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Introduction

Les bactéries lactiques constituent un vaste 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

Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,

Streptococcus, Aerococcus, Vagococcus, Oenococcus, Tetragenococcus et

Carnobacterium

Elles interviennent dans l’industrie laitière et dans la fermentation de nombreux

autres produits alimentaires, en contribuant à la texture, à la saveur des aliments, à la

production de composés aromatiques (Tabak et Bensoltan, 2011) et en assurant une

bonne sécurité alimentaire. Elles sont surtout employées dans de nombreux aliments

fermentés dont le principal but est d‘améliorer la qualité technologique et

organoleptique (saveur et texture) et l‘inhibition de la flore d'altération et les germes

pathogènes (O'Sullivanet al.,2002).

Cette conservation est conférée par la production de plusieurs métabolites ayant

une activité antimicrobienne tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène et

les bactériocines (Dortuet Thonart, 2009;Moraeset al, 2010)

L’intérêt des bactériocines des bactéries lactiques réside d’une part dans leur

effet antimicrobien à spectre large ou étroit et d’autre part dans leur sûreté pour la santé

humaine, vue leur sensibilité aux protéases digestives, et leur non toxicité pour les

cellules eucaryotes. Ces substances antimicrobiennes ont la capacité de cibler

sélectivement les bactéries pathogènes ou d’altération, sans pour autant inhiber les

bactéries indispensables. Ces substances bioactives présentent également une grande

tolérance aux variations de pH et aux traitements thermiques. Tous ces critères

suggèrent que les bactériocines peuvent être un substituant idéal des conservateurs

chimiques (Dortu et Thonart, 2009).

Cette étude vise à sélectionner des souches de bactéries lactiques douées l’activité

antimicrobienne à l’égard de certaines souches pathogènes qui posent des problèmes de

santé publique, les objectifs assignés de cette étude consistent à réaliser :

- Mise en évidence l’activité des souches des bactéries lactiques vis-à-vis des

souches pathogènes isolées à partir des prélèvements pathologiques
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- la sélection des souches des bactéries lactiques ayant une activité à l’égard

E.coli, S.aureus et Candida.

- Etude de l’activité antimicrobienne des souches des bactéries lactiques à l’égard

des micro-organismes pathogènes.



Synthèse
bibliographique
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I. Définition et caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ou bactéries de l’acide lactique sont un groupe hétérogène

de micro-organismes procaryotes, Gram-positifs, catalase négative, oxydase négative,

nitrate réductase négative, anaérobies facultatifs(ou micro-aérophiles) et hétérotrophes,

elles sont immobiles et asporulées, (Tailliez, 2001). Elles ont la capacité de fermenter les

glucides en acide lactique (D(-), L(+) ou (DL) en utilisant les voies cataboliques d‘Embden

Meyerhof Parnas (EMP) ou d‘Entner Doudoroff. Elles sont exigeantes en facteurs de

croissance, comme : les acides aminés, les bases nucléiques, les acides gras, les peptides,

les sels minéraux et les vitamines. Ces bactéries ont la capacité de produire de l'acide

lactique comme produit principal à partir des sucres par un métabolisme exclusivement

fermentaire. Selon ce métabolisme, les bactéries sont dites homofermentaires si elles ne

produisent que l’acide lactique, ou hétérofermentaires si la fermentation abouti à la

formation d’autres composés que l’acide lactique comme le CO2, l’acide acétique, et

l’éthanol. Elles sont de forme variable ;d'un long et mince bâtonnet parfois courbé à court

coccobacille, coryneforme ou sphérique (Pilet et al., 2005 ; Topisirovic et al., 2007;

Schleifer, 2009).

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, elles se trouvent dans diverses niches

écologiques, tel que le lait, les végétaux, le fromage, la crème fraiche, le beurre, les régions

gastro-intestinales et urogénitales des humains et des animaux (Lopez-diaz et al., 2000 ;

Navarro et al., 2000 ; El Shafei et al., 2000 ; Mathara et al., 2004).

II. Taxonomie et classification

Les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés phénotypiques : la

morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance à différentes températures,

l’isomère de l’acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates de carbone

(De Roissart et Luquet, 1994;Holzapfel et al., 2001).Les bactéries lactiques

appartiennent au phylum des Firmicutes, à la classe des Bacilli et à l’ordre des

Lactobacillales(De Vos et al., 2009). Cet ordre comporte 33genres repartis entre six

familles qui sont : Lactobacilliaceae, Aerococcaceae,Carnobacteriaceae,

Enterococcaceae, Leuconostocaceae et Streptococcaceae classées sur la base d’analyse

phylogénétiques des séquences de l’ARNr 16S (Ludwig et al., 2009). La figure 1,

représente la répartition des différents genres et familles de l’ordre des Lactobacillales.
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Figure 1 : Dendrogramme reflétant les relations phylogénétiques de l'ordre

"Lactobacillales" dans la classe des "Bacilli" (Ludwig et al.,2009).

III. Propriété antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés

antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde de

carbone, le diacétyl et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

Les composés antimicrobiens des bactéries lactiques peuvent empêcher la

croissance des bactéries (Guessas et al., 2006).

III.1. Acides organiques

Grace à la production des acides organiques, en particulier l’acide lactique et

l’acide acétique, les bactéries lactiques diminuent le pH du milieu, dans lequel ils se

multiplient, en inhibant une partie de la flore qui s’y développe (Zalan et al.,2010).Ainsi,

ils peuvent inhiber les bactéries pathogènes dans les produits alimentaires fermentées, le
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tube digestif et le tractus génital humain et animal(Slover et Danziger 2008 ; Walter,

2008).

Les acides lactiques et acétiques ont un effet inhibiteur sur les bactéries à gram

positif et à Gram négatif(De Vuyst et Vandamme, 1994).Le premier effet des l’acides

organiques correspond à une diminution du pH, qui est préjudiciable à des nombreux

micro-organismes. Le second effet est lié aux activités spécifiques des formes dissociées

ou non dissociées des acides organiques(Raibaud, 1994).

L’effet inhibiteur de la forme moléculaire semble être lié à la possibilité des acides

non dissociés lipophiles de traverser la membrane bactérienne. Dans l’environnement

cytoplasmique où le pH est plus élevé, l’acide se dissocié et produit des ions Hା qui

interfèrent avec la machinerie enzymatique de la cellule. Ainsi, ils annulent la force

protomotrice de la membrane et les processus de transport membranaire de la cellule (De

Vuyst et Vandamme, 1994).

