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RESUME 

L’émergence sans cesse croissante de bactéries résistantes face à l’appauvrissement des 

ressources thérapeutiques et à l’absence d’avancée dans le domaine des antibiotiques, mettent 

en avant l’importance de trouver de nouvelles solutions.  

Les bactéries lactiques sont depuis des millénaires un moyen de bio conservation 

efficace de nombreux produits alimentaires.  

Les 200 bactéries  lactiques isolées à partir du lait  (chamelle et chèvre) et des produits 

laitiers fermentés traditionnels (Jben et kamaria) du sud Algérienː Enterococcus, 

Streptococcus, Lactococcus et Leuconostoc sont  identifiées phénotypiquement. 

La mise en évidence de l’activité antibactérienne vis-à-vis de souches pathogènes 

multirésistantes, isolées à partir de patients atteints d’infections au service de réanimation est 

évaluée et les souches résistantes aux antibiotiques sont retenues.  

Ensuite, les souches lactiques isolées, selectionnées antagonistes Lactococcus 

raffinolactis LAB9 et Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris LAB13 sont utilisées pour 

une éventuelle caractérisation de bactériocines. 

La caractérisation physico-chimique de bactériocines produites chez les souches isolées, 

sélectionnées antagonistes (LAB9 et LAB13) a révélé leur thermo-résistance, accompagnée  

d’une activité inhibitrice stable à différentes valeurs de pH. 

Ensuite, une purification partielle de bactériocine par précipitation avec le sulfate 

d’ammonium est réalisée et la concentration minimale inhibitrice est déterminée. L'activité 

antibiofilm souches LAB9 et LAB13 vis-à-vis  de la formation de biofilms de Staphylococcus 

aureus et Pseudomonas aeruginosaest est effectuée. 

         L'étude du suivi de la cinétique  de croissance a montré une inhibition considérable de la 

croissance P. aeruginosa (PA), après l'ajout d'un volume de 1 ml des surnageants des 

bactéries lactiques isolées, sélectionnnées (LAB9 et LAB13). Cette inhibition est expliquée 

par l'arrêt du cycle cellulaire de P. aeruginosa PA (une croissance déséquilibrée), en 

comparaison avec la biomasse non traitée (croissance équilibrée). 

En conclusion, les résultats obtenus ont montré la nécessité d’approfondir les recherches 

sur la purification des bactériocines par l'utilisation des techniques modernes telles que 

HPLC, FPLC, électrophorèse et leur clonage dans des vecteurs d'expressions puissants. 

Mots clés: Produits laitiers, bactéries lactiques, bactéries pathogènes , multirésistance, 

Bactériocine, CMI , CMB, Biofilm. 

 



 

 

ABSTRACT 

The ever-increasing emergence of bacteria resistant to the depletion of therapeutic 

resources and the lack of progress in the field of antibiotics, highlights the importance of 

finding new solutions. 

Lactic acid bacteria have been an effective means of bio-preservation for many food 

products for thousands of years. 

The 200 lactic acid bacteria isolated from milk (camel and goat) and traditional 

fermented dairy products (Jben and kamaria) from southern Algeria Enterococcus, 

Streptococcus, Lactococcus and Leuconostoc are phenotypically identified. 

The demonstration of the antibacterial activity vis-à-vis multiresistant pathogenic strains 

isolated from patients with infections in the intensive care unit is evaluated and the antibiotic 

resistant strains are selected. 

Then, the isolated lactic strains, selected antagonists Lactococcus raffinolactis LAB9 

and Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris LAB13 are used for a possible 

characterization of bacteriocins. 

The physicochemical characterization of bacteriocins produced in isolated strains, 

selected antagonists (LAB9 and LAB13) revealed their thermo-resistance, accompanied with 

a stable inhibitory activity at different pH values. 

Then, partial purification of bacteriocin by precipitation with ammonium sulfate is 

carried out and the minimum inhibitory concentration is determined. The antibiofilm activity 

of the LAB9 and LAB13 strains against the formation of Staphylococcus aureus and 

Pseudomonas aeruginosa biofilms is carried out. 

          The study of the monitoring of the growth kinetics showed a considerable inhibition of 

the growth of P. aeruginosa (PA), after the addition of a volume of 1 ml of the supernatants 

of the isolated, selected lactic bacteria (LAB9 and LAB13). This inhibition is explained by the 

cell cycle arrestof P. aeruginosa PA (unbalanced growth), in comparison with untreated 

biomass (balanced growth). 

In conclusion, the results obtained showed the need for further research on the 

purification of bacteriocins by the use of modern techniques such as HPLC, FPLC, 

electrophoresis and their cloning into powerful expression vectors. 

