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Les bactéries lactiques sont utilisées depuis plusieurs siècles comme des agents 

protecteurs, ils sont caractérisent par la synthèse des métabolites antimicrobiennes ; grâce aux 

ses propriétés les bactéries lactiques ayant des rôle différentes : dans la préservation des 

aliments, la prévention d’empoisonnement, l’augmentation de la valeur nutritive et 

l’amélioration de la qualité organoleptique des aliments et dans la santé, certaines bactéries 

lactiques sont largement utilisées comme probiotiques tels que : Lactobacillus, 

Bifidobacterium et Streptococcus (Ajao et al., 2021) . 

Le poisson, qui constitue une source importante de protéines animales et de vitamines 

dans de nombreuses régions du monde, se caractérise par sa forte teneur en acides gras 

insaturés oméga3, connues pour leurs propriétés bénéfiques pour la santé. Il est une source 

exceptionnelle de diverses vitamines. Plus récemment, l'étude du tube digestif du poisson et 

de sa composition bactérienne a été développée. Les espèces bactériennes présentes dans ce 

tractus digestif en grand pourcentage sont les bactéries lactiques suivantes : Carnobacterium, 

Vagococcus, Lactobacillus, Enterococcus et Lactococcus (Network, 2012). 

Les bactéries lactiques jouent un rôle important dans la conservation des aliments, 

notamment en produisant de l'acide lactique qui diminue le pH. Elles peuvent également 

produire différents antimicrobiens tels que le peroxyde d'hydrogène, le CO2, le diacétyle, 

l'acétaldéhyde, des acides aminés et des bactériocines (Yang et al.,2012). 

L'objectif de cette étude était d'analyser l'action antibactérienne de certaines souches de 

bactéries lactiques sur des souches pathogènes, telles qu’Escherichia coli et Staphylococcus 

aureus. Les souches lactiques, isolées à partir de poisson, notamment du poisson Latcha, 

purifiées et identifiées par des observations macroscopiques et microscopiques, puis l’étude 

de leur activité antimicrobienne a été réalisée par le test de spot contre deux bactéries 

pathogènes à savoir : un Gram positif (S.aureus) et un Gram négatif (E.coli). 

Notre mémoire est divisée en deux parties : la première partie théorique présente une 

vision globale des bactéries lactiques, de leur capacité antibactérienne et de leur rôle dans le 

processus de conservation biologique. La deuxième partie concerne les expériences menées, 

les résultats obtenus, ainsi que les analyses et les discussions qui en résultent. 
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1. Historique 

Les bactéries lactiques sont de très anciens micro-organismes dont les ancêtres ont peut-

être été présents il y a environ 3 milliards d'années (avant l'émergence des cyanobactéries). 

Depuis plus de 4000 ans, ils ont été employés dans la fermentation des aliments sans avoir 

une compréhension approfondie de leur utilisation et en cherchant à produire des aliments 

mieux préservés et de meilleure qualité (Tailliez, 2001;Hogg, 2005). 

Comme l'a souligné Elie Metchnikoff au début du XXe siècle, la longévité et la santé des 

agriculteurs bulgares étaient associées à leur consommation de produits laitiers fermentés 

(Dortu et Thonart, 2009). 

2. Définition  

Les bactéries lactiques sont des bactéries à Gram positif, sous forme de bâtonnet, coque 

ou coccobacille. elles sont généralement non sporulé, immobiles et microaérophiles ou 

anaérobies, et ne possèdent ni nitrate réductase, ni catalase                                                        

(Peterbauer et al., 2011). 

Ces bactéries montrent des exigences nutritionnelles complexes en glucides fermentescibles, 

leur classification est réalisée en fonction de leur morphologie, de leur type de fermentation et 

de leur température optimale de croissance (Yelnetty et al., 2014). 

3. Habitat 

Les bactéries lactiques sont ubiquistes,ellesse retrouvent dans différentes niches 

écologiques. Elles sont présente sur les plantes (fruits, légumes céréales,…), associes aux 

surfaces muqueuses de tractus gastro-intestinal, le vagin et la cavité buccale des humains et 

des animaux, D’autre part, les bactéries lactiques ont été utilisée comme ferment  dans les 

produit laitiers  (yaourt, fromage ), les légumes fermentés, la viande fermentée  et les produits 

de poissons fermentés (Zhang et al., 2015 ; Sowmya et al., 2016 ; Duar et al., 2017). 

4. Principaux genres des bactéries lactiques 

4.1. Genre Streptococcus 

Les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoïdes qui ont diamètre 

inférieur à 2 µm avec une disposition en paires ou en chaines longues. La fermentation des 

carbohydrates produit principalement de l’acide lactique.  Leur température optimale de 

croissance est 37°C, elles sont incapables de se développer à 15°C et à pH =9.6 , beaucoup 

d’espèces sont commensales ou des parasites de l’Homme et des animaux et certaines sont 



Chapitre I                                               Généralités sur les bactéries lactiques 

 

3 
 

hautement pathogènes, Streptococcus thermophiles est la seule espèce utilisé en technologie 

alimentaire (Patel et Gupta, 2018; Park et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Streptococcus thermophilus sous microscope électronique (Furet et al., 2004) 

4.2. Genre Enterococcus  

Les espèces de genres Enterococcus sont des Cocci à Gram positif, oxydase positif, 

catalase négatifs, il sont des anaérobies facultatifs et non mobile, les cellules sont ovoïdes et 

se présentent sous forme de cellules isolés, en paire ou en chainette (Aguilar-Galvez et al., 

2012). 

Les entérocoques sont des microorganismes mésophiles qui se développe dans une gamme de 

température allant de 10 à 45°C, avec un température optimale de 35°C (Flahaut et al., 

1997). 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Enterococcus sp sous microscope électronique (Wallace et al., 2003). 

4.3. Genre Leuconostoc 

Ce sont des bactéries lactiques qui prend la forme cocci, hétérofermentaire qui 

produisent de l’acide lactique, de l’éthanol, et du CO2, se trouvent en paire ou en chainette 

(Björkroth et al., 2014). 
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Les espèces de Leuconostoc sont des Gram positif, sporulé, aéroanaérobies facultatives, 

immobiles, chimioorganotrophes qui ne se multiplient pas que dans un milieu additionné à 

des facteurs de croissance et des acides aminés avec la présence d’un sucre fermentescible. 

Ce genre de bactérie ne peuvent pas se développés que sous une température entre 25 et 30°C 

(Jeon et al., 2017). 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Leuconostoc sp sous microscope électronique (Corrieu et al., 2008). 

4.4. Genre Pediococcus/ Tetragenococcus 

Sont des bactéries lactiques à Gram positif, catalase négatif, elles se développent dans 

des conditions aérobies à microaérophiles, elles sont homofermentaires et produisent de 

l’acide lactique mais pas de CO2 à partir de glucose et ne sont pas capable de réduire les 

nitrates. Les cellules de Pediococcus et tetragenococcus sont sphériques, immobiles, se 

présenter séparément ou par paires. Les tetragenocoques se distinguent des pédiocoques 

principalement par leur haute tolérance au sel (croissance à > 18% Na Cl), et leur capacité à 

se développer à des pH élèves pH=9 (Dworkin et al., 2006). 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Pediococcus sous microscope électronique (Wallace et al., 2003) 
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4.5. Genre Bifidobacterium 

Les espèces de Bifidobacterium sont des procaryotes à Gram positif, qui vivent 

naturellement dans le tractus gastro-intestinal de l’homme et des animaux à sang chaud. 