III.2. Peroxyded'hydrogène

Les bactéries lactiques possèdent deux types d’oxydases à NADH. Ces enzymes

catalysent la réduction d’O2 en H2O2 ou d’O2 en H2O (Savadogo et Traore, 2011).

L’intervention du peroxyde d’hydrogène dans les phénomènes d’inhibition par les

bactéries lactiques a été établie en 1951 par Wheater et al., mettent en évidence

l’inhibition de Staphylococcus aureus par Lactobacillus lactis et l’ont attribué à une

« lactobacilline».Dés 1952 ils montent que l’agent inhibiteur est en fait le peroxyde

d’hydrogène produit par le lactobacille ( Mathot et al.,1996).

Le peroxyde d’hydrogène est connu depuis longtemps comme un agent majeur de

l’activité antimicrobienne des bactéries lactiques en particulier celle des lactobacilles. Il

peut s’accumuler et être inhibiteur de différent micro-organismes par l’oxydation des

lipides membranaires et la destruction des structures des protéines cellulaires (Zalan et al.,

2005).

III.3. Dioxyde de carbone (CO2)

Le dioxyde de carbone est produit principalement par voie hétéro-fermentaire le

mécanisme précis de ses propriétés antimicrobiennes est encore mal connu. Le CO2 crée un

environnement anaérobie qui inhibe les microorganismes aérobies. L’accumulation de
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dioxyde de carbone dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la

perméabilité membranaire(Dortu et Thonart., 2009).

III. 4. Diacétyle

Le Diacétyle est un composant aromatique essentiel du beurre et de quelques autres

produits laitiers fermentés. Produit par des souches de Lc. Lactis sub sp. Lactis biovar.

Diacetylactis par la fermentation du citrate(Mathot et al., 01996). Ses propriétés

antimicrobiennes sont dirigées contre les levures, les bactéries a Gram négatif et les

bactéries à Gram positif non lactiques. La concentration nécessaire à l’obtention d’une

inhibition sont de l’ordre de 100 ppm(Ammor., 2004 ; Dortu., 2008). Le diacétyle inhibe

les souches de Listeria, Salmonella, Yersinia, Escherichia coli et Aeromonas (Yang 2000

;Ammor et al.,2006).

III.5. Acétaldéhyde

Les bactéries lactiques sont capables de produire de l'acétaldéhyde à partir du

glucose (Devoyod et Poullain, 1988). Il est produit par Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,

par l'action d'une aldolase à thréonine, qui clive la thréonine en acétaldéhyde et en glycine.

L'acétaldéhyde à une concentration de 10 à 100 ppm empêche la croissance de

Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimurium et d’E.coli dans les produits

laitiers(Piard et Desmazeaud, 1991).

III.6. Reutérine

La reutérine est un agent antimicrobien puissant à faible poids moléculaire, neutre

et soluble dans l’eau (Axelsson et al., 1989), résistante aux enzymes protéolytiques et

lipolytiques et stable dans une large gamme de pH (Montiel et al., 2014). Lareutérine est

active contre les bactéries à Gram positif et négatif, ainsi que les virus, les levures, les

moisissures et les protozoaires (Cleusix et al., 2007).

III.7. Reutéricycline

Certaines souches de Lactobacillus reuteri secrètent d‘autres substances

antimicrobiennes, la reutericycline. On a remarqué que la concentration d‘inhibition

minimale de cette molécule est de 0.05-1 mg/L pour les bactéries à gram positives. Tandis
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qu‘on n‘a pas trouvé aucune sensibilité des bactéries à gram négative et les champignons à

la reutéricycline (Ouwehandet al., 1999) .

III.8. Pyroglutamique (2-pyrrolidone-5-carboxylic Acide)

Cette molécule est surtout produite par Lactobacillus caseis subsp. Casei, L.caseis

subsp. Pseudoplantarum et Streptococcus bovis. Elle est présente aussi dans les fruits, les

légumes. Elle inhibe les Bcillussubtilis, Enterobactercloacae, Pseudomonas putida et

Pseudomonas fluorescens. Elle est stable à (121°C/20min) mais elle perd son activité

inhibitrice quand le pH est de 2,5. PCA est reconnu comme un fort agent antimicrobien

comme l‘acide lactique. son mécanisme d‘action est le même que les acides organiques(

Ouwehandet al.,1999).

III.9. Les bactériocines

III.9.1. Définition des bactériocines

Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps.

Cependant, la définition qui reste la plus largement acceptée est celle de Tagg et al.

(1976)ont défini les bactériocines comme étant des protéines, ou complexes protéiques,

ayant une activité bactéricide ou bactériostatique contre des espèces proches de la souche

productrice.

Cependant ; le nombre de bactériocines ne répondant pas à cette définition surtout en

ce qui concerne leur spectre d’activité ne cesse d’augmenter. De ce fait, Cotter et

al.(2006), ont proposé une définition de bactériocines qui reste la plus adaptée à toutes les

bactériocines connues. Il ont défini les bactériocines comme étant « des substances

d’origine bactérienne, de nature protéique, synthétisées par des ribosomes et sécrétées dans

le milieu extracellulaire pour inhiber la croissance de bactéries typiquement proches de la

bactérie productrice et qui exprime, quant à elle, une immunité spécifique contre sa propre

bactériocine »(Cotter et al.,2006)

Certaines bactériocines sont douée, à la fois, d’activités antibactérienne et

antifongique comme la Pentocine TV35b produite par Lb. pentosus ( Okkers et al.,1999 ;

Atanassova et al., 2003).
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III.9. 2. Classification des bactériocines

Différentes classification des bactériocines ont été établies sur la base de leur

structure primaire, la masse moléculaire, sensibilité enzymatique, mode d’action, la

stabilité à la chaleur et la présence d’acides aminés postraductionnellement modifiés. La

classification de Klaenhammer (1993) comprend quatre classes de bactériocines.

Classe I : Les lantibiotiques

Il s’agit de peptides de faible poids moléculaires (<5 kDa et contenant de 19 à 34

acides aminés), contenant des acides aminés inhabituels obtenus par modification post-

traductionnelle dont le plus caractéristique est la lanthionine, la méthyllanthionineet−ߚ

des acides aminés déshydratés comme la déshydrobutyrine et la déshydroalanine. Un de

ces acides aminés caractéristiques, la lanthionine, est à l’origine du nom "lantibiotique"

donné à cette classe de bactériocines pour «lanthionine-containing antibiotics» (Willly et

Van der Donk, 2007).

Classe II : Peptides non modifiés

La classe II est constituée des peptides hétérogène de petite taille moyenne en 5 et

10 KDa thermostables, cationique, hydrophobes et sans modification post-

traductionnelle(Eijsink et al., 2002 ;Sprules et al.,2004).