Keywords: Dairy products, lactic acid bacteria, pathogenic bacteria, multidrug resistance, 

Bacteriocin, CMI, CMB, Biofilm. 

 

 



 

 

 الملخص

وفٍ غُاب أٌ تقدً ٍحسش فٍ ٍجاه  ،ىيثنتُسَا اىَقاوٍح لاستْفاد اىَىازد اىعلاجُح ،تاستَسازاىتصاَد اىظاهس إُ          

وسُيح فعاىح ىيحفع  اىيثُْلتنتُسَا حَط اىَعاداخ اىحُىَح، َثسشاُ ٍدي أهَُح وظسوزج إَجاد حيىه جدَدج. تشنو 

 ح، وذىل ٍْر آلاف اىسُِْ.اىحُىٌ ىيعدَد ٍِ اىَْتجاخ اىغرائُ

تنتُسَا حَط اىيثُْل اىَعصوىح ٍِ اىحيُة )الإتو واىَاعص( وٍْتجاخ الأىثاُ  022ىقد تٌ اىتعسف ظاهسَاً عيً         

اىَخَسج تقيُدَا )اىجثُِ واىقَسَح( ٍِ جْىب اىجصائس، وٍِ جَيح هرٓ اىثنتُسَا اىَعصوه ّجد اىَنىزاخ اىَعىَح 

زاخ اىعقدَح واىلامتىمىمىسىاىيُنىّىستىك. وَقٌُُّ عسض اىْشاغ اىَعاد ىيثنتُسَا ظد اىسلالاخ )اّتسومىمس(، واىَنى

اىَسثثح ىلأٍساض ٍتعددج اىَقاوٍح، اىَعصوىح ٍِ اىَسظً اىَصاتُِ تاىعدوي تىحدج اىعْاَح اىَسمصج، ثٌ تخُتاز اىسلالاخ 

 اىحُىَح.اىَقاوٍح ىيَعاداخ 

 Lactococcus raffinolactis اىلامتُل( اىَعصوىح، واىَعاداخ اىَختازج،اىيثُْل )ختعد ذىل، تسُتخدً سلالا         

LAB9و Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris LAB 13  ىتىصُف ٍحتَو ىيثنتسَىسُْاخ.وقد أظهس

(، LAB13وLAB9) اىتىصُف اىفُصَائٍ اىنَُُائٍ ىيثنتسَىسُْاخ اىَْتجح فٍ اىسلالاخ اىَعصوىح، اىَعاداخ اىَختازج

تعد ذىل، تُجسي تْقُح جصئُح ىيثنتسَىسُِ عِ غسَق ٍختيفح.  pHٍقاوٍتها اىحسازَح، ٍصحىتح تْشاغ ماتح ٍستقس عْد قٌُ 

ْشاغ اىَعاد ىلأغشُح وترىل َْفر اى .(CMI)مَاتحِ تسَْمُِص أدًََّْوَتٌ تحدَد  ٍسمة مثسَتاخ الأٍىُّىًاىتسسُة تاستعَاه 

 اىحُىَح ىيَنىزاخ اىعْقىدَح اىرهثُح واىصائفح اىصّجازَح. ظد تنىَِ الأغشُح LAB13و LAB9اىحُىَح ىسلالاخ 

ٍو ٍِ  1،تعد إظافح ٍقداز (PA)اىصائفح اىصّجازَحأظهسخ دزاسح ٍساقثح حسمُح اىَْى، قدزا ٍعتثسا ٍِ اىنثح ىَْى            

ىنثح، تتىقف دوزج اىخيُح (. وََنِ تفسُس هرا اLAB13و LAB9 اىَىاد اىطافُح ىثنتُسَا اىلامتُل اىَعصوىح واىَختازج )

 ،)َّى غُس ٍتىاشُ(، ٍقازّحً تاىنتيح اىحُىَح غُس اىَعاىجح )اىَْى اىَتىاشُ(.(PA)ىيصائفح اىصّجازَح

فٍ اىختاً، أظهسخ اىْتائج اىتٍ تٌ اىحصىه عيُها، اىحاجح إىً ٍصَد ٍِ اىثحث حىه تْقُح اىثنتسَىسُْاخ تاستخداً         

 واىسحلاُ اىنهستائٍ واستْساخها فٍ ّىاقو تعثُس قىَح. FPLCوHPLCاىتقُْاخ اىحدَثح ٍثو 

ٍْتجاخ الأىثاُ، تنتُسَا حَط اىلامتُل، اىثنتُسَا اىَسثثح ىلأٍساض، ٍقاوٍح الأدوَح اىَتعددج، : مصطلحات أساسيةّ