Se développent dans des conditions aérobies, à une température optimale de 36 à 38°C et un 

pH optimal de croissance se situe entre 5 et 6 (Leahy et al., 2005). 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Bifidobacterium sp sous microscope électronique (Wallace et al., 2003). 

4.6. Genre Lactococcus 

Lactococcus est une bactérie lactique présente sous forme ovoïde associé en paire ou en 

chaînettes de longueur variable. Elle est mésophile et a une croissance optimale à 30°C. Elle 

possède un métabolisme anaérobie facultatif et peut se multiplier en aérobiose. La paroi 

cellulaire de Lactococcus est recouverte d’une couche de polysaccharide lié de manière 

covalente au peptidoglycane. La structure de ce polysaccharide de paroi diffère selon les 

souches. Les espèces de Lactococcus se trouvent dans la sphère uro-génitale de la femme, 

ainsi que dans les plantes telles que les céréales, les pommes de terre, les pois, les haricots, 

etc., est principalement observée dans le lait cru des bovins, qui est largement utilisé comme 

levain dans les fermentations laitières (Teuber, 2015;Yu et al., 2017). 

 

 

 

 

 

Figure 6: Lactococcus sp observée sous microscope électronique (Corrieu et Luquet, 2008). 
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4.7. Genre Lactobacillus 

Lactobacillus est un genre du phylum des Firmicutes, de la classe des Bacilli et de 

l’ordre Lactobacillale. Il est le plus grand et le plus varié genre, très répandu dans les milieux 

végétaux, animaux et humains (dans la flore buccale, l’iléon et le côlon, et dominant dans la 

flore vaginale). Les bacilles sont regroupés en chaînettes, avec un métabolisme anaérobie 

facultatif, à Gram positif, non sporulés, avec la catalase, la gélatinase, la nitrate réductase 

négative (Salvetti et al., 2012; Sherid et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Lactobacillus acidiphilus sous microscope électronique (Corrieu et Luquet,2008). 

5. Utilisation des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques appartiennent à un groupe des bactéries bénéfiques qui 

produisent de l’acide lactique comme produit final,  elles sont  traditionnellement utilisé dans 

la bio conservation de nombreux aliments et jouent un rôle important dans la fabrication des 

produits fermentés telle que les produits laitiers , saumurage des légumes et la boulangerie 

(Diop et al., 2010). 

5.1. Fabrication des produits alimentaires 

Les bactéries lactiques utilisées dans la fabrication des produits alimentaires sont 

nombreuses et appartiennent essentiellement au genre Lactobacillus, Leuconostoc, 

Pediococcus et Streptococcus. 

L’action des bactéries lactiques au cours de la fermentation a été associé tout d’abord à 

l’élaboration de la texture et de l’arôme du produit final, c’est une fermentation qui est 

impliquée dans la fabrications des boissons (vin, bières, cidres), des pains, dans la 

transformation du soja, du chou en choucroute ou de différents végétaux ou fruits (Streit et 

al., 2007). 
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5.2. Bio-conservation des produits alimentaires 

La diversité des bactéries lactiques offre une multitude de souches dotées d'activités 

inhibitrices envers les bactéries pathogènes ou les processus d'altération, utilisant divers 

mécanismes tels que la production d'acides organiques, production de peroxyde d'hydrogène, 

la synthèse de bactériocines et la compétition nutritionnelle (Makhloufi, 2011). L'utilisation 

de bactéries lactiques inhibitrices dans la technologie de bio préservation représente une 

importance pour les industriers, contribuant à améliorer la qualité et la sécurité 

microbiologique des produits. Cette approche se présente comme une alternative pour la 

conservation des produits réfrigérés ayant une durée de vie allant de plusieurs jours à 

plusieurs semaines (Hugenholtz et al., 2002; Dortu et Thonart, 2009a). 
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Tableau I : Principaux produits issus de la fermentation des bactéries lactiques (Stiles et 

Holzapfel, 1997). 

Famille  Genre  Substrat Exemples  

Lactobacillaceae  

Lactobacillus 

Lait  Laits fermentés, yaourts, kéfirs, la 

plupart des fromages  

Viande  Saucissons secs, jambons secs  

Poissons  Nuoc mam  

Végétaux  
Choucroute, olives, yaourts au lait de 

soja   

Céréales  Pain au levain, bières,huangju 

Pediococcus 

Végétaux  Choucroute, ensilage  

Viande  Saucisses semi-séchées, saucissons secs  

Poissons  Nuoc mam  

Céréales Pain au levain, riz fermenté  

Streptoccaceae 

Lactococcus  Lait  
Fromage blancs, a pate molle ou pressée 

non cuite,kéfirs 

Streptococcus  Lait  
Yaourts, laits fermentés, fromage 

appâte pressée cuite   

Enterococcaceae Tetragenococcus 

Végétaux  Sauce de soja, miso  

Poissons  Saumure d’anchois, sauce de poisson, 

nuoc mam  

Leuconostocaceae 
Leuconostoc 

Végétaux  Choucroute,olives, vin, cidre  

Lait  Fromage, kéfirs 

Oenococcus Végétaux  Vin  

Bifidobacteriaceae  Bifidobacterium Lait  Laits fermentés  

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II : Activité 

antibactérienne des 

bactéries lactiques 



Chapitre II                           Activité antibactérienne des bactéries lactiques 

 

10 
 

Les bactéries lactiques synthétisent des molécules à action bactéricides et 

bactériostatiques comme le peroxyde d’hydrogéne, les acides organiques, le dioxyde de 

carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactériocines (Bouzaid et al., 2016). 

La production de ces métabolites créer une environnement stressent et inhibe la croissance 

d’autre microorganismes contaminant et pathogènes (Bellil et al., 2022). 

1. Métabolites antibactériens non peptidiques 

1.1. Acides organiques 

Les bactéries lactiques produisent des acides organiques pendant le processus de 

fermentation. Les acides produits comprennent: l'acide lactique, l'acide acétique et 

propionique. Ces derniers aident à empêcher la prolifération des levures et d'autres 

microorganismes (Kobilinsky et al., 2007). 

Les acides organiques ont un effet inhibiteur en raison de molécules non dissociées qui 

se propagent à travers les couches lipidiques des membranes des microorganismes, ce qui 

entraîne une diminution du pH dans le cytoplasme, ainsi la déstabilisation des cellules 

(Zhitnitsky et al., 2017). 

1.2. Dioxyde de carbone 

Le dioxyde de carbone (CO2) est un métabolite secondaire produit par les bactéries 

lactiques hétérofermentaires. La présence de cette substance dans l'environnement extérieur 

entraîne une anaérobiose qui peut être néfaste pour les microorganismes aérobies présents 

dans l'aliment (Ammor et al., 2006; Singh, 2018). 

1.3. Diacétyl 

Le diacétyle (C4 H6 O2) est une substance libérée par le métabolisme du citrate qui 

donne l'odeur de beurre aux produits laitiers. Le diacétyle empêche probablement la 

prolifération bactérienne en perturbant les mécanismes régissant l'utilisation de l'arginine 

(Léonard,2013). 

1.4. Peroxyde d’hydrogène 

Les bactéries lactiques sont capables de produire du peroxyde d’hydrogène. Cette 

molécule neutre diffuse librement à travers la membrane cellulaire. C’est une molécule très 

délétère pour la cellule réagissant sur de nombreux composants cellulaires essentiels tels que 

l’ADN, les protéines et les lipides ce qui entraîne la mort de la cellule (Van De Guchte et al., 

2001; Zalán et al., 2005; Reis et al., 2012). 
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Le peroxyde d’hydrogène possède un effet inhibiteur sur la croissance de microorganismes ne 

possédant aucun système de défense adéquat comme les catalases (Touati, 2000). 