Cette catégorie est la plus largement représentée avec plus de 50 bactériocines

caractérisées, ce qui a conduit à la création de trois sous classes

Sous-classe IIa :Elle contient les bactériocines semblables, du point de vue

structural, à la pédiocine qui fut la première bactériocine de ce groupe être décrite. Ce sont

des peptides qui contiennent entre 37 acides aminés comme la Sakacin G (Simon et al.,

2002) et 55 acides aminés comme l’Acidocine A (Tahara et al.,1996).Elles ont toutes une

partie N-terminale hydrophile et cationique contenant un pont disulfure et un partie C-

terminal moins conservée, hydrophobe ou amphiphile qui détermine la spécificité d’action.

Certaines bactériocines de cette sous classe contiennent un deuxième pont disulfure dans

leur domaine C-terminal qui semble être important dans la stabilisation de la structure

tertiaire (Richard et al., 2006)

Sous-classe IIb : cette sous classe contient actuellement 16 bactériocines

différentes (Nissen-Meyer et al., 2009). Elle comprend les bactériocines ayant besoin de
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l’association de deux peptides pour avoir une activité optimale. Deux types de

bactériocines de classe IIb peuvent être distingués :

 Type E (Enhancing) où uniquement l’un des deux peptides est actif seul

mais la présence du deuxième peptide augmente considérablement l’action

du premier comme par exemple pour l’entérocine L50A/L50B (Cintas et al.,

1998). Ces peptide peuvent également être inactifs individuellement, comme

c’est le cas pour la plantaricine JK (Moll et al., 1999).

 Type S (Synergy) où les peptides sont actifs individuellement mais leur

activité sera maximale quand ils sont ensemble comme par exemple pour la

Lactococcine G et Q (oppegard et al., 2007)

Sous classe IIc : Contient les bactériocines activées par réduction du groupement

thiols telle que la lactococcine B (klaenhammen, 1993). La sous classe IIc a été dédiée

aux bactériocines de la class II ne peuvent pas être classées ni dans la sous classe IIa ni

dans la IIb comme la mésentérocine 52B. Actuellement, cette sous classe contient les

bactériocines cycliques comme la Circularine A (Kemperman et al., 2003).

Sous classe IId : cette sous classe est proposé par Cotter et al.(2005b) pour

regrouper les bactériocines linéaires ne présentant pas une similitude structurale avec la

pédiocine comme la lactococcin A la divergicin A (Nissen-Meyer et al., 2009). D’autres

auteurs comme Nes et al. (2007) ont proposé de regrouper dans sous classe les

bactériocines de classe II dont les pré-peptides sont dépurvus de peptides-signal ou

peptides-leader.

Sous classe IIe : Cette sous classe est proposé par Nes et al. (2007)pur contenir

certaines peptides douée d’activité antibactérienne et qui sont issus de la dégradation de

grosses protéines comme le cas la propionicine F produite par Propionibacterium

freudenreichii.

Classe III : les bactériocines de grande taille

Cette classe regroupe les bactériocine thermolabiles à l’exception de la propionicine

SM1 et ayant un haut poids moléculaire ˃ 10 KDa (Heng et al., 2007). Toutefois ;

plusieurs auteurs comme Cotter et al.(2005b) ne considèrent pas ces composés comme des

bactériocines mais des enzymes bactériennes douées d’une activité lytique, ils les ont

appelées «bactériolysines ».



Synthèse bibliographique

10

Classe IV

Cette dernier classe est dédiée aux protéines requérant une partie carbohydratée non

protéique (lipidique, polysaccharidique) pour avoir une activité antibactérienne comme la

Plantaricine S (Jiménez-Diaz et al., 1995). Cependant, puisqu’aucun de ces peptides n’a

été co-purifié avec sa partie glucidique ou lipidique, l’existance de telles bactériocines ast

très contestée par plusieurs auteurs comme Nes et al. (1996).

En 2003 Kemperman et al. Ont proposé de mettre dans la classe IV les

bactériocine cyclique récemment découvertes. Ces bactériocine sont actuellement classées

dans la sous classe IIc.

III.9. 3. Mode d’action des bactériocines

Les bactériocines produits par les bactéries à Gram positif sont dirigées en premier

lieu contre d’autres espèces Gram positif. Cependant, dans certaines cas, une activité

contre des bactéries Gram négatif peut être observée (Cotter et al., 2005b).

L’action des bactériocines sur les cellules sensibles passe par deux étapes : la

première est l’adsorption des bactériocines sur l’enveloppe bactérienne. A ce stade, les

bactériocines sont sensibles à l’action des protéases. La deuxième est irréversible et

implique des changements létaux, dans les cellules cibles, spécifiques pour chaque

bactériocine. Après la fixation, la majorité des bactériocines provoque une perturbation

immédiate de la perméabilité de la membrane cytoplasmique des bactéries sensibles

(Marciset et al., 1997)

Les travaux menés par Barrena-Gozalez et al.(1996) et Martinez-Cuesta el al.

(1997) ont montré que les bactériocines, une fois adsorbées sur les bactéries sensibles,

peuvent avoir trois effets différents :

- Un effet bactériostatique aboutissant à un ralentissement ou un arrêt de

croissance bactérienne sans mortalité cellulaire. Une reprise de croissance est

souvent observée après le contacte entre les bactéries sensible et la bactériocine.

- Un effet bactéricide où un mort cellulaire est observée mais les bactéries

gardent leur intégrité physique, car il n’y a pas de lyse bactérien.

- Un effet bactériolytique où la mort des bactéries est principalement due à une

lyse cellulaire.
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En raison de leur grande diversité structurale, les bactériocines peuvent affecter

différentes fonctions essentielles de la cellule cible comme la biosynthèse de la paroi

cellulaires, mais la plupart d’entre elles agissent en formant des pores dans la membrane

cytoplasmique des cellules cibles, ce qui conduit à la mort cellulaire (Twomey et al.,

2002).

IV. Effet antimicrobien des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont capables de produire une variété de composés

inhibiteurs dont les effets peuvent se répercuter sur la flore lactique elle-même mais aussi

sur la flore indésirable ou pathogène (Piard et Desmazaud, 1991).

Dans une étude menée par Bogovič et al., (2007),Il a été démontré que Lb. gasseri

K7 produit une bactériocine inhibe la croissance de Clostridium tyrobutyricum. La nisine

est aussi capable d’inhiber les genres : Bacillus, Staphylococcus, Listeria et Clostridium en

particulier Clostridium tyrobutyricum responsable de la production de gaz dans les

fromages semi solides (Walstra et al., 2006).