 الأغشُح اىحُىَح،CMI،CMBمَاتحِ تسَْمُِص أدًََّْاىثنتسَىسُِ، 

 

 

 

 

 

 

https://context.reverso.net/translation/arabic-french/%D9%8A%D8%B3%D8%AA%D8%AE%D8%AF%D9%85+%D9%85%D8%B1%D9%83%D8%A8+%D9%83%D8%A8%D8%B1%D9%8A%D8%AA%D8%A7%D8%AA+%D8%A7%D9%84%D8%A3%D9%85%D9%88%D9%86%D9%8A%D9%88%D9%85


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

      Introduction générale 
 



 

 

Introduction générale 
 

1 
 

INTRODUCTION 

La résistance aux antibiotiques est dans le monde entier un problème grave de santé 

publique. Elle augmente de façon exponentielle pour certaines bactéries et dans certains pays. 

Elle menace la qualité et la sécurité des soins (Roca et al., 2015). A l’hôpital, la prescription à 

grande échelle, et parfois inappropriée d’antibiotiques fait que les bactéries évoluent 

constamment vers la résistance, Le lien entre la consommation d’antibiotiques et l’émergence 

de résistance a bien été établi, notamment pour certains couples (germe-antibiotique)               

(Garrouste-Orgeas et al ., 2008). 

La dissémination des bactéries résistantes est à l'origine d'une augmentation 

considérable de la mortalité, de la morbidité ainsi que du coût des traitements (Monaco et al., 

2013). Parmi les germes responsables d'infections bactériennes, les entérobactéries sont les 

plus redoutables car elles sont productrices de béta-lactamases et possèdent d'autres 

mécanismes de résistance à de nombreux antibiotiques (Carattoli, 2009). Staphylococcus 

aureus est un pathogène dont le fort pouvoir d’adaptation permet leur survie grâce à 

l’acquisition successive de gènes de résistance aux antibiotiques, de mécanismes de régulation 

de la croissance en présence d’antibiotiques et de facteurs de virulence particuliers 

(Dumitrescu et al., 2010). 

La multirésistance bactérienne aux antibiotiques est l’image la plus grave de la 

résistance car elle réduit notablement les possibilités thérapeutiques et se traduit par une 

augmentation considérable de la morbidité et parfois de la mortalité, ainsi que des coûts 

d’hospitalisation (Cosgrove  et al., 2003). 

Les bactéries multirésistantes (BMR) responsables d’infections nosocomiales en 

réanimation sont: entérobactéries productrices de béta- lactamase à spectre étendu (EBLSE), 

Acinetobacter baumanii multirésistant (ABR) et Pseudomonas aeruginosa multirésistant 

(PAR), et Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline (SARM) (Khiev  et Veber , 

2010). 

Les bactériocines des bactéries lactiques (LAB) sont des peptides ou protéines 

antimicrobiennes synthétisés par le ribosome qui possèdent une activité inhibitrice vis-à-vis 

de large éventail de bactéries pathogènes (De Vuyst et Leroy, 2007). 

Les bactériocines sont des métabolites secondaires produites durant la phase stationnaire 

de croissance bactérienne. De nombreuses bactériocines produites par un large éventail de 

bactéries sont  classées en fonction de leur mode d'action, leur spectre d'activité et leur   

masses moléculaires (Klaenhammer,1993). 

Les bactériocines sont des agents antimicrobiens naturels et font partie de l'alimentation 
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humaine et constituées un excellent substrat pour le traitement des infections chroniques et 

multirésistanteset forment des agents antibactériens très spécifiques car elles tuent les 

bactéries étroitement liées aux souches productrices et entrent en compétition avec des 

bactéries proches (Cleveland et al., 2001 ; Majeed et al.,2011). Cette spécificité 

extraordinaire des bactériocines en fait des agents thérapeutiques très attractifs contre les 

infections chroniques (Cotter et al.,2013) . 

Les propriétés inhérentes telles que la faible toxicité, la puissance, la disponibilité de 

peptides à spectre large et étroit de bactériocines impliquent une alternative viable aux 

antibiotiques (Cotter et al., 2013) 

Des études antérieures sur des lantibiotiques tels que la nisine, la lacticine  appartenant à 

la bactériocine de classe I, ont montré une importante activité vis-à-vis de Streptococcus 

pneumoniae, Les Staphylocoques, y compris le Staphylococcus aureus résistant à la 

méthicilline (SARM), les Entérocoques résistants à la vancomycine (Piper et al.,2009). 

Des travaux antérieurs réalisés par (Benmechernene et al., 2013; Zarour et al., 2018 ; 

Mokdad et al., 2020) ont porté sur l'identification des bactéries lactiques (LAB) indigènes 

isolées à partir de lait de chamelle cru ont induit un effet inhibiteur supplémentaire contre les 

bactéries pathogènes. 