1.5. Reutérine 

Lactobacillus reuteri, une espèce hétérofermentaire, responsable de la production de la 

reutérine dans l'appareil gastrointestinal humain et animal. Il s'agit d'un intermédiaire 

métabolite qui a un effet antimicrobien contre les champignons, les spores et les virus en 

inhibant la réplication de l'ADN (Kalam, 2019). 

Tableau II: Métabolites antimicrobiens de faible masse moléculaire secrétés par les bactéries 

lactiques (Léonard, 2013). 

Composés 

antimicrobiens  

 Souches productrices  Spectre microbien  

Acide lactique  Toutes les bactéries 

lactiques  

Levures bactéries Gram+/- 

Acide acétique  Bactéries lactique hétéro 

fermentaires  

Levures bactéries Gram+/- 

Diacétyle  Lactococcus 

Leuconostoc 

Lactobacillus  

Pedicoccocus 

Levures bactéries Gram+/- 

Peroxyde d’hydrogéné  Toutes les bactéries 

lactiques  

Levures bactéries Gram+/- 

Dioxyde de carbone Les bactéries lactiques 

Hétéro fermentaires  

La plus part des groupes  

Taxonomiques de micro  

Organismes 

Reutérine Lactobaccillus reutéri  Les champignons 

Les virus 

Les spores 

 

2. Métabolites antimicrobiens peptidiques : les bactériocines 

2.1. Définition 

Depuis une dizaine d'années, les bactériocines des bactéries lactiques suscitent un 

intérêt particulière en raison de son activité antimicrobienne (Cenatiempo et al., 1996). 
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Les bactériocines sont des protéines et des peptides de petite taille qui ont des propriétés 

biologiques bactériostatiques ou bactéricides contre des espèces proches de la souche 

productrice. Il s'agit de peptides antimicrobiens composés de 20 à 60 acides aminés, fabriqués 

par la voie ribosomique à partir de groupes de gènes ou de clusters contenant une ou plusieurs 

unités de transcription, déterminées génotypiquement, par les bactéries à Gram positif, négatif 

et les archées (Zhang et al., 2015; Sidhu et Nehra, 2019). 

Les bactériocines sont généralement cationiques, amphiphiles, thermostables, modifiés ou non 

post-traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre 2 et 6 KDa. Elles sont 

représenté par une large classe de substances antagonistes qui varient considérablement du 

point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leurs spectres 

d’action et de leurs modes d’action (Taale et al., 2016). 

2.2. Classification des bactériocines 

➢ Classe I : lantibiotique 

Les lantibiotiques sont des peptides de taille inférieure à 5 KDa, qui sont stables à la 

chaleur et qui renferment des acides aminés soufrés inhabituels formés post 

traductionnellement, tels que la lanthionine, la β-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la 

déhydroalanine. On peut les classer en deux catégories : la classe qui regroupe des peptides 

cationiques hydrophobes allongés contenant jusqu'à 34 acides aminés, et la classe Ib qui 

regroupe les peptides globulaires chargés négativement ou sans charge nette et contenant 

jusqu'à 19 acides aminés (Téllez Ma, 2018). 

➢ Classe II : Les peptides non modifiés 

Peptides de moins de 10 KDa, qui sont stables à la chaleur et ne renferment pas d'acides 

aminés altérés. Ils ont des points isolélectriques allant de 8 à 10. Il y a trois sous-classes dans 

cette classe. La sous-classe IIa des bactériocines renferme entre 27 et 48 acides aminés. 

Toutes les bactériocines possèdent une partie N-terminale hydrophobe contenant la séquence 

consensus YGNGV, ainsi qu'un pont disulfure. De plus, une partie C-terminale moins 

conservée, hydrophobe ou amphiphile, détermine la spécificité d'action. Toutes ont une 

capacité à lutter contre Listeria monocytogenes (Drider et al., 2006; Richard et al., 2006). 

En outre, il semblerait qu’elle a un pont disulfure qu'il leur donnerait une activité 

antimicrobienne améliorée, une résistance accrue à l'exposition à des températures élevées et 

un spectre d'action plus vaste (Eijsink et al., 1998; Fimland et al., 2000). 
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➢ Classe III : Les peptides modifié 

Les bactériocines de cette catégorie contiennent une ou plusieurs molécules non 

protéiques, mais lipidiques et/ou glucidiques, qui sont indispensables à leur activité. (Dortuet 

Thonart, 2009). 

2.3. Mode d’action 

Les bactéries lactiques ont une activité antimicrobienne différente, qu'elle soit 

bactéricide, ce qui entraîne la mort de la bactérie cible, ou bactériostatique, ce qui inhibe la 

croissance bactérienne (Taale et al., 2016). 

La membrane cytoplasmique de la cellule hôte est touchée par les bactériocines en deux 

étapes : la bactériocine adsorbe à la surface de la cellule, puis forme des pores sur la 

membrane plasmique de la cellule cible, ce qui entraîne une perméabilité de celle-ci et donc la 

mort cellulaire (Bauer et Dicks, 2005; Da Silva Sabo et al., 2014). 

De nombreux antimicrobiens et certaines bactériocines de classe II ont une double action 

(Wiedemann et al., 2001). 

• Elles se fixent soit au lipide II, un intermédiaire dans la biosynthèse du peptidoglycane de la 

cellule bactérienne, ce qui empêche la formation adéquate de la paroi, et entraîne la mort 

cellulaire (Breukink et De Kruijff, 2006; Gillor et al., 2008). 

• Elles peuvent utiliser le lipide II comme un moyen d'ancrage afin de favoriser la création de 

pores. En conséquence, la force motrice du proton est dissipée et des composés 

intracellulaires sont évacués en dehors des bactéries sensibles, et enfin la disparition des 

cellules. En outre, la catégorie III, qui englobe les bactériocines à poids moléculaire élevé, 

présente un mécanisme d'action qui est complètement différent des autres bactériocines. 

Certaines actions se manifestent par la dégradation des liaisons peptidiques de la membrane 

cellulaire (Sun et al., 2018; Nilsen et al., 2003). 
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Figure 8 : Mode d’action des bactériocines (Fernandez et al., 2014). 
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Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de microbiologie générale de la Faculté 

des Sciences de la Nature et de la Vie de l'université Akli Mohand Oulhadj, à Bouira. Il a été 

supervisé par Mme BENBARA.T et s'est déroulé de février à Mai 2024. L’objectif principal 

de ce travail est l’étude de l’activité antibactérienne des bactéries lactiques d’origine du tube 

digestif de poisson vis-à-vis des souches pathogènes. 

1. Matériels et produits 

Le matériel de traitement des échantillons utilisé dans les laboratoires microbiologique 

comprend divers utiles qui sont mentionné dans le tableau III 

Tableau III : Matériels et produits 

Le matériel  Les appareilles et 

leurs marques  

Les produits   Milieu de culture  

-La verrerie : tubes à 

essai, erlenmeyer, 

flacon de 500ml, boites 

de Petrie, béchers, 

pipettes Pasteur   

-Bec Bunsen  

-L’eau distillée   

-Lame de microscope 

électronique 

-Les tubes de 

conservation   

-Les embouts 

-Micropipette  

-Agitateurs (LabTech  

(LMS003).  

-Autoclave (wiseclave 

(WAC80).  

-Bain marin (Nuve 

(210.NB20).  

-Balance OHAUS  

(SE402F).  

-Incubateur (Binder).  