Les bactéries lactiques sont utilisées pour la lutte contre la prolifération des

champignons et la formation de mycotoxine dans les produits alimentaires, destinés à la

consommation humaine, les lactobacilles peuvent trouver d’autre application dans le

domaine de l’alimentation de bétail. Ström et al.( 2002) ont rapporté que Lb. Plantarum

MiLAB 393est capable de protéger les aliments de bétail contre Fusarium

sporotrichioides, Aspergillius fumigatus et kluyveromyces marxianus, sans aucune addition

d’additifs chimiques ou biologiques. D’un autre côté, Lb. Acidophilus ATCC20552 a été

proposé comme un bioconservateur de graines de céréales, du fait de son effet antifongique

contre Aspergillus fumigatus ( Elsanhoty, 2008)

La nisine est additionnée à certaines lotions utilisée comme bain de bouche pour

traiter la gingivite et prévenir les caries dentaire en inhibent les micro-organismes en cause.

La nisine est aussi utilisée dans le traitement des ulcères gastriques vu sa stabilité aux pH

acides et son activité contre Helicobacter pylori( Boakes et Wadman., 2008,Tong et al,.

2010).
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I. Objectifs du travail

- Sélectionner des souches des bactéries lactiques douées l’activité

antimicrobienne.

- Mise en évidence l’activité des souches des bactéries lactiques vis-à-vis des

souches pathogènes (des bactéries et des levures).

II. Origine des souches utilisées

Ce travail consiste à étudier l’activité antimicrobienne de certaines souches de

bactéries lactiques à l’égard de quelques micro-organismes pathogènes

II.1. Souches tests

Les souches de bactéries lactiques (souches test) utilisées pour réaliser cette études sont

des souches isolées à partir d’un fromage artisanal en 2017 et conservées à -18°C dans

un bouillon MRS additionnée de 20% de glycérol.

Tableau I : les différentes souches de bactéries lactiques utilisées.

Souches Identification

S2 Lactobacillus aquaticus

S4 Lactobacillus nagelli

S5 Lactobacillus nagelli

S6 Lactobacillus nagelli

S8 Lactobacillus curvatus melibiosus

S9 Lactobacillus ghanensis

S11 Lactobacillus saniviri

S12 Lactobacillus nagelli

S13 Lactobacillus rhamnosus

S14 Lactobacillus composti

38 Lactobacillus paralimentarius

S17 Enterococcus phoeniculicola

S18 Lactococcus lactis subsptructae

S19 Enterococcus avium

S21 Lactobacillus nagelii

S22 Lactobacillus nagelii
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S23 Lactobacillus ghanensis

S24 Lactobacillus aquaticus

S25 Lactobacillus aquaticus

S28 Lactobacillus acidophilus

S29 Lactobacillus nagelii

S31 Enterococcus avium

S32 Enterococcus faecium

S34 Enterococcus phoeniculicola

S35 Enterococcus malodorantus

S40 Lactobacillus plantarum

S45 Streptococcus parvulus

S48 Enterococcus termitis

S50 Souche 50

S52 Souche 52

II.2. Souches cibles

Les souches pathogènes sont isolées à partir de prélèvements pathologiques (les

urines, les selles, le pus), identifiés et conservées à 4°C dans un laboratoire médical de

l’établissement public hospitalier EL ZAHRAOUI M’SILA Algérie.

L’identification faite par la coloration du Gram et la galerie biochimique.

Tableau II : Différentes souches pathogènes utilisées.

Souches cibles Origine

Salmonella sp Selle

Citrobacter koseri Urine

Pseudomonas aeroginosa Pus

Pseudomonas sp Urine

Klebsiella sp Urine

Providencia sp Urine

Escherichia coli Urine

Proteus mirabilis Urine

Staphylococcus aureus Urine

Candida albicans Prélèvement buccal
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Candida sp Prélèvement vaginal

II.3. Revivification et vérification de la pureté des souches conservées

La revivification des souches consiste à la repiquer successivement sur des

milieux appropriés, puis à l’incuber jusqu'à l’obtention d’une culture fraiche.

Les souches des bactéries lactiques ont été décongelée, puis revivifiées par repiquages

successifs sur bouillon MRS, ensuite incubé 24H à 37°C, l’incubation peut prolongée

lorsque il n’y a pas des troubles jusqu'à l’obtention d’une bonne croissance.

Les souches cibles sont isolées, purifiées et conservées sur gélose nutritive à +4°C

.Avant leur utilisation dans les tests d’inhibition, elles sont repiquées sur bouillon

nutritif et incubées 18 heures à 37 °C.

La pureté des souches lactiques ainsi que pathogènes a été vérifiée par la réalisation

du test de catalase et la coloration de Gram.

III. Standardisation des inocula bactériens

Afin de comparer le pouvoir antimicrobien des différentes souches lactiques

utilisées et de s’assurer la fiabilité du résultat, il est indispensable de connaître la charge

de départ des souches cibles pour cela une standardisation des souches est effectué

comme suite :

• une boite de Pétri contenant de la gélose nutritif est ensemencée avec une culture

fraiche de la souche à standardiser et incubée 24h à 37°C.

• 2 colonies bien isolées sont mises dans 9mL de bouillon nutritif respectivement puis

incubée à 37°C pendant 24h.

• A partir de ces cultures, des dilutions (jusqu’à10ିଽ) sont réalisées dans de l’eau

physiologique, puis un ensemencement en masse est effectué à partir de la

dilution10ି,10ି଼,10ିଽ. Les boite sont incubées à 37°C/24. Après incubation, les

colonies sont dénombrées et le nombre est exprimé en UFC/ml. La figure 2 représente

les étapes de standardisation de l’inoculum des souches cibles.
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Figure 2 : Standardisation des inocula des bactéries pathogènes.

IV. Etude de l’activité antimicrobienne des souches lactiques

Il s’agit de chercher l’activité antimicrobienne des souches des bactéries lactiques. Cette

étude est réalisée par deux méthodes : spots et puits.
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IV.1. Méthode de spots.

La méthode de spot, est utilisée pour l’observation des zones d’inhibitions. Ce test

consiste à déposer un volume de 5μL d’une culture fraiche de 24h de chaque souche 

lactique sur une gélose MRS. Le même volume de bouillon MRS stérile est aussi

déposé comme témoin négatif. Les boites sont laissées à température ambiante pour

permettre le séchage des spots, avant de les incuber à 37°C pendant 24h. En parallèle,

une culture fraiche de bactérie pathogène à tester est préparée en la cultivant dans 9mL

du bouillon nutritif et incubée à 37°C pendant 18h.