Les objectifs tracés pour la réalisation de ce present travail sont comme suit :  

 Isolement et Identification des isolats lactiques. 

 Etat des lieux des infections acquises  en milieu hospitalier, et isolement des  bactéries 

pathogènes multirésistantes.  

 Effet antimicrobien des isolats lactiques et Screening pour la production de 

bactériocines.  

 Caractérisation de bactériocines. 

 Activité inhibitrice de bactériocine vis-à-vis de la formation  de biofilm.  

 L’utilisation de souches productrices de bactériocines dans l'inhibition de la formation 

un biofilm sur cathéter veineux contaminé par  des souches bactériennes 

multirésistantes. 
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I. La résistance bactérienne aux antibiotiques 

1. Les antibiotiques 

1.1. Historique 

La découverte des antibiotiques constitue un événement majeur dans l'histoire de la 

médecine (Almi et al.,2006), notamment la pénicilline en 1928 a sans doute été l’une des 

avancées thérapeutiques les plus importantes du vingtième siècle. L’utilisation antibiotiques 

depuis les années 1940 a considérablement réduit le taux de morbidité et de mortalité lié aux 

maladies infectieuses (Van et al., 2011). 

En 1876, Tyndall a constaté que des cultures renfermant plusieurs espèces microbiennes 

évoluent en se simplifiant : certaines espèces disparaissent‚ Un champignon se développe 

souvent : c'est un pénicillium. La même observation est faite l'année suivante par Pasteur qui 

écrit : "Ces phénomènes d'antagonisme autorisent peut-être les plus grands espoirs au point de 

vue thérapeutique." (Klein, 2014). Le terme antibiose a été créé en 1889 par Vuillemin pour 

désigner les phénomènes d’antagonismes entre organismes vivants par opposition à symbiose. 

En 1929, Fleming remarque que les Staphylocoques ensemencés sur une boite de Petri 

disparaissent sous l'action d'une moisissure, Penicillium notatum. Il le cultive et a constaté 

que le filtrat de culture est antagoniste de nombreuses espèces bactériennes surtout Gram
+
. aIl 

donne le nom de "pénicilline" à cette substance antibiotique. En effet, la molécule de 

pénicilline est fragile et Fleming aurait dû collaborer avec des biochimistes, spécialistes de 

l'extraction (Ndeli‚ 2009). En 1929, Dubos, a étudié la microflore du sol et a fait une 

constatation intéressante : le sol comporte peu de germes pathogènes qu'on y déverse pourtant 

en quantité. Dubos a montré la présence dans le sol de microorganismes producteurs 

d'antibiotiques comme la Tyrothricine, isolée du Bacillus brevis (Klein, 2014).En 1942, 

Waksman a développé l’usage de nom antibiotique, l’antibiose étant un cas particulier de 

l’antagonisme : effet produit par voie chimique par l’intermédiaire de substances antibiotiques 

(Ndeli‚ 2009). 

Il existe sept classes majeures d’antibiotiques bactériens utilisés en milieu clinique : 

Les β-lactamines, les glycolipides, les aminoglycosides, les tétracyclines, les 

macrolides, les quinolones et les sulfamides (Nukaga et al.,2003). 
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2. La résistance aux antibiotiques 

2.1. Phénotypes de  résistance  

 La lecture de l’antibiogramme a permis d’obtenir l’expression phénotypique, c’est-à-

dire la déterminatin de la sensibilité de la souche vis-à-vis d’un nombre déterminé 

d’antibiotique (El abdani, 2016).La souche exprimantune résistance naturelle appartient au 

phénotype "sauvage" ou sensible. L'expression de la souche d'un phénotype acquis de 

résistance identifiable, la détermination leur mécanisme est nécessaire  (Lagha, 2015). 

Les phénotypes sont souvent désignés par les initiales des antibiotiques devenus inactifs 

: ainsi une souche résistante à la kanamycine, à la tobramycine et à la gentamicine appartient 

au phénotype KTG (El abdani, 2016). 

2.2. Types de résistance  

La résistance bactérienne aux ATB est l’un des problèmes de santé publique mondiaux 

les plus graves. De nombreux germes responsables de maladies infectieuses se manifestent 

tésistants aux antibiotiques.Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques, la 

résistance naturelle (intrinsèque) et  la résistance acquise. 

2.2.1. Résistance naturelle 

La résistance naturelle ou intrinsèque est un caractère présent chez toutes les souches 

appartenant à la même espèce (CA-SFM, 2018). Elle est permanente et d’origine 

Chromosomique, stable et transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la 

division cellulaire, mais généralement non transférable d’une bactérie à l’autre (transmission 

Horizontale) (Carle, 2009). 