-Microscope optique 

(OPTIKA)  

•Réfrigérateur (IRIS)  

La plaque chauffante  

(Stuart)  

-Centrifugeuse 

-Violet de gentiane  

-Lugol  

-Rose de fuchsine  

-Eau physiologique 

-Eau distillé 

-éthanol (70 %) 

-Bouillon MRS  

-Gélose MRS  

-Gélose EMB  

-Gélose Chapman   

- Bouillon nutritif  

-Gélose nutritif  
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2. Méthodologie 

2.1. Revivification des bactéries lactiques 

2.1. Enrichissement des bactéries lactiques 

En total, 39 souches non-identifié appartenant au groupe des bactéries lactiques isolées 

à partir du tube digestif de poisson « LATCHA » ont été apporté au laboratoire dans un 

bouillon MRS afin de les repiquer dans des tubes contenant le bouillon MRS, puis les incuber 

à 37°C pendant 24h pour obtenir des souches jeunes. 

 

 

 

 

Figure 9: Enrichissement des souches lactiques 

2.2. Isolement des bactéries lactiques 

Suite à l’enrichissement, un isolement de ces souches lactiques a été réalisé sur gélose 

MRS en prélevant une goutte à partir des tubes de bouillon d’enrichissement et en le repiquant 

par des stries éloignées, en utilisant une pipette Pasteur, sur gélose MRS dans le but d’avoir 

des colonies séparés. Ces boites sont incubées pendent 48h à 37°C. 

Figure 10 : Isolement des bactéries lactiques sur gélose MRS 
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2.3. Purification des souches lactiques 

Le but de la purification des souches microbiennes est d'obtenir des colonies pures, 

c'est-à-dire des colonies qui présentent une seule souche de micro-organismes, sans 

contamination d'autres souches. Pour cela, des repiquages successifs sont effectués sur des 

milieux spécifiques tels que les bouillons et gélose MRS (Milieu de Rogosa-Sharpe). Les 

milieux liquides offrent des conditions nutritives propices à la multiplication des micro-

organismes. Le processus de purification commence en ensemençant les colonies dans des 

boîtes de Petri contenant un milieu solide, dans ce cas la gélose MRS. Les souches sont 

ensemencées en stries, c'est-à-dire qu'elles sont ensemencées à la surface du milieu gélosé à 

l'aide d'une anse de platine. Les boîtes de Petri sont ensuite incubées à 37°C, pendant une 

période de 48 heures.  

Ce processus de repiquage et d'incubation est répété plusieurs fois, en prélevant et en 

transférant sélectivement les colonies qui semblent pures, jusqu'à ce que des colonies 

totalement pures soient obtenus. Cela permet d'éliminer les contaminations éventuelles ou les 

mélanges de souches, assurant ainsi l'obtention de colonies microbiennes pures et 

représentatives d'une seule souche. 

2.4. L’identification phénotypiques des souches lactiques 

Cette identification repose sur l’examen des caractéristiques morphologiques 

(observation à l'œil nu) ainsi que sur le test de la catalase et la coloration de Gram.  

 Etude macroscopique  

Les isolats ont été cultivés sur gélose MRS pour permettre l'observation à l'œil nu des 

caractères morphologiques des colonies, en vue de caractériser leur apparence macroscopique 

(pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies). 

 Recherche de la catalase 

La catalase est une enzyme de haut poids moléculaire existant chez toutes les 

bactéries aérobies, elle leur permet de vivre en présence d’oxygène. En plus de la chaîne 

respiratoire des cytochromes, il existe en effet chez les bactéries aérobies une chaîne 

accessoire courte, fixant l’hydrogène sur l’oxygène aboutissant à l’eau oxygénée 

(peroxyde d’hydrogène) connu pour sa haute toxicité pour les bactéries. La catalase 

permet la décomposition de l’eau oxygénée selon la réaction : (Souhila et Ahmed, 2012) 
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2H2O2                                                            O2 +2H2O 

 

Il suffit de mettre en contact une colonie avec une goutte d'eau oxygénée (H2O2) à 10V 

pour chercher cette enzyme. Un grand dégagement de gaz indique la présence d'une 

catalase. La catalase des bactéries lactiques est négative. 

 Etude microscopique 

➢ Coloration de Gram 

Elle repose sur la coloration de Gram qui a été utilisée pour révéler l'aspect 

microscopique des souches, permettant de distinguer les bactéries Gram-positives, des 

bactéries Gram-négatives et aussi connaitre la forme et le regroupement des cellules. La 

coloration de Gram a été réalisée selon le protocole décrit par Jofffin et leyral (2006). 

1. Placer une goutte d'eau physiologique stérile sur une lame propre et soigneusement 

préparée.  

2. Utiliser une pipette Pasteur pour prélever une petite quantité d'une colonie bactérienne, puis 

mélanger doucement avec la goutte d'eau physiologique sur la lame.  

3. Réaliser des stries en faisant glisser la pipette Pasteur sur la lame pour répartir 

uniformément les cellules bactériennes.  

4. Passer rapidement la lame à la flamme d'un bec Bunsen pour fixer les bactéries à la chaleur.  

5. Ajouter le colorant Violet de Gentiane sur les bactéries et laisser agir pendant 1 minute. 

Ensuite, retirer le colorant en rinçant la lame avec de l'eau.  

6. Ajouter le Lugol (solution d'iode) sur les bactéries pendant 1 minute pour réaliser une 

coloration iodée.  

7. Décolorer les bactéries avec l’alcool 30 secondes. Ensuite laver la lame à l'eau pour 

l’élimination de l’alcool.  

8. Ajouter le deuxième colorant, la Fuchsine, sur les bactéries et laisser agir pendant 1 min et 

laver la lame à l'eau de robinet pour l’élimination de l'excès de colorant.  

9. Sécher délicatement la lame à l'aide d'un papier absorbant et appliquer une goutte d'huile à 

immersion sur la zone où se trouvent les bactéries.  
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10. Observer la lame microscopique au grossissement x100, pour une visualisation claire 

et précise des cellules bactériennes.  

2.2. Revivification des bactéries pathogènes 

2.2.1. Enrichissement dans de bouillon  

Des souches pures de Staphylococcus aureus et Escherichia coli ont été repiqué dans 

le but de les utilisées dans des études ultérieures. La revivification de ces souches a été 

réalisée dans 5 ml de bouillon nutritif dans des tubes à essai puis nous avons laissé incuber 

pendant 24h à 37°C. 

2.2.2. Isolement des bactéries pathogènes sur milieu sélectif (gélose) 

A l'aide d'une anse de platine, nous avons ensemencé à partir des tubes les souches 

pathogènes dans des boites de Petri contenant le milieu EMB pour E.coli et Chapman pour 

Staphylococcus aureus car ce sont des milieux sélectifs et permettent d’obtenir des colonies 

pures. 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Isolement des bactéries pathogènes 

2.3.Etude de l’activité antibactérienne 

L’activité antibactérienne des isolats lactiques a été réalisée pour détecter et sélectionner 

les souches qui présentent un effet antagoniste contre des souches pathogènes. Cette activité 

nécessite des cultures de 18 heures de souches lactiques et de souches pathogènes.  

2.3.1. Préparation des pré-cultures 

 La culture de 18 heures des souches lactiques 

A partir des boîtes de gélose MRS contenant des colonies de souches lactiques en phase 

de croissance, quelques colonies ont été prélevées (3 à 4 colonies).  



Chapitre III                                                                        Matériel et méthodes 

 

20 
 

Les échantillons de colonies recueillies ont été met dans des tubes à essai qui renfermaient 5 

ml de bouillon MRS. Les tubes ont été ensuite incubés à une température de 37°C pendant 18 

heures.  