Après l’incubation, 9mL de gélose nutritif en surfusion sont inoculés parla souche cible

après une dilution de10ିଶ. Puis, le mélange est ensuite coulé sur la couche de MRS, en

contact direct avec les spots. Les boites sont incubées à 37°C/ 24h. Ce test est répété 2 à

3 fois pour chaque souche cible. L’activité antibactérienne se révèle par l’apparition de

zones claires autour des spots. L’inhibition est considérée positive si la zone dépasse 10

mm de diamètre.

Figure 3 : Méthode de spots (Fleming et al.,1975).
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IV. 2. Méthode des puits

l’activité antibactérienne dans les surnageant des souches des bactéries lactiques

est testée par la méthode des puits décrit par Cintas et al., (1995). Cette méthode

consiste à mettre le surnageant de la souche de bactérie lactique en contact avec la

souche cible pathogène. Les souches lactiques produisent des substances pouvant

diffuser dans le milieu de culture solide. Les bactéries lactiques sont repiquées dans le

milieu MRS liquide et incubées à 37°C 24h. Après incubation une centrifugation

réfrigérée est réalisée à 6000 tr /min pendant 20 min à 4°C. Des puits de 6mm de

diamètre sont creusés stérilement à l’aide de pipette Pasteur sur la gélose nutritif inoculé

par la souche cible (pathogène).Ensuit, les puits sont remplis par 100μl du surnageant à 

tester. Les boites sont mises à 4°C /2h pour permettre la bonne diffusion de la substance

antimicrobienne puis incubées à 37°C/24h (Figure 4).la lecture se fait par la mesure du

diamètre en mm des zones inhibition formées autours des puits. Les résultats son

considérée positive si le diamètre de la zone d’inhibition est supérieur à 10mm.

Figure 4 : les étapes de réalisation de test des puits.
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I. Caractéristiques des isolats

I.1. Bactéries lactiques

I.1.1. Caractères culturaux

Sur gélose MRS, ces bactéries apparaissent en petites colonies muqueuses de tailles

variables arrondies de forme lenticulaire avec une couleur blanchâtre à jaunâtre sur milieu,

elles donnent un trouble homogène sur milieu liquide. La figure 5 présente l’aspect d’une

culture fraiche des souches de bactéries lactiques sur gélose MRS.

Figure 5 : Aspect des bactéries lactiques sur le milieu MRS

I.1.2. Caractères microscopiques

Après la coloration de Gram. L’aspect microscopique des souches a révélé deux

formes de cellules : coques et bâtonnets. La figure 6 présente l’aspect d’une souche de

bactérie lactique sous microscope optique (G×100) (ZEISS West Germany).

Figure 6 : Aspect microscopique de la souche Streptococcus parvulus sous microscope

optique.

I.1.3.Test catalase

Le test catalase a été négatif sur toutes les souches des bactéries lactiques. Les

bactéries à Gram positif et catalase négatif sont supposés être des bactéries lactiques.
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I-2 souches pathogènes

Pour les tests d’activité antimicrobienne, nous avons utilisé onze (11) souche

pathogènes, elles ont été isolées et identifiées à partir des prélèvements pathologiques.les

aspects microscopiques et les résultats des tests biochimiques des bactéries pathogènes à

Gram négatif sont présentés dans le tableau III.

Tableau III : Aspect microscopique et résultats des tests biochimique

Bactérie Aspect G Mobilité LAC ONPG IND VP Citrate Urée H2S catalase

Citrobacter
koseri

Bacille - + + + + - + - - +

E.coli Bacille - + + + + - - - - +

Klebsiella sp Bacille - - + + + + + + - +

Proteus
mirabilis

Bacille - + - - - - + + + +

Providoncia
sp

Bacille - + - - + - + - - +

Pseudomonase
sp

Bacille - + - - - - + + - +

P. aeroginosa Bacille - + + - - - + + - +

Salmonella sp Bacille - + - - - - + - + +

(-) si Caractères négatifs

(+) si Caractères positifs

L’identification de S.aureus est faite par l’examen microscopique qui a montré des

Cocci à Gram positive groupés en amas, immobile. Les caractères biochimiques sont

catalase(+), oxydase (-) et fermente le mannitol.

L’identification de Candida sp ou de Candida albicans est réalisée avec un avec un

examen direct sur un milieu sabauraud suivi par une autre culture sur un milieu Rice cream

de 24h à 48h sous 27 °C.

• Candida sp :sous le microscope optique (G×40).elle donne des pseudomycélium et des

blastospores (figure 8), elle fermente des sucre et elle résiste à l’actidione.
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Figure 7 : Aspect des blastospores de Candida sp sous le microscope optique (G×40).

 C.albicans : sous microscope optique (G×40) des pseudofilaments et des

chlamydospores (figure 9).

Figure 8 : Aspect des chlamydospores de C.albicans apparues sous microscope optique

(G×40).

II. Standardisation des inocula

Le but de cette étape est de pouvoir travailler avec une même charge bactérienne

dans 1mL de culture durant toutes les étapes de ce travail. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau IV.

Tableau IV : Résultats de la standardisation des bactéries lactiques et pathogènes.

Souches Nombre de cellules

(UFC/ml)

Salmonella sp 2.10ଽ

Citrobacter koseri 1,2.10଼

Pseudomonas aeroginosa 1,3.10଼

Pseudomonas sp 1.2.10଼

Klebsiella sp 10ଽ
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Providencia sp 1,2.10ଽ

Escherichia coli 1,6.10଼

Staphylococcus aureus 1,5.10ଽ

Candida albicans 10଼

Candida sp 1,8.10଼

Proteus mirabilis 1.10଼

III. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne par la méthode des

spots

Le test de spots a été réalisé pour 30 souches de bactéries lactiques dans le but de

sélectionner les souches qui ont une activité antimicrobienne.

III.1. Test des spots à l’égard de S.aureus

Ce test a montré que 24 souches parmi les 30 souches étudiées sont douées

d’activité antibactérienne vis-à-vis la souches S.aureus, avec des zones d’inhibition de

diamètres différents allant de 20mm à 33mm, alors que les souches 35, 21, 50, 14,45 et 9

ne révèlent aucun activité antibactérienne à l’égard de S.aureus. La meilleure activité a été

observée avec la souche 40(Lactobacillus plantarum)(ZI=33mm).

Figure 9 : Diamètre de zones d’inhibition obtenues par le test des spots à l’égard de

S.aureus
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Figure 10 : Résultats du test de spots à l’égard de S.aureus.