2.2.2. Résistance acquise 

La Résistance acquiseest utilisée pour la désignation de processus permettant à des 

bactéries appartenant à une espèce originellement sensible de devenir résistante à un ou 

plusieurs antibiotiques (Chopra et al.,2003). Elle est souvent moins stable, se propage de 

façon importante dans le monde bactérien, par l’acquisition des nouveaux gènes capables de 

rendre la bactérie insensible à un antibiotique. Le nouveau gène introduit peut être obtenu soit 

par mutation au niveau du chromosome, soit par transfert d’ADN de plasmide conjugatif ou 

de transposons (Yala et al., 2001). 

3. Bactéries multirésistantes 

3.1. Staphylococcus  aureus résistant à la méthicilline (SARM)  

Les Staphylococcus  aureus résistant à la méthicilline sont des cocci à Gram positif 

appartenant à la famille des Staphylococcaceae, habituellement rassemblés  en grappe, avec 

une catalase positive et coagulas positive (Chevrolet et al., 1997). 
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Les SARM  représentent (5-10 %) des bactéries isolées à partir des infections 

nosocomiales, sont résistantes à toutes les beta-lactamines et souvent résistantes aux 

aminosides, aux macrolides et aux fluoroquinolones (Vincent, 2000). 

 Elles  représentent une menace dans les services de soins intensifs et de réanimation, 

chez  les patients à haut risque infectieux, nécessitants des hospitalisations prolongées et de 

nombreuses  procédures  invasives et  également les patients sont soumis à une forte pression 

d’antibiotique (Quinacampoix et Mainardi , 2001). 

Le  rapport 2015 de réseau algérien de surveillance de la résistance aux antibiotiques 

publie une proportion de SARM au sein du service de réanimation de 38,65%(Ras, 2015). 

 

3.2. Pseudomonas aeruginosa multirésistant 

Les souches de P.aeruginosa résistantes aux ß-lactamines (ticarcilline, ceftazidime ou 

imipénème) ont tendance à être résistantes aux  aminosides et aux fluoroquinolones 

(Tankouic,  2000).Bacille à Gram négatif, aérobie stricte à métabolisme oxydatif, non  

sporulé, en forme de bâtonnet (Floret et al., 2009).Cette espèce est caractérisée par une 

aptitude particulière à l'acquisition et l'accumulation de nombreux mécanismes de résistance, 

devenue une problématique car elle conduit a une impasse thérapeutique en raison de 

l'émergence des souches dites totorésistantes vis-à-vis du panel d’antibiotiques actuellement 

disponibles (Minchella, 2010). 

 

3.3. Entérobactéries multirésistantes  

Les Entérobactéries sont des bacilles à Gram négatif regroupent de nombreux genres 

telles que Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Shigella, Serratia, Citrobacter, Proteus 

(Vincent, 2000). 

Certaines entérobactéries sont pathogènes strictes (ex : Salmonella typhi ou Shigella 

dysenteria). D’autres sont, responsables d’infections opportunistes chez des patients souvent 

fragilisés. La résistance aux bêta-lactamines est principalement due à la production de 

bêtalactamases à spectre étendu (BLSE), enzymes qui hydrolysent l’ensemble des pénicillines 

ou céphalosporines à l’exception des céphamycines et des carbapénèmes  (Doublet, 2012). 

 

3.4. Entérocoques  résistants à la vancomycine (ERV)   

les  Entérocoques  résistants à la vancomycine (ERV) représentent environ 1% des 

souches d'entérocoques isolées des hopitaux, normalement présentes dans les voies urinaires 

et les intestins humains, dépourvus des facteurs spécifiques de pathogénécité et souvent 
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considérés comme germes de la flore commensale (Vincent,  2000 ; Ronald  et  Jones ,  

2001). 

Ces germes présentent une résistance naturelle vis-àvis de de nombreuses classes 

d’ATB, parmi lesquelles les bêta-lactamines, une résistance naturelle faible aux aminosides 

due à une anomalie de transport membranaire de ces antibiotiques. 

En 2015, le réseau algérien de surveillance de la résistance aux antibiotiques a signalé 

une proportion de 8,69%  d’Enterococcus faecium résistants à la vancomycine (RSA, 2015). 

3.5.Acinetobacter baumannii  

Le  genre Acinetobacter représente aujourd'hui un modèle d'adaptation particulièrement 

efficace en termes d'antibiorésistance en l'espace de 40 ans. Acinetobacter principalement 

représenté par l'espèce baumannii est un bacille à gram négatif, présentant souvent  une multi 

résistance aux antibiotiques (Zahar et al., 2012). 