 La culture de 18 heures des souches pathogènes 

A partir des boîtes de différentes géloses spécifiques pour chaque type des souches 

pathogènes en phase de croissance, deux colonies ont été prélevées de chaque boîte à l'aide 

d'une anse de platine. Les colonies ainsi collectées ont été introduites dans des tubes à essai 

renfermant 5 ml de bouillon nutritif à un pH de 7. Les tubes contiennent les colonies 

pathogènes dans le bouillon nutritif sont incubés à une température de 37°C pendant 18 

heures.   

2.3.2. Test de spot 

Le test de spot consiste à prélevé 5 µl des cultures des bactéries lactiques qui sont posé 

sous forme de spot sur une gélose MRS sèche. Cinq spots sont réalisés par boîte. Les boîtes 

contenant les spots sont laissées sécher à moitié ouvertes près d’un bec Bunsen pendant 30 

minutes. Ensuite, les boîtes sont incubées pendant 24 h à 37°C. 

Après l’incubation, 10 ml de gélose nutritive molle (0,75% d’agar), contenant la souche 

pathogène, sont versés sur les boîtes (9 ml de gélose nutritive molle est ensemencée avec 1 ml 

de pré-cultures de 18 heures de chaque agent pathogène (E. coli, S. aureus) (Fernandez et al., 

2007). 

Après une période d'incubation de 24 heures à 37°C, les boîtes sont inspectées en vue de 

repérer les zones d'inhibition autour des points d'application. On mesure le diamètre des zones 

d'inhibition pour évaluer l'efficacité inhibitrice des souches lactiques sur les souches 

pathogènes (Schellinger, 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Test de spot
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1. Résultats d’isolement et identification des souches lactiques 

1.1. Isolement des souches lactiques 

Un total de 39 souches de bactéries lactiques ont été isolées à partir du tube digestif des 

poissons. Ces cultures ont été obtenues en les incubant à 37 °C pendant 48 heures sur gélose 

MRS. D'après nos résultats, 34 des souches lactiques présentaient des caractéristiques de 

petites tailles et une couleur blanchâtre (Annexe 06), et la présence des résultats de cinq boite 

aucun croissance. 

Les colonies de bactéries lactiques isolées présentent une forme circulaire, une élévation 

convexe et un bord entier. Elles se caractérisent par deux couleurs, à savoir blanc et crémeuse. 

1.2. Résultats de l’identification des souches lactiques 

1.2.1. Etude macroscopique (la caractérisation visuelle des bactéries lactiques sur 

un milieu solide) 

Les colonies obtenus sur gélose MRS sont examinées à l'œil nu pour déterminer la 

forme, la taille, l'aspect et la couleur des colonies. Dans notre cas, les colonies ont montré les 

caractéristiques suivantes : elles étaient de petite taille, de forme circulaire ou lenticulaire, 

avec une couleur blanchâtre. De plus, le contour des colonies pouvait être régulier (Annexe 

06) 

La figure 12 montre l’aspect macroscopique des colonies de bactéries lactiques cultivées sur 

gélose MRS 

 

 

Figure 12: Aspect macroscopique de quelques colonies de souches lactiques isolées sur 

gélose MRS 
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1.2.2. Résultats de test de catalase 

D’après les résultats, présentés dans la figure 14, ont révélé l'absence de dégagement de 

gaz (O2), confirmant ainsi que les isolats lactiques étaient catalase négative (Annexe 08). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Résultats de test de catalase 

1.2.3. Etude microscopique des souches lactiques 

Les 34 isolats ont subit une coloration de Gram. À la suite de l'observation 

microscopique, il a été remarqué que les colonies isolées et purifiées, présentaient une 

coloration Gram positive(+) et présentant la forme de bacilles avec diverses associations 

(tétrades, diplocoques, chaînes etc…)(Annexe 07). 

Toutes les bactéries isolées ont été identifiées comme étant Gram positives car leur 

paroi cellulaire est restée violette après la coloration de Gram. Cela indique qu'elles 

appartiennent aux bactéries lactiques. De plus, la forme prédominante des cellules était celle 

de coccobacilles et elles étaient négatives pour la catalase, ce qui correspond aux 

caractéristiques typiques des bactéries lactiques (Fothergill, 2012). 
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Figure 14 : Aspect et mode d’association de quelques souches lactiques après coloration de 

Gram. 

2. Résultats d’identification des souches pathogènes 

D'après nos résultats, les bactéries pathogènes que nous avons identifiées sont des 

souches qui appartiennent aux deux espèces suivant : Escherichia coli et Staphylococcus 

aureus. 
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2.1. Etude macroscopique des bactéries pathogènes 

Tableau IV : Observation macroscopique des souches pathogène sur bouillon et gélose 

Souches  

Pathogènes  

Gélose 

 
Observation macroscopique sur Gélose  Bouillon  

L’observation 

macroscopique sur 

bouillon  

E.coli 

EMB : 

Des colonies  

Vertes à éclat 

métallique.  

 

Bouillon  

Nutritif : 

Présence 

de trouble.  

 

S.aureus 

Chapman : 

Des colonies  

De couleur 

jaune et une 

coloration  

Jaune du  

Milieu. 

 

Bouillon  

Nutritif : 

Présence 

de trouble. 

 

 

2.2. Etudes microscopiques des souches pathogènes 

Lors de la réalisation de la coloration de Gram, certaines souches purifiées ont montré 

une apparence de bacilles roses. Lorsque les cellules colorées ont été exposées à l'alcool, ce 

dernier a dissous les lipides de leur paroi cellulaire, rendant celle-ci perméable. En 
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conséquence, la fuchsine a pénétré à l'intérieur des cellules, remplaçant les phospholipides 

solubilisés. Ainsi, les cellules ont pris une teinte rose. Ces résultats indiquent que ces bactéries 

sont de type Gram négatif. 

❖ Escherichia coli 

L'observation microscopique et la coloration de Gram d’E. coli révèlent la présence de 

cellules roses, prenant la forme de bâtonnets et étant dispersées à Gram négatif. 

 

 

 

 

 

Figure 15: E. coli observée sous microscope optique (grossissement 100). 

❖ Staphylococcus aureus 

L'observation microscopique et la coloration de Gram de Staphylococcus aureus 

révèlent qu'ils apparaissent sous la forme de cocci à Gram positif, regroupés en amas 

 

 

 

 

Figure 16 : S. aureus observés sous microscope optique (grossissement 100) 

2.3. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne 

Les bactéries lactiques jouent un rôle crucial dans la bio-conservation des aliments et la 

biothérapie en inhibant les bactéries pathogènes et altérantes (Dortu et al., 2009). Cette 

inhibition résulte soit de la diminution du pH due à la production d'acides organiques, ou à la 

production de divers métabolites tels que le peroxyde d'hydrogène, le diacétyle, le dioxyde de 

carbone, la reutérine et les bactériocines (Albano et al., 2007). 
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Dans notre étude nous avons procédé à l'évaluation de l'effet antagoniste de 34 isolats 

de bactéries lactiques en employant la méthode directe (connue sous le nom de méthode du 

spot) contre deux souches cibles : Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Cette activité 

s'est révélée par l’apparition de zones transparentes dotée de frontières nettement délimitées 

autour des souches lactiques appliquées. 

Les résultats indiquent que tous les isolats lactiques étudiés ont un effet inhibiteur sur 

les deux souches pathogènes utilisées, bien que l'intensité de l'effet puisse varier selon la 

souche. Nous avons procédé à la mesure des diamètres des zones d'inhibition entourant les 

points d'application (spots) et calculé leurs moyennes et leurs écarts-types. Toutefois, 

certaines souches lactiques ont démontré une activité antibactérienne plus prononcée que 

d'autres souches. Nous avons identifié une activité antibactérienne contre E. coli, S. aureus. 