III.2. Test des spots à l’égard d’E.coli

Le test de spots a montré que 20 souches parmi les 30 souches étudiées sont douées

d’activité antibactérienne vis-à-vis la souche E.coli, avec des zones d’inhibition allant de

25mm à 36mm, alors que les souches 25,17,34,21,35,45,29,9,50 et 40 ne révèlent aucune

activité antibactérienne à l’égard de E.coli. La grande zone d’inhibition a été observée avec

la souche 12(Lactobacillus nagelli)(ZI=36mm).

Figure 11 : Diamètre des zones d’inhibition obtenues par le test des spots à l’égard

d’E.coli.
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Figure 12 : Résultats du test des spots à l’égard d’E.coli.

III.3. Test des spots à l’égard de Candida albicans

Les résultats du test des spots montrent que 20 souches des bactéries lactiques ont

montré une faible activité antifongique à l’égard de candida albicans, alors que les souches

14, 35, 48, 21, 17, 50, 45,9 et 23 ne révèlent aucune activité antifongique. La figure 14

présente un exemple des zones d’inhibitions obtenues.

Figure 13 : Résultats du test des spots à l’égard de C. albicans

Les résultats obtenus avec le test des spots montre que vingt-cinq souches parmi les

trente souches testées, ont présenté une activité antimicrobienne contre au moins un des

souches cibles testés. Cependant, les souches 50,35,45,9 et 21 ne révèlent aucune activité

antimicrobienne détecté contre toutes les souches testées S. aureus, E. coli et candida

albicans.

Des résultats similaires ont été rapportés par Bouadjaib (2013) et par Madi (2010)

dans leur travail où les souches de bactéries lactiques isolées à partir de produits laitiers ont

montré une activité à l’égard de ces bactéries pathogènes. Les travaux de Savadogo et al.,
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(2004), ont reporté que les diamètres des zones d’inhibitions des bactéries lactiques isolées

du lait fermenté sont de l’ordre de 9 à 10 mm vis-à-vis de S. aureus et de 8 à 9 mm vis-à-

vis d’E. coli. Les résultats de ces travaux sont moins importants que les résultats obtenus

dans notre étude. Selon les travaux de Labioui et al., (2005) la zone d’inhibition des

bactéries lactiques à l’égard de E. coli varie entre 22,5 et 31,5 mm. Ces valeurs sont

similaires aux valeurs obtenues dans notre étude. Atanassova et al., (2003), Lozo et al.,

(2007) ont rapporté que de nombreuses souches de Lb. paracasei subsp. paracasei isolées

de différentes niches écologique, ayant un large spectre d’activité sur des bactéries Gram

positif et Gram négatif et même sur des levures.

IV. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne par la méthode des

puits

L'effet antibactérien des surnageants des cultures des bactéries lactiques étudiées

est mis en évidence par l'apparition des zones d'inhibitions (zone claire) autours des puits.

La lecture de l’activité inhibitrice se fait par la mesure des diamètres d’inhibitions autour

des puits (Zi), exprimée en mm.

IV.1. Test des puits à l’égard de S. aureus

Les résultats de test des puits ont montré que 19 souches de bactéries lactiques

présentent une activité plus ou moins importante à l’égard de S. aureus, avec des zones

d’inhibition allant de 13mm à 19mm. Cependant les souches 6, 23, 13,28, 40 et 52 ne

révèlent aucune activité antibactérienne contre S. aureus. La plus grande zone d’inhibition

a été observée avec la souche 2 (Lactobacillus aquaticus) avec ZI=19mm. (figure 15)

Figure 14: Diamètres des zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

S.aureus.
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Figure 15: Résultats du test des puits à l’égard de S. aureus.

IV. 2. Test des puits à l’égard d’E. coli

Le test d’activité antimicrobienne a montré que 21 souches de bactéries lactiques

exercent une activité plus ou moins importante à l’égard d’E. Coli, cette activité est révélée

par l’apparition des zones d’inhibition de 13mm à 17mm. Les souches8, 17, 40 et 52 ne

présentent aucune activité anti Escherichia coli. La meilleure activité inhibitrice a été

observée avec la souche 12 (Lactobacillus nagelli) avec ZI=17mm. La figure 17 représente

les résultats de test des puits à l’égard d’E. coli.

Figure 16 : Diamètres des zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard

d’E.coli.
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Figure 17: Résultats du test des puits à l’égard d’E. coli.

IV. 3. Test des puits à l’égard de Candida albicans

Les résultats de test des puits ont montré que, toutes les souches de bactéries

lactiques testées ne révèlent aucune activité antifongique à l’égard de Candida albicans.

Figure 18 : Résultats du test des puits à l’égard de Candida albicans

IV. 4. Test des puits à l’égard de Candida sp

Selon les résultats de test des puits, les souches 6,8, 11, 12, 18, 24 et 32 montré une

activité importante à l’égard de Candida sp, cela est révélé par l’apparition des zones

d’inhibitions de 19mm à 22mm. Les souches 29, 38, 14, 31 et 5 ont présenté une activité

plus ou moins importante avec des zones d’inhibition allant de 13mm à 17mm. Néanmoins

les souches28, 23, 22, 40, 34, 25, 13, 4, 2, 52, 48, 19 et 17 ne présentent aucune activité

antibactérienne contre candida sp. La figure 20 représente les résultats de test des puits à

l’égard de Candida sp.
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Figure 19 : Diamètres des zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

Candida sp.

Figure 20: Résultats obtenus par le test des puits à l’égard de candida.

IV. 5. Test des puits à l’égard de Citrobacter koseri

La méthode des puits ont montré que 19 souches de bactéries lactiques exercent

une activité plus ou moins importante à l’égard de Citrobacter koseri avec des zones

d’inhibition allant de 12mm à 17mm de diamètre. Cependant les souches 52, 23, 40, 34, 48

et 32 ne révèlent aucune activité inhibitrice contre Citrobacter koseri. La plus grand zone

d’inhibition a été observée avec les souches 6 (Lactobacillus nagelli) et 25 (Lactobacillus

aquaticus) avec ZI=17mm. (figure 22)
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Figure 21: Diamètres des zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

Citrobacter koseri

Figure 22: Résultats du test des puits à l’égard de Citrobacter koseri.

IV. 6. Test des puits à l’égard de Salmonella sp

D’après les résultats présenté par la figure 24 les souches 32, 17, 8, 19, 24, 11, 6, 4,

2, 31, 12 et 18 présentent une activité contre salmonella sp avec des zone d’inhibition

allant de 13mm à 20mm de diamètre. Cependant aucune activité contre Salmonella sp n’a

été détectée avec les souches 52, 29, 14, 38, 28, 23, 22, 40, 25, 34, 13, 5 et 48. La

meilleure zone d’inhibition a été observée avec la souche 32(Enterococcus faecium) avec

ZI=20mm.
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Figure 23: Diamètres des zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

Salmonella sp.