Cette bactérie naturellement résistante à plusieurs bêta-lactamines est considérée 

comme  pathogène opportuniste occasionnellement responsable d'infection nosocomiale. 

Acinetobacter baumannii  représente (2-4%) de bactéries responsables d’infections 

nosocomiales (Poirel  et Nordmann, 2006).Les infections souvent rencontrées sont des 

infections  pulmonaire en particulier chez les patients intubés et ventilés en réanimation, les  

septicémies,  les infection de plaie et les infections du tractus urinaire (Patwardhan et al., 

2008).Acinetobacter baumannii résistant à l’imipenème  a présenté une proportion de 

(82,79%) dans le service de réanimation selon les données de réseau algérien de surveillance 

de la résistance aux antibiotiques (RSA, 2015). 

4. Formation de biofilm par les bactéries pathogènes  

 Les bactéries peuvent s’unir et s’organiser dans une matrice extracellulaire et formant 

une fine couche appelée « biofilm ». Les biofilms se forment sur le  matériel inerte (prothèse 

sur un patient, ou environnement hospitalier, facilitant la contamination). Les bactéries 

constituent (5-35%) du volume du biofilm. Cette aptitude de bactéries à former un biofilm 

augmente considérablement le phénomène d’antibiorésistance et causent des infections 

chroniques avec des rechutes.La diversité d’infections à biofilm représentent au moins (65%) 

des infections bactériennes (Rhoads et al., 2008).  

De nombreuses hypothèses pouvant expliquer l’antibiorésistance des bactéries 

organisées en biofilms. Les molécules d'antibiotiques peuvent pénétrer insuffisamment dans 

le biofilm  et les cellules des couches externes du biofilm subissent des dommages sans 

l'atteinte des couches sousjacentes. 
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Figure 1 : Les differents mécanismes impliqués dans la résistance des biofilms 

(Drenkard ,2003). 
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II. Les bactéries Lactiques 

1. Classification et identification 

La classification des bactéries lactiques est essentiellement basée sur la composition de 

la paroi cellulaire bactérienne, incluant la nature des acides gras, tels que l’acide 

lactobacillique (C19:0) et les acides gras insaturés (C14:0, C16:0, C18:0) (De Ambrosini et 

al., 1996 ; Gilarová et al., 1994).  

Une seconde classification de bactéries lactiques est focalisée sur les différents modèles 

de fermentation du glucose, répartie  en 3 groupes (McLeod et al., 2008). Le groupe I 

renferme les bactéries réalisant exclusivement l’homofermentation, composé majoritairement 

de Lactobacillus. Le groupe II inclut les bactéries l’hétérofermentation et rassemble 

Leuconostoc, les Oenococcus, les Weissella et quelques espèces appartenant au genre 

Lactobacillus. Le groupe III regroupe les espèces appartenant au genre Lactobacillus et la 

majorité des espèces appartenant au genre Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus et 

présente une position intermédiaire entre le groupe I et II, les deux voies de fermentation de 

glucose (l’homofermentation, l’hétérofermentation) (McLeod et al., 2008). 

La seconde édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (Vos et al., 2009) 

classe les bactéries lactiques dans deux embranchements distincts : Firmicutes et 

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

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

Weissella qui appartiennent à l'ordre des Lactobacillales, caractérisé par une faible teneur en 

GC (31-49%). L'embranchement des Actinobacteria renferme le genre de Bifidobacterium, 

caractérisé par une teneur élevée en GC (58-61 %) (Schleifer et Ludwig 1995 ; 

Klaenhammer et al. 2005 ; Horvath et al., 2009 ; Pfeiler et Klaenhammer, 2007). 

Les études d‟hybridation ADN/ADN, et les séquences d‟ARN ribosomaux sont 

devenues des éléments essentiels dans l‟identification et la classification taxonomique des 

bactéries lactiques (Mäkelä al.,1992 ; Stanckebrandt et Teuber, 1988 ; Vandamme et 

al., 1996, Woese et al.,1990). Actuellement, avec les technologies de la PCR et du 

séquençage automatique de l'ADN du gène de l'ARNr 16S, l'identification des espèces est 

devenue une pratique plus simple. 
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Figure 2 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques et comparaison avec les genres

 Aerococcus, Bacillus, Listeria et Staphylococcus (Axelsson, 2004). 

2. Voies métaboliques 

En se basant sur la voie empruntée et le produit final de la fermentation, les bactéries lactiques 

sont divisées en deux groupes : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique de principales voies de fermentation des 

  hexoses chez les bactéries lactiques (Kandler, 1983). 
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3. Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques 

L'activité antagoniste des bactéries lactiques est due princpalement à la production de 

différents composés organiques et non-organiques capables d’inhiber la croissance de certains 

germes pathogènes. 