On considère qu'une activité inhibitrice est positive lorsqu’elle répond aux critères établis par 

Schillinger et al., (1989), supérieur à 1 mm. Les résultats de nos expériences ont donc montré 

que les diamètres des zones d'activité inhibitrice varient de 30 mm à 50 mm pour E. coli, de 

16 mm à 72 mm pour S. aureus.  

1.4.1. Résultats de l’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-à-vis de la souche 

Escherichia coli ATCC 8739 

 

Figure 17 : L’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-à-vis de la souche pathogène 

Escherichia coli 
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Selon les résultats de test de spot, il est notable que toutes les souches de bactéries 

lactiques manifestent la capacité d'inhiber la croissance d'E. coli, tandis que d'autres peuvent 

afficher un diamètre de zone d'activité inhibitrice atteignant 38mm. 

Plus spécifiquement, il a été remarqué que les souches lactiques E5P1LB23, 

E5P1LB30 et E5P1LB36 démontrent une activité antibactérienne particulièrement 

significative, avec des diamètres de zones d'inhibition de 32.5mm et 37.5mm respectivement. 

En contraire, les souches E7P1LB14, E5P3LB27, E7P2LB31 et E7P2LB34 présentent une 

activité moins marquée, avec des diamètres de zones d'inhibition mesurant entre 23.5mm et 

26mm. L’étude réalisée par Liasi et al., (2009), sur l’inhibition de la croissance d'E. coli a 

montré que cette dernière a été inhibée avec un diamètre de zone d'inhibition entre 10 mm et 

18 mm. De même, les travaux de Ilyanie et al., (2022) évoquent une inhibition de la 

croissance d'E. coli avec des zones d'inhibition allant de 7 mm à 14 mm de diamètre. Par 

conséquent, ces constatations sont également inférieures à nos observations actuelles. 

Nos résultats sont similaires à celle trouvé par Hadef et al., (2012) qui ont montré que 

les souches lactiques ont montré une activité inhibitrice, la plus remarquable vis-à-vis à des 

espèces de Ln. mesenteroides ssp. cremoris C20, Lc. lactis ssp. cremoris C24 et Lc. lactis 

ssp.lactis C26, S.aureus, E.coli 

De même, Mami et al., (2008) ont remarqué que les souches lactiques Lactobacillus 

spp et Lactococcus spp inhibent les souches pathogènes avec des diamètres qui varient entre 

10 mm et 35 mm. 

Kumaret et al., (2015) ont observé que l'activité inhibitrice la plus élevée a été 

observée contre E. coli (14-17 mm). Malgré la présence de zones d'inhibition moyenne (10-15 

mm) contre s. aureus chez tous les isolants par rapport à d'autres agents pathogènes. 

Les résultats d’inhibition d’E. coli sont illustrés dans la figure ci-dessous : 
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Figure 18 : Les zones d’inhibition de quelques souches lactiques vis-à-vis d’E.coli 

 

2.3.2. Résultats de l’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-à-vis de la 

souche Staphylococcus aureus ATCC 6538 

 

Figure 19: diamètres de zones d’inhibition des bactéries lactiques vis-à-vis la souche 

pathogène Staphylococcus aureus 

Les bactéries lactiques présentent une activité antibactérienne significative contre 

Staphylococcus aureus, avec des diamètres de zones d'inhibition variant de 13.5mm à 34mm 
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Quatre souches lactiques en particulier E3P2LB6, E7P3LB35, E3P2LB8,  et 

E7P1LB36 présentent l'activité la plus marquée, affichant des diamètres de zones d'inhibition 

se situant entre 34 mm et 34.5 mm. 

Selon l'étude réalisée par Liasi et al., (2009), la croissance de S. aureus est freinée avec 

une zone d'inhibition variant entre 15mm et 18 mm de diamètre. Nos résultats, en 

comparaison, dépassent largement les valeurs indiquées dans cette étude. Une autre recherche 

menée par Ilyanie et al., (2022) a démontré que la croissance de S. aureus est inhibée avec 

des zones d'inhibition se situant entre 8 et 12 mm de diamètre. Par conséquent, ces 

conclusions sont également inférieures à nos propres constatations. 

Les souches lactiques E7P1LB36, E7P3LB35, E7P1LB6, ont un pouvoir d’inhibition 

important sur les souches indicatrices, La souche S.aureus a un pouvoir d’inhibition entre 34 

mm et 34.5mm et la souche E.coli a un pouvoir d’inhibition entre 32.5mm et 37.5mm. 

Nos résultats sont similaires a ceux de Belarbi et al., (2011) qui ont trouvé que la 

majorité des souches lactiques  présentent un potentiel à inhiber la croissance des bactéries 

ciblées. 

Les résultats d’inhibition de S. aureus sont illustrés dans la figure ci-dessous : 

 

Figure 20 : Les zones d’inhibition de quelques souches lactique vis-à-vis de S.aureus 

Il est observé que toutes les souches lactiques utilisées ont inhibé les bactéries 

pathogènes cibles testées. En ce qui concerne les zones d'inhibition, ces zones d'inhibition 

sont plus grandes que celles qui ont été découvertes auparavant. Il est observé que certaines 

souches lactiques présentent un spectre d'inhibition plus étendu. En ce qui concerne les 
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souches lactiques, il est évident que les souches Pediococcus et Lactococcus sont les plus 

efficaces, avec les meilleures zones d'inhibition contre les souches indicatrices utilisées telles 

que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, E. coli E, E.coli, Salmonella typhimurium et 

Klebsiella pneumoniae. 

D'après l'étude menée par Balarbi et al., (2011), les souches Lactococcus lactis, 

Pediococcus L1 et L2 présentent un large spectre d'activité par rapport aux autres souches de 

lactocoques isolées. Elles ont un diamètre d'inhibition de 8 mm et 18 mm contre E. coli, 

tandis que leur diamètre d'inhibition est de 6 mm et 10 mm contre S. aureus. Selon Gyu et 

Hyung, (2006), il a été constaté que parmi les souches isolées à partir de viandes, les souches 

L. mesenteroides ont des zones d'inhibition contre S. aureus mesurant 22 mm de diamètre. 

Selon Guessas et al., (2007), 125 souches de Lactococcus ont été identifiées, dont 13 

étaient capables d'inhiber la croissance de Staphylococcus aureus. De plus, ils ont démontré 

que les souches de Leuconostoc isolées à partir de « Genestoso », un fromage fabriqué à partir 

d'un mélange de lait de chèvre, de vache et de brebis en Espagne, avaient une activité 

inhibitrice contre S. aureus et L. monocytogenes. En ce qui concerne St. thermophilus, il a la 

capacité d'inhiber toutes les souches pathogènes avec un diamètre d'inhibition compris entre 

10 et 16 mm. Selon Loumani et al. (2010), il a été démontré que St. thermophilus produit des 

substances inhibitrices contre E.coli avec un diamètre de 18 mm.  

 

On peut expliquer l'activité antibactérienne observée par la synthèse de différentes 

substances antimicrobiennes, telles que des métabolites et des bactériocines. L'efficacité 

antibactérienne des souches lactiques est probablement due à la production de différents 

agents antibactériens par les souches lactiques. L'acide lactique agit comme un inhibiteur en 

acidifiant l'environnement, ce qui permet de limiter la prolifération de diverses bactéries. En 

même temps, le diacétyle, connu pour sa capacité d'inhibition, participe aussi à cette action. 