Figure 24: Activité des bactéries lactiques à l’égard de Salmonella sp.

IV. 7. Test des puits à l’égard de klebsiella sp
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25 (Lactobacillus aquaticus) avec ZI=16mm. La figure 26 présente les résultats de test des

puits à l’égard de Klebsiella sp.

Figure 25 : Diamètres des zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

Klebsiella sp.

Figure 26: Activité des bactéries lactiques à l’égard de Klebsiella s p.
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29 et 52 ne présentent aucune activité antibactérienne contre P. aeroginosa. La meilleure

activité antibactérienne a été observée avec la souche 12 (Lactobacillus nagelli) avec

ZI=21mm. La figure 28 présente les résultats de test des puits à l’égard de P. aeroginosa.

Figure 27: Diamètre de zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

P.aeroginosa.

Figure 28 : Activité des bactéries lactiques à l’égard de P. aeroginosa.
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diamètre différent allant de 12mm à 27mm. Cependant les souches 28, 38, 48 et 52 ne

révèlent aucune activité antibactérienne contre Proteus mirabilis. La plus grand zone

d’inhibition a été observée avec la souche 24 (Lactobacillus nagelii) avec ZI=27mm.

(figure 30)

Figure 29 : Diamètre de zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

Proteus mirabilis

Figure 30: Activité des bactéries lactique à l’égard de Proteus mirabilis.

IV. 10. Test des puits à l’égard de Providencia sp

Le test des puits montre que 15 souches de bactéries lactiques testées présentent

une bonne activité à l’égard de Providencia sp, cette activité est révélée par l’apparition

des zones d’inhibition de 15mm à 29mm de diamètre. Néanmoins, les souches 6, 48, 17,

23, 52, 29, 38, 28,22 et 40 ne montrent aucune activité antibactérienne contre Providencia

0

5

10

15

20

25

30

2 4 5 6 8 11 12 13 14 17 18 19 22 23 24 25 28 29 31 32 34 38 40 48 52

20

16
17

24

19

22
24

20

16
15

21
19

18
17

27

18

0

17

20

23

15

0

12

0 0

D
ia

m
èt

re
de

Z
I

de
s

pu
it

s
(m

m
)

souches des bactéries lactiques



Résultats et discussion

33

sp. La meilleure activité antibactérienne a été observé avec la souche 4 (Lactobacillus

nagelli)avec ZI=29mm. La figure 32 présente les résultats de test des puits à l’égard de

Providencia sp.

Figure 31 : Diamètre de zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

Providencia sp.

Figure 32 : Activité des bactéries lactiques à l’égard de Providencia sp.
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Cependant les souches 52, 38, 23, 40, 17, 19, 48 et 28 ne présentent aucune activité

inhibitrice contre Pseudomonas sp. La plus grande zone d’inhibition a été observée avec la

souche 5(Lactobacillus nagelli) avec ZI=20mm (figure34).

Figure 33: Diamètre de zones d’inhibition obtenues par le test des puits à l’égard de

Pseudomonas sp.

Figure 34: Activité des bactéries lactiques à l’égard de Pseudomonas sp.
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aucune activité antifongique à l’égard de Candida albicans, alors qu’une faible activité

inhibitrice a été détectée par le test des spots.

Les souches de bactéries lactiques qui présentent une activité inhibitrice importante

sont les souches de Lactobacillus aquaticus (16mm à 19mm), de Lactobacillus nagelli

(16mm à 29mm), de Lactobacillus saniviri (22mm), de Lactobacillus curvatus melibiosus

(22mm) et la souche de Enterococcus faecium (20mm).

Selon plusieurs auteurs, cet effet antibactérien serait dû à l’effet combiné de

plusieurs substances antibactériennes produites par les bactéries lactiques comme les

acides organiques essentiellement l’acide lactique, le peroxyde d’hydrogène, le diacétyle,

ou encore des substances antibactériennes de nature protéique (bactériocines) (Antanasova

et al., 2003;Lozo et al., 2007).

L’acide lactique est le métabolite principal de la fermentation des bactéries

lactiques. A pH acide, une grande quantité d’acide lactique est sous la forme non dissociée,

cette forme est toxique pour beaucoup de bactéries, champignon et levures (Podolak et

al.,1996).

Labaioui et al., (2005).Ont examiné le surnageant natif du Streptococcus agalactae

à l’égard d’E.coli et Staphylococcus aureus, ces auteurs ont obtenu un résultat positif avec

des zones d’inhibition de 31,5± 1,1 mm et 32,5±1,0 mm respectivement.

Allouche et al., (2010). Dans leur travail sur des souches de lactobacilles utilisées

dans l’industrie laitière ont montrés une activité antimicrobienne à l’égard de Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa et Escherichia coli. Cette

activité est révélée par l’apparition de zones d’inhibition allant de 12 à 22 mm, 14,5 à

22mm, 17 à 22mm et 18mm à 19mm respectivement. Cependant les souches des

lactobacilles ne révèlent aucune activité inhibitrice à l’égard de Salmonella seftenberg.

Mami S. (2013),a montré que la souche Lb. plantarum présente une activité

inhibitrice à l’égard de S. aureus, Listeria ivanovii, E. coli, Klebsiella pneumonia,

Acinitobacter calcoaceticus, P. aeroginosa, Salmonella enterica et Bacillus cereus. Cette

activité est attribuée à des bactériocines.

Selon Menad N. (2017), dans son étude sur l’effet antagoniste des bactéries

lactiques isolées à partir du lait de vache vis-à-vis de Salmonella sp. Les souches de

Lactobacillus plantarum présentent une activité inhibitrice, plus ou moins prononcée vis-à-

vis de la bactérie pathogène avec un diamètre de zone d’inhibition de 5mm. Les différentes

souches de Lactococcus sp présentent un spectre d’activité vis-à-vis du germe cible testé.
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Mamèche-Doumandji(2008), ont montré que, Lactobacillus acidophilus inhibe

quelques espèces pathogènes Gram négatif telles que E. coli et Salmonella thyphimurium.

Bouzaid et al., (2016) ont montré que la souche L. yamanashiensis, isolée de la

viande hachée de dromadaire est capable d’inhiber la croissance de Staphylococcus aureus,

Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Pseudomonase flouresence et Salmonella sp.
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Conclusion

Dans ce travail, l’activité antimicrobienne a été recherchée dans trente souches de

bactéries lactiques isolées de fromage artisanal à l’égard onze souches pathogènes isolées

dans un laboratoire d’analyse médical.