 

3.1. Acides organiques 

Les bactéries lactiques produisent différents types d’acides organiques. Lors de la 

production des acides organiques, la valeur du pH du milieu de culture diminue, induisant 

ainsi l’inhibition de la flore. 

 

3.2. Peroxyde d’hydrogène 

La catalase, enzyme nécessaire à la dégradation du peroxyde d’hydrogène en oxygène et 

en eau, est absente chez les bactéries lactiques. Il en résulte une accumulation de ce composé 

qui peut être inhibiteur de différents micro-organismes. L’inhibition s'effectuée par 

l’oxydation des lipides membranaires des souches cibles et par la destruction des structures 

protéiques cellulaires (Zalan et al., 2005 ; Strus et al., 2006). 

 

3.3.Dioxyde de carbone 

Il est formé essentiellement, au cours de la fermentation hétérolactique. Dans des 

conditions environnementales d'anaérobie, le dioxyde de carbone inhibe les microorganismes 

aérobies. Son accumulation dans la bicouche lipidique cause un dysfonctionnement de la 

perméabilité membranaire (Ammor et al., 2006). 

3.4.Diacétyl 

Le diacétyl est un composé aromatique essentiel. De nombreuses bactéries des genres 

Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus, peuvent le synthétiser (Leveau, 

1991).Le pouvoir inhibiteur de diacéthyl vis-à-vis de levures, des bactéries à Gram--positif et 

négatif se manifeste moins sensibles (El-Ziney et al., 1998). 

 

3.5. Reutérine 

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est un métabolite intermédiaire de pouvoir 

antimicrobien. La reutérine est produit lors de la fermentation anaérobique du glycérol par  

certaines espèces de Lactobacillus et d’autres genres de bactéries non lactiques telles que 

Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium (El-Ziney et al.,1998).La 

reutérine possède un large spectre d’activité et trouve des applications dans le domaine 
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médical et alimentaire (Vollenweider, 2004). Elle interfère avec la réplication de l’ADN chez 

les procaryotes (Gram-positif et négatif), les eucaryotes, les virus, les champignons et les 

protozoaires. 

III. Les bactériocines des bactéries lactiques 

1. Définition 

Les bactériocines représentent une large gamme de peptides qui varient 

considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, 

de leur spectre d’activité et de leur mode d’action (Klaenhammer, 1988). 

Les bactériocines des bactéries lactiques ressemblent à certains peptides antimicrobiens 

des eucaryotes (Riley, 2009). D’une manière générale, les bactériocines sont thermostables, 

solubles et actives à des valeurs de pH acides (Laboui et al., 2005), non toxiques et sensibles 

aux enzymes protéolytiques du tractus gastro-intestinal (Wijaya et al., 2006 ; Castellano et 

al., 2008). 

En outre, de point de vue physico-chimique, les bactériocines sont généralement 

cationiques, amphiphiles, non structurées en solution aqueuse (Reis et al.,2012).Leur poids 

moléculaire est relativement petit (2-6 kDa) ce qui leur permet d’accéder aux cellules cibles et 

de  perméabiliser la membrane en se liant à des récepteurs de surface (Gillor et al ., 2008; 

Anthony et al ., 2009; Simova et al ., 2009 ; Hartmann et al., 2011 ; Todorov et al ., 

2011). 

La différence majeure entre les antibiotiques et les bactériocines est que ces dernières 

sont synthétisées par voie ribosomique  (2) et produites au cours de la phase primaire de la 

croissance, cependant, les antibiotiques sont des métabolites secondaires (Zacharof , Lovittb, 

2012). 

2. Classification 

2.1. Bactériocines de la classe Į ː Lantibiotiques  

Les lantibiotiques sont des peptides de taille inférieure à 5 kDa, stables à la chaleur  et 

ayant subi des modifications post-traductionnelles (Willey et Van Der Donk, 2007). Les 

lantibiotiques contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-

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

la déhydroalanine (Carine et al., 2009). 

Les quatre variantes, nisine A, F, Q et Z sont isolées à partir de L. lactis. Cependant, 

nisine U et U2 sont isolées à partir S. sp (Piper et al., 2011). La nisine U présente une 

similitude de 78% avec la nisine A, la différence étant le manque des trois résidus C-
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terminaux (Wescombe et al., 2006). La plus récente variante, la nisine H est isolée à partir de 

Streptococcus (O'Connor et al., 2015). 

La classe des lantibiotique est divisée en six groupes en fonction de leur homologie de 

séquence, les quartes groupes sont décrit par Towmey et al (2002). 