(Armas et al., 2017 ; Reuben et al., 2020). 

La libération de peroxyde d'hydrogène (H2O2) par les souches lactiques a un effet 

inhibiteur sur les bactéries qui ne possèdent pas de mécanismes de protection contre le stress 

oxydatif. De nombreuses études ont en effet démontré que les bactéries lactiques ont une 

activité inhibitrice envers les bactéries pathogènes par la libération de substances protéiques 

appelées bactériocines. Ces bactériocines sont essentielles pour la capacité des bactéries 
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lactiques à se protéger contre les souches pathogènes et à leur capacité de se protéger 

biologiquement dans différents milieux alimentaires et intestinaux (souhila et al., 2012). 

L'action bactéricide des souches lactiques peut être attribuée à différents facteurs, tels 

que la concurrence pour les ressources nutritionnelles et l'espace, ainsi qu'à la synthèse d'un 

ensemble de métabolites antimicrobiens (Leonard, 2013). Les acides organiques (notamment 

l'acide lactique), le peroxyde d'hydrogène, le dioxyde de carbone, le diacétyle, la reutérine et 

les bactériocines sont parmi ces métabolites. 

Les bactéries lactiques produisent principalement de l'acide lactique, un métabolite 

antibactérien qui agit en altérant le pH du milieu, ce qui peut avoir un impact sur les bactéries 

pathogènes comme Staphylococcus aureus. D'après les résultats de Suskovic et al., (2010), 

l'acide lactique entraîne une transformation par acidification. Elle a principalement une action 

inhibitrice en pénétrant la membrane cellulaire et en se diffusant dans le cytosol, ce qui le 

rend plus acide et perturbe les fonctions métaboliques essentielles. L'acide lactique a des 

effets toxiques tels que la diminution du pH intracellulaire et la modification du potentiel 

membranaire. 
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Les bactéries lactiques sont des microorganismes qui ont un effet bénéfique sur la santé 

en inhibant le développement d’autres microorganismes indésirables ou pathogènes . Elles ont 

un rôle important dans l'amélioration de la digestion et le maintien de l'équilibre de la flore 

intestinale et de l'équilibre acido-basique au niveau du côlon . Elles sont très utilisées en 

industrie agroalimentaire grâce à leur rôle dans la fermentation et la conservation des aliments 

par production de plusieurs facteurs inhibiteurs . 

Au cours de cette recherche, des souches de bactéries lactiques ont été extraites à partir 

du tractus digestif de poisson. En utilisant des méthodes de culture sur milieu liquide et solide. 

Par la suite, nous avons soumis ces isolats à des tests biochimiques et microbiologiques. Nous 

avons également évalué leur capacité antagoniste envers divers microorganismes pathogènes 

tels que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, en utilisant la méthode de spot. 

L'étude de l'activité antibactérienne par la méthode du spot des 34 souches lactiques contre 

deux souches pathogènes a été réalisée a montré des diamètres d'inhibition contre E. coli avec 

24mm-38mm et le meilleur diamètre est obtenus avec les trois souches E5P1LB23, 

E5P1LB30 et E5P1LB36. Concernant S.aureus les diamètres sont entre 14mm- 34mm et le 

meilleur diamètre est obtenu avec la souche E3P2LB6, E7P3LB35, E3P2LB8 et E7P1LB36. 

Les perspectives de cette étude sont les suivants : 

. Identification biochimique et moléculaire des souches lactiques. 

. Tester l'activité contre d'autres souches pathogènes, 

. Identification et connaitre la nature exacte de la substance inhibitrice. 
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➢ ANNEXEI: Milieux de culture  

Plusieurs milieux de cultures ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, il s’agit 

des milieux suivants. 

A. Milieux de cultures solides  

- Milieu MRS (de Man-Rogosa et Sharp) 

- Milieu Chapman 

- Milieu EMB (Eosine Bleu de Méthylène) 

- Gélose nutritive 

- Gélose nutritive molle 

B. Milieux de cultures liquides 

- MRS : de Man-Rogosa et Sharp 

- Bouillon nutritif  

C. Produits chimiques et réactifs 

• Colorants : Violet de Gentiane, fuschine, 

• Alcool et autres : Ethanol, Lugol, eau oxygénée 

Annexe II : Composition des milieux de culture (pour 1 litre d’eau distillée) 

1. Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe) 

 Peptone ....................................................................10g  

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

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

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

 Tween 80 ..................................................................1mL  

 Phosphate dipotassique ...........................................2g  

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

 Citrate de sodium ....................................................2g  
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 Sulfate de magnésium .............................................0,2g  

 Sulfate de manganèse ..............................................0,05g 

 Agar (gélose) ...........................................................15g 

 Eau distillée .............................................................1000 mL 

 pH 6,5.  

 Autoclaver à 121 °C/10mn  

2. Milieu nutritif 

 Extrait de viande ......................................................1g 

 Peptone ....................................................................15g 

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

 Agar (gélose) ...........................................................15g 

 pH=7,2 

Autoclaver à 121 °C/10mn  

3. Milieu de Chapman 

 Extrait de viande (bovin ou porcin)......................... 1g 

 Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin) ..10g 

 Chlorure de sodium.................................................75g 

 Mannitol ..................................................................10g 

 Agar.........................................................................15g 

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

 pH=7,6 

4- Gélose nutritive molle  

Agar ………………………………………………………..7-12 g 

Bouillon nutritif…………………………………………….……8 g 
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5- Gélose EMB  

Digeste peptique de tissu animal……………………..…………...1g 

Phosphate dipotassique……………………………………………2g 

Lactose…………………………………………………………….5g 

Sucrose………………………………………………………..…...5g  

Éosine – Y…………………………………………………….…..0,4g 

Bleu de méthylène…………………………………………..…0.065g 

Gélose…………………………………………………………….13.5g 

Annexe III : Colorants de la coloration de Gram 

- Fushine 

Fushine basique ………………………………………………………1g  

Alcool éthylique a 90% ……………………………………………10ml  

Phénol………………………………………………………………… 5g  

Eau distillée……………………………………………………… 100ml  

- Lugol  

Iode………………………………………………………………….. 1g  

Iodure de potassium…………………………………………………. 2g  

Eau distillée……………………………………………………… 300ml 

- Violet de gentiane  

Violet de gentiane……………………………………………………. 1g  

Ethanol a 90%................................................................................... 10ml  

Phénol………………………………………………………………… 2g  

Eau distillée………………………………………………………. 100ml 
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ANNEXE IV: Activité antimicrobienne des bactéries lactiques étudiées évaluée vis-à-vis de 

souches pathogènes E.coli. 

les souches  la moyenne Ecart type 

E1 P2 LB1 30 0 

E1 P3 LB2  30,5 0,707106781 

E1 P3 LB3 31,5 0,707106781 

E2 P2 LB4  29,5 0,707106781 

E2 P2 LB5 29,5 0,707106781 

E3 P2 LB6  30,5 0,707106781 

E3 P3 LB7  31,5 0,707106781 

E3 P1 LB8 33,5 0,707106781 

E3 P3 LB9 31,5 0,707106781 

E3 P1 LB10 33,5 0,707106781 

E3 P2 LB11 31,5 0,707106781 

E3 P3 LB12 27,5 0,707106781 

E3 P1 LB13  28,5 0,707106781 

E3 P2 LB14 28,5 0,707106781 

E4 P1 LB16 30,5 0,707106781 

E4 P1 LB19 30,5 0,707106781 

E4 P2 LB20 32 0 

E4 P3 LB21 30,5 0,707106781 

E5 P1 LB22 34,5 0,707106781 

E5P2 LB23 35 0 

E5 P3 LB24 29,5 0,707106781 

E5 P1 LB25 31,5 0,707106781 

E5 P3 LB27 25,5 0,707106781 

E6 P1 LB28 36 0 

E6 P3 LB30 26 0 

E6P1 LB31  23,5 0,707106781 

E6 P2 LB32 26,5 0,707106781 
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E7 P1 LB33 25,5 0,707106781 

E7 P2 LB34 24 0 

E7 P3 LB35 25,5 0,707106781 

E7 P1 LB36 36,5 0,707106781 

E7 P2 LB37 33,5 0,707106781 

E7 P3 LB38 29,5 0,707106781 

E8 P1 LB39 26,5 0,707106781 

 

ANNEXE 04 : Activité antimicrobienne des bactéries lactiques étudiées évaluée vis-à-vis de 

souches pathogènes S. aureus 

les souches  la moyenne Ecart type 

E1 P2 LB1 23,5 0,707106781 

E1 P3 LB2  27,5 0,707106781 

E1 P3 LB3 15,5 0,707106781 

E2 P2 LB4  24,5 0,707106781 

E2 P2 LB5 31 0 

E3 P2 LB6  30,5 0,707106781 

E3 P3 LB7  27,75 0,353553391 

E3 P1 LB8 36 0 

E3 P3 LB9 32 0 

E3 P1 LB10 14,5 0,707106781 

E3 P2 LB11 17,5 0,707106781 

E3 P3 LB12 30,75 0,353553391 

E3 P1 LB13  19,5 0,707106781 

E3 P2 LB14 18 0 

E4 P1 LB16 16 0 

E4 P1 LB19 18,5 0,707106781 

E4 P2 LB20 24,5 0,707106781 

E4 P3 LB21 26,5 0,707106781 

E5 P1 LB22 27,5 0,707106781 
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E5P2 LB23 25 0 

E5 P3 LB24 27,5 0,707106781 

E5 P1 LB25 28 0 

E5 P3 LB27 30 0 

E6 P1 LB28 27,5 0,707106781 

E6 P3 LB30 19 0 

E6P1 LB31  21,5 0,707106781 

E6 P2 LB32 27,5 0,707106781 

E7 P1 LB33 30 0 

E7 P2 LB34 31,5 0,707106781 

E7 P3 LB35 32 0 

E7 P1 LB36 31,5 0,707106781 

E7 P2 LB37 26,5 0,707106781 

E7 P3 LB38 24,5 0,707106781 

E8 P1 LB39 27 0 

 

ANNEXE V : Résultat de l’identification des bactéries lactiques 

Les souches Colonies Gram Forme Catalase 

E1 P2 LB1 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E1 P3 LB2 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E1 P3 LB3 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E2 P2 LB5 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB6 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P3 LB7 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P1 LB8 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 
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E3 P3 LB9 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P1 LB10 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB11 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB12 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB13 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB14 Colonies grandes  et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB15 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB16 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E3 P2 LB19 Colonies grandes et blanchâtres + Bacille - 

 

ANNEXE V : Résultat de l’identification des bactéries lactiques 

Les souches Colonies Gram Forme Catalase 

E4 P2 LB20 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E4 P3 LB21 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E5 P1 LB22 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E5P2 LB23 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E5 P3 LB24 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E5 P1 LB25 Colonies grandes et blanchâtres + Bacille - 

E5 P3 LB27 Colonies grandes et blanchâtres + Bacille - 

E6 P1 LB28 Colonies grandes et blanchâtres + Bacille - 
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E6 P3 LB30 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E6P1 LB31 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E6 P2 LB32 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E7 P1 LB33 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E7 P2 LB34 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E7 P3 LB35 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E7 P1 LB36 Colonies grandes et blanchâtres + Bacille - 

E7 P2 LB37 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 

E7 P3 LB38 Colonies grandes et blanchâtres + Bacille - 

E8 P1 LB39 Colonies petits et blanchâtres + Bacille - 
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ANNEXE VI : Les souches des bactéries lactiques 
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ANNEXE VII : Résultat de coloration de Gram 
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ANNEXE VIII: Résultat de test de catalase  
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ANNEXE IX : Résultat de test de spot 
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Résumé 

Les bactéries lactiques sont très utilisées en industrie agroalimentaire grâce à leur rôle dans la 

fermentation et la conservation des aliments par production de plusieurs facteurs inhibiteurs. Dans le 

but de mettre en évidence l’effet antimicrobien de telles bactéries, nous avons étudié le pouvoir 

antagoniste de 34 souches lactiques d’origine du tube digestif des poissons vis-à*vis de deux souches 

pathogènes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli. L’activité antibactérienne a été réalisée suivant 

deux méthodes : la méthode des spots et des puits. Les résultats ont révélé que toutes les souches 

lactiques testées produisent et excrètent dans le milieu de culture des substances inhibitrices capables 

d'inhiber la croissance des deux souches pathogènes. Ceci est observé par l’apparition des zones 

d’inhibition importantes avec des diamètres différents s’étalon entre 10 et 40mm, pour le contact direct 

(test de spot) et ont observé le résultat négatif pour le contact indirect « test de puits »  

Mots clé : Bactéries lactiques ; activité antibactérienne ; substance inhibitrice ; souches pathogènes. 

Abstract 

Lactic acid bacteria are widely used in the food industry, thanks to their role in fermentation and food 

preservation through the production of several factors inhibitors. In order to demonstrate the 

antimicrobial effect of such bacteria, we have studied the antagonistic power of 34 lactic acid strains 

from the digestive tract of fish against two pathogenic strains: Staphylococcus aureus and Escherichia 

coli. Antimicrobial activity was assessed using two methods: the spot method and well method. The 

results showed that all the lactic strains tested produce and excrete inhibitory substances in the culture 

medium capable of inhibiting the growth of both pathogenic strains. This is observed by the 

appearance of zones of inhibition with different diameters ranging from 10 to 40mm, for the direct 

contact (spot test) and negative results for indirect contact "well test". 

Key words: Lactic acid bacteria; antibacterial activity; inhibiting substance; pathogenic strains. 

 

 ملخص

تستخدم بكتيريا حمض اللاكتيك على نطاق واسع في صناعة الأغذية بفضل دورها في تخمير وحفظ الغذاء عن طريق إنتاج 

العديد من العوامل المثبطة. من أجل تسليط الضوء على التأثير المضاد للميكروبات لمثل هذه البكتيريا، درسنا القوة العدائية 

سلالة من أصل الجهاز الهضمي للأسماك مقابل سلالتين ممرضتين: المكورات العنقودية الذهبية، الإشريكية  34لـ 

القولونية، تم تنفيذ النشاط المضاد للميكروبات باستخدام طريقتين: البقعة والطريقة الجيدة. كشفت النتائج أن جميع السلالات  

القادرة على تثبيط نمو كلتا السلالتين المسببتين  اللبنية التي تم اختبارها تنتج وتفرز في المواد المثبطة المتوسطة المزروعة

مم، للتلامس المباشر   40و  10للأمراض. يلاحظ ذلك من خلال ظهور مناطق تثبيط مهمة ذات أقطار مختلفة معايرة بين 

    .)اختبار موضعي( ولاحظت النتيجة السلبية لـ »اختبار جيد« غير مباشر للتلامس

: بكتيريا حمض اللاكتيك ؛ والنشاط المضاد للبكتيريا ؛ ومنع المادة ؛ السلالات الممرضة الكلمات الرئيسية  

 