Le but est de cribler et de sélectionner des souches de bactéries lactiques ayant une

activité inhibitrice en utilisant de test des spots et des puits.

Vingt-cinq souches de bactéries lactiques parmi trente ayant une activité

antimicrobienne, les meilleures activités inhibitrices ont été révélées par le test des spots

avec la souche Lactobacillus plantarum (33 mm) à l’égard S. aureus et la souche

Lactobacillus nagelli (36 mm) à l’égard E.coli. Candida sp présente une faible activité

antifongique.

Les souches des bactéries lactiques ayant une meilleures activité antimicrobienne

sont les souches de Lactobacillus aquaticus (19mm) à l’égard S.aureus, de Lactobacillus

nagelli (29mm), de Lactobacillus saniviri (22mm) contre Proteus mirabilis, de

Lactobacillus curvatus melibiosus (22mm) vis-à-vis à Candida sp et la souche de

Enterococcus faecium (20mm) à l’égard salmonella sp. La souche 52 ne présente aucune

activité contre toutes les souches pathogènes.

Pour cela, et en perspective, nous suggérons dans l’avenir de :

- Rechercher la nature exacte des facteurs inhibiteurs (bactériocines,

polysaccharides…)

- Déterminer l’effet des bactéries lactiques à l’égard des souches pathogène

(bactéricide ou bactériostatique).

- étudiée l’activité antimicrobienne des souches des bactéries lactiques à l’égard des

souches multi résistance.
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Annexes

Annexe I. Résultats

Tableau V: Diamètre des zones d’inhibitions (mm) obtenues par le test des spots à l’égard de

S.aureus et E.coli

Souches S.aureus E.coli C.albicans
S2 24 31 10.5
S4 22 26 11
S5 28 29 10.5
S6 27 26 11
S8 28 28 11.5
S9 0 0 10.5
S11 28 35 11
S12 26 36 11
S13 23 34 12.5
S14 0 28 0
S17 20 0 0
S18 31 32 10
S19 27 33 11
S21 0 0 0
S22 32 27 10
S23 24 31 0
S24 21 25 10
S25 21 0 10.5
S28 27 32 11
S29 22 0 10
S31 26 33 11
S32 28 27 10.5
S34 26 0 10
S35 0 0 0
S38 27 29 10.5
S40 33 0 10
S45 0 0 0
S48 24 33 0
S50 0 0 0
S52 25 31 11



Tableau VI : diamètre des zones d’inhibitions obtenues (mm) par le test des puits à l’égard

des souches pathogènes

Souches Candida
sp

C .koseri
sp

E.coli Klebiella
sp

Pseudomonas
sp

S2 0 14 15 14 19
S4 0 15 13 15 19
S5 17 10 14 15 20
S6 22 17 15 14 15
S8 22 13 0 13 18
S11 22 16 14 0 14
S12 22 16 17 12 14
S13 0 14 16 15 15
S14 16 12 14 14 15
S17 0 15 0 12 0
S18 19 15 14 14 14
S19 0 14 13 13 0
S22 0 15 14 16 17
S23 0 0 14 0 0
S24 20 16 13 13 14
S25 0 17 15 16 18
S28 0 12 16 12 0
S29 15 12 14 13 16
S31 15 15 13 0 13
S32 21 0 16 0 14
S34 0 0 13 0 16
S38 13 14 15 14 0
S40 0 0 0 0 0
S48 0 0 15 0 0
S52 0 0 0 0 0



Tableau VII : diamètre des zones d’inhibitions obtenues (mm) par le test des puits à l’égard

des souches pathogènes

Souches P.aeroginosa P.mirabilis Providencia
sp

Salmonella
sp

S. aureus

S2 19 20 20 14 19
S4 20 16 29 15 16
S5 14 17 18 0 15.5
S6 15 24 0 15 0
S8 16 19 16 18 17
S11 13 22 15 15 16.5
S12 21 24 20 16 14
S13 14 20 17 0 0
S14 17 16 15 0 17
S17 15 15 0 13 15.5
S18 20 21 20 17 17
S19 14 19 15 19 16
S22 15 18 0 0 15
S23 17 17 0 0 0
S24 17 27 18 13 17
S25 16 18 20 0 18
S28 15 0 0 0 0
S29 12 17 0 0 16
S31 20 20 16 17 17
S32 0 23 17 20 18.5
S34 15 15 15 0 17
S38 18 0 0 0 13
S40 17 12 0 0 0
S48 0 0 0 0 16.5
S52 0 0 0 0 0



Tableau VIII : Gélose et bouillon nutritive

NB : Pour avoir la gélose nutritive : on ajoute 15 g d’agar

Pour avoir une gélose nutritive molle : on ajoute 8 g d’agar

Tableau IX : Gélose et bouillon MRS

Composition Quantité (g/l)

Peptone de caséine 10

Extrait de viande 8
Extrait de levure 4

Glucose 20
Phosphate dipotassique 2
Di ammonium citrate 2

Acétate de sodium 5
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganèse 0,04

Tween 80 1ml
Agar 20

pH final 6,5

Composition Quantité (g/l)
Peptone de viande 10

Extrait de viande 3

Extrait de levure 3

Chlorure de sodium 5

Agar 18
pH final 7,2



Tableau X : Eau physiologie

Composition Quantité

Eau distillée 1L

Chlorure de sodium 9g

pH 7



Résumé

Dans cette étude, l’activité antimicrobienne de trente souches des bactéries

lactiques isolées à partir de fromage artisanal, a été testée sur onze souches pathogènes

isolées dans un laboratoire d’analyse médicale

Le criblage des souches de bactéries lactiques douées d’une activité inhibitrice a été

mis en évidence par le test des spots et test des puits

Les résultats obtenues ont montrés que certaines souches des bactéries lactiques ont

une bonne activité à l’égard des souches pathogènes alors que d’autres présentent une

moyenneactivité antimicrobienne et d’autres ne présentent aucune activité inhibitrice.

Mots clés : bactéries lactiques, Staphylococcus aureus, E. coli, Candida, activité

antimicrobienne

Abstract

In this study, antimicrobial activity of thirty lactic acid bacteria strains isolated

from artisanal cheese has been tested on eleven pathogenic strains isolated in medical

analysis laboratory.

Screening lactic acid bacteria strains with inhibition activity has been highlighted

by the agar spot test and the agar well diffusion assay

The results shew that some lactic bacteria strains have a big activity on pathogenic

strains whether some have a mean inhibiting power and the rest do not have at all.

Keywords: Lactic acid bacteria, Staphylococcus aureus ,E.coli,Candida, antimicrobial

activity
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