2.2. Bactériocine de classe Π  

Les bactériocines de la classe II sont de faible masse moléculaire (<10𝐾𝐷𝑎) ; 

thermostables et ne subissent pas de modification post traductionnelle (Drider et al., 2009). 

2.3. Bactériocines de classe III 

Les bactériocines de la classe III sont des protéines de taille supérieure à 30 kDa et 

sensibles à la chaleur (Calvez , 2009). La structure et le mode d’action des bactériocines de la 

classe III se différent complètement des autres bactériocines produites par les bactéries 

lactiques.Cette classe renferme quatre bactériocines (Nigotova et al., 2007) : l'helveticin, 

l'enterolysin A, la zoocin A, la millericin B produites par Lactobacillus helveticus, 

Spreptococcus zooepidemicus, Streptococcus milleri (Papagianni, 2003).  

 

3. Régulation de la production de bactériocines par le système de« Quorum Sensing » 

La production de bactériocine est souvent sous le contrôle d’un système de « Quorum 

Sensing » (QS), mécanisme largement présent chez les bactéries lactiques (Kuipers et 

al.,1998). Les bactéries lactiques se comportent comme des microorganismes simples lorsque 

les densités cellulaires sont faibles et peuvent changer de comportement en un type « 

multicellulaire » lors de l'atteinte d'un seuil critique de la densité de population (Kalia, 2013). 

À ce stade, les cellules communiquent par le biais de petites molécules chimiques 

d’induction, synthétisées et sécrétées dans le milieu de culture et utilisent des systèmes de 

détection spécifiques de la concentration des molécules inductrices. Lorsque la concentration 

de la molécule signal atteint un seuil critique, et le comportement de la population totale sont 

modifiés (Boyen et al.,2009). La concentration externe des molécules auto-inductrices 

augmente en fonction de la densité cellulaire de la population (Waters et Bassler, 2005).En 

outre, les molécules d’induction sont liées à leurs récepteurs sur les cellules bactériennes et 

l'expression des gènes de la population totale sont  modifiées et synchronisées. 

 

4. Génétique des bactériocines 

Les gènes responsables de la production de bactériocines sont fréquemment associés à 

des éléments mobiles, ou dans le chromosome en association avec des transposons ou des 

plasmides (Van Belkum et al., 1989). Les bactériocines de faible poids moléculaire des 
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bactéries Gram positives sont traduites en pré-peptides qui sont ensuite modifiés afin de 

former des molécules biologiquement actives (Buchman et al.,1998). 

Parmi les bactériocines, les lantibiotiques sont synthétisées avec un peptide leaderN-

terminale.L'opéron de la nisine (figure4D), génétiquement désigné nisA est modifié par 

l'action d'autres protéines codées par les gènes de bactériocines avant l'exportation (Deegan et 

al., 2006). Le gène de structure de la nisine, nisA fait partie d'un opéron polycistronique, trois 

autres gènes situés en aval ; nisB, nisT qui sont impliqués dans le transport de la nisine, ainsi 

que nisC (Dodd et Egan,1990). 

nisC chevauche  nisT .D'autres gènes présents dans l'opéron de la nisine 

incluant:nisI,nisR et ,nisP.nisI codent pour une lipoprotéine impliquée dansl'immunité à la 

nisine,cependant, nisP semble être impliqué dans la régulation de la biosynthèse de la nisine 

(Van der Meer et al.,1993). 

Les gènes nécessaires à la biosynthèse et à l'exportation des bactériocines de classe II 

(figure4 A, B et C) diffèrent des lantibiotiques en raison de l'absence de modifications post-

traductionnelles (Deegan et al., 2006). Plusieurs gènes de structure de bactériocines non- 

lantibiotiques sont localisés dans des plasmides (Jack et al.,1995). 

Dans la plupart des opérons de bactériocines, les déterminants génétiques associés à la 

production de bactériocines biologiquement actives comprennent : (i) le gène de structure, 

codant la pré-pro-bactériocine ; (ii) le gène codant la protéine d’immunité ; (iii) les gènes 

responsables de la production et le transport, (iv) des gènes codant la production des enzymes 

impliquées dans les modifications post-traductionnelles (cas de la nisine) (figure 4)(Cintas et 

al., 2001). 
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Figure4: Arrangement schématique des gènes codant la production de 

 bactériocine de classe II par rapport aux gènes de production de nisine 

 (Van Belkum et Stiles, 2000). 

A : Gènes de structure d'une bactériocine de classe II, divergicine A (Worobo et al., 

1995) une bactériocine qui est sécrétée par la voie "sec", son gène de structure requiert la pré-

bactériocine (peptide leader + Bactériocine) et