC4). Ces résultats 

étaient en corrélation avec des données antérieures qui rapportaient l’absence de viabilité 

bactérienne à un pH2 (Huang et Adams, 2004 ; Paramithiotis et al., 2006 ; Benyoucef, 2018 ; 

Bougeurra, 2020)  

Dans notre étude les six souches ont affiché une bonne tolérance et une résistance significative 

au pH 3 après 3h d’incubation avec un taux de survie variant entre (54.04% et 78.37%). 

Cependant, LB2 a montré une meilleure tolérance avec un taux de survie le plus élevé qui est 78.37 

% suivi par LC3 avec un taux de survie 75.95 % et le faible taux de survie est marqué chez LB1 

et LC (54.04%) qui est également un bon taux de survie.  

Nos résultats se concordent avec ceux de Bougeurra (2020) et Mokdad (2020). 

Le pH 3 n’a pas un effet significatif sur la viabilité de la plupart des souches, par conséquent 

les souches lactiques testées sont considérer comme acidotolérantes. Cette résistance peut être 

associée à l’effet protecteur d’EPS (exopolysaccharides) produits par les cellules. (Denkova et 

al., 2017 ; Bougeurra, 2020). 
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La tolérance aux sels biliaires : 

La résistance aux sels biliaires est l'un des critères importants pour la sélection des souches 

probiotiques, car l'intestin grêle et le côlon sont les premières niches de colonisation de 

l'organisme hôte par les souches probiotiques (Aynur Ahmadova et al., 2013). L'exposition des 

cultures de nos souches à différentes concentrations de sel biliaire a modérément affecté la 

viabilité des souches. Les six souches ont très bien survécu en présence de 0,3 %d’oxgall. Ces 

résultats sont similaires à ceux constaté par (Benyoucef, 2018) 

La souche de lactobacillus LB1 a montré la résistance la plus élevé en présence de 0,3 ℅ 

d’oxgall avec une viabilité de 100. % Les deux souches de leuconostocs LC1 et LC4 pourraient 

bien survivre à différentes concentrations d’oxgall (0,3% et 1%) avec une certaines perte de 

viabilité. Cependant, une diminution significative de viabilité a été constatée (0℅) pour les deux 

souches LB2 et LC3. 

Dans notre étude, aucune activité d’hydrolyse de sels biliaires n’a été constatée pour aucune 

des souches testées. Notre résultat se concorde avec ceux rapportés par Benyoucef et al., (2017) 

et Hansal et al.,(2019) où toutes les souches de L.mesenteroides n’ont pas pu hydrolyser les 

sels biliaires. Il convient de mentionner que la présence de l'activité de l'hydrolase des sels 

biliaires dans les bactéries lactiques pourrait être préjudiciable et indésirable et donc elle est 

controversée. Cette activité déconjugue les sels biliaires, qui sont ensuite facilement excrétés 

du tractus gastro-intestinal. Hypothétiquement, cela augmente la demande de cholestérol pour 

la synthèse de nouveau des sels biliaires, et conduit ainsi à une baisse des taux de cholestérol 

sérique dans le sang (Franz et al., 2001; Pereira et al., 2003 ; Mokdad et al., 2020). 

L’étude du potentiel probiotique in vitro menait par Zarour et al. (2018) a montré que les 

souches de L. mesenteroides ne peuvent résister que partiellement (moins de 50%) sous les 

conditions de stress présentes dans le tractus gastro-intestinal (acidité, stress biliaire et passage 

duodénal de l'estomac). Ils ont expliqué cette diminution du taux de survie était due à des 

mécanismes de régulation de l'acide qui n'ont pas réussi à maintenir le pH intracellulaire ce qui 

réduirait l'activité enzymatique en endommageant certaines protéines et l'ADN. 

Par conséquent, les souches probiotiques qui peuvent tolérer un pH bas ainsi le stress des sels 

biliaires comme le cas des souches de L. mesenteroides testées dans cette étude, signifient qu'ils 

ne peuvent pas seulement transiter par l'estomac et être actifs dans l'intestin, mais aussi sont 

capables d'être viables et de survivre dans des conditions de stress. 
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Activité hémolytique : 

Pour s’assurer de l’absence du pouvoir pathogène d’un probiotique, son activité hémolytique 

doit être vérifiée (El-Jeni et al., 2016) 

Les résultats obtenus montrent qu’aucune des souches lactiques sélectionnées n’a été capable 

d’hydrolyser le sang humain sur le milieu gélose au sang contenant 5% de sang humain 

indiquant que toutes les souches sont des bactéries non-hémolytique.  Nos résultats sont 

similaire avec celui de (Bahri, 2014 ; Bouguerra, 2020 ; Mokdad et al., 2020 et 

Benmechernene et al., 2013) qui ont également isolé des souches de leuconostocts 

mesenteroides à partir de lait de chamelle et de chèvre exemptes du caractère hémolytique. 

Selon Holzapfel et al., (2009) leuconostoc mesenteroides n’est pas une espèce hémolytique. 

En outre il a été mentionné qu’à l’exception de certains souche de E.faecalis l’hémolyse est 

rarement rencontrée chez les bactéries lactiques d’origine alimentaire (Margkoudakis et al., 

2009 ; Bouguerra, 2020). 

Sensibilité aux antibiotiques : 

Les probiotiques devraient être sûrs et, par conséquent, ne pas être pathogènes ou toxinogènes 

ou administrer des gènes de résistance aux antibiotiques qui peuvent être transférés. Ces 

derniers sont connus pour avoir une longue durée d'utilisation sécurisée et peuvent être formulés 

dans de nombreux types de produits, y compris les aliments, les médicaments et les suppléments 

diététiques. En raison de leur consommation humaine, la sécurité de ces organismes est 

primordiale car leur résistance aux antibiotiques peut constituer l'une des menaces possibles 

(Zarour et al., 2018). Pour cela, dans cette étude, différents groupes d'antibiotiques ont été mis 

en test. Toutes les souches étaient sensibles à l’Erythromycine et l’amoxicilline. Tandis, 

qu’elles variaient entre sensible et intermédiaire envers l’acide fusidique. 

Cependant, toutes les souches ont montré une résistance modérée à la gentamycine. 

Nos résultats se rapprochent de ceux de Mokdad et al., (2020). Il convient de noter que la 

résistance aux antibiotiques des bactéries de la culture de démarrage ne présente pas de risque 

direct pour les consommateurs car elles ne sont pas pathogènes. Cependant, ils peuvent agir 

comme des réservoirs environnementaux de déterminants de la résistance aux antibiotiques 

(Zarzecka et al.,2020). 
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Notre travail s’est intéresse aux bactéries lactiques à potentiel probiotique isolées de différents 

produits laitiers du territoire. 

Les neuf (09) souches de bactéries lactiques sélectionnées pour l’étude proviennent du travail 

de notre promotrice réalisé dans le cadre de sa thèse de doctorat Mme Benhouna 2019. Ces 

souches ont été isolées de différents produits laitiers, purifiées et identifiées par voie 

moléculaire PCR, Les résultats de l’identification des espèces par PCR ont révélé que les neuf 

souches sélectionnées appartiennent à Leuconostoc mesenteroide, Weissella confusa, 

lactobacillus plantarum avec pourcentage de similitudes de 99%, sur la base de la coloration 

de Gram et du catalase nous avons confirmé cette identification. 

Ces dernières sont les plus étudiées parmi les bactéries Gram + en particulier à cause de leur 

importance dans l’industrie agro-alimentaire, en produisant des composés antibactériens leur 

permettant de se développer préférentiellement dans divers écosystèmes mais aussi d’être 

utilisée en tant que bio conservateurs. 

Les résultats de l’activité antimicrobienne ont montrées que les neufs souches ont le pouvoir 

d’inhibition de pathogènes précisément (Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogène,et Klebsiella) avec un  meilleur spectre 

d’inhibition marqué contre E. coli , tandis que nos souches ne sont pas des producteurs de 

bactériocines.  

L’étude de profil probiotique suggère que nos souches pourraient être exploitées comme 

probiotique en raison de leur viabilité et leur tolérance à divers barrières biologiques telle que 

les acides (pH 2 et 3) et les sels biliaires (0.5 % et 1 %), ces derniers ont confirmé leur 

capacité à survivre dans des conditions extrêmes du tubes digestif. 

Le spectre sécuritaire de nos souches sélectionnées s’est avéré non hémolytique alors que 

l’étude de l’antibiorésistance de ces bactéries a montré une sensibilité totale contre 

l’Amoxicilline et l’Erythromycine tandis qu’elles variaient entre intermédiaire et sensible 

contre la gentamycine et l’acide fusidique.  

Les résultats obtenus doivent être complétées par une séries d’autre testes à savoir :  

✓ La résistance à la pepsine. 

✓ L’étude de l’hydrophocité et auto agrégation. 

✓ Etude des propriétés technologiques (la protéolyse, la lipolyse, le pouvoir acidifiant, 

aromatisant, texturant….). 

✓ Evaluation in vivo de profil probiotique et effet antioxydant.  
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Annexe 01 : La composition des solutions utilisées. 

➢ Tableau 01 : La composition de solution de NAOH 1N. 

Composants Quantité 

Eau distillé 
100ml 

NAOH 
40g 

 

➢ Tableau 02 : La composition de solution HCL 1N. 

Composants Quantité 

Eau distillé 
100ml 

HCL 
4ml 

➢ Tableau 03 : La composition d’eau physiologie 9/ml. 

➢ Tableau 04 : La composition d’eau physiologique peptone. 

 

➢ Tableau 05 : La composition de Tampon phosphate PBS. 

 

 

 

 

Composants Quantité 

Na2HPO4 1.44 g 

KH2PO4 0.24g 

NaCl 8 g 

KCl 0.2g 

Eau distillée 1000 ml 

pH 6.8 

Autoclavage 120°C pendant 20 min 

Composants Quantité 

Eau distillée 
1000ml  

Peptone 1g 

NaCl 
9g 

Composants Quantité 

Eau distillé 
1000ml 

NaCL 
9g 
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Annexe 02 : Les réactifs et colorant utilisée 

➢ Tableau 06 : La composition de Violet de gentiane ou cristal. 

Composants Quantité 

Violet de gentiane 10g ou (5g) 

Phénol 5g 

Ethanol à 0.95 20 cm3 

Eau distillé 1 dm3 

 

➢ Tableau 07 : La composition de Lugol. 

 

➢ Tableau 08 : La composition de Fuchsine de Ziehl. 

 

Composants Quantité 

Fuchsine basique 10g 

Phénol 50g  

Ethanol 0.5 cm3 

Eau distillée  1 dm3 

 

 

 

 

  

Composants Quantité 

Iode 5 

Iodure de potassium 10 

Eau distillé 1 dm3 
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Annexe 03 : la composition des milieux de culture 

➢ Tableau 10 : La composition de bouillon nutritif  

Composants Quantité 

Extrait de viande 5g 

Peptone  10g 

Chlorure de sodium 5g  

Eau distillée  1000 ml 

pH finale  7.2 

Autoclave 120°C pendant 20 min 

 

➢ La composition de la gélose nutritive bouillon nutritif plus 15g d’agar. 

➢ Tableau 11 : La composition de bouillon MRS. 

Composants Quantité 

Peptone 10g 

Extrait de viande 10g 

Extrait de levure 5g 

Glucose 20g 

Tween 20 1 ml 

Phosphate bi potassique  2g 

Acétate de sodium 5g 

Citrate d’ammonium 2g 

Sulfate de magnésium 0.2g 

Sulfate de manganèse 0.05g 

Eau distillée 1000ml 

pH finale 
6.5+/- 0.1 

 

Autoclave 120°C pendant 20 min 

➢ La composition de la gélose MRS bouillon MRS plus 15g d’agar 
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➢ Tableau 12 : La composition de milieu Mueller Hinton. 

Composants           Quantité 

Extrait de viande 2g 

Hydrolysat acide de caséine 17.5g 

Amidon 1.5 

Agar 10 

pH finale 7.4 

 

Annexes 03 : Matériels non biologique 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

        Balance                                                Agitateur                                  Plaque chauffante 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

      Etuve                                                  Bain marie                                                Autoclave 
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         Ph mètre                                                vortex                                          Centrifugeuse 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Spectrophotomètre                                     Bec bunsen                                             Microscope 
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     Membrane millipores 0,22µm  

   

 
  

 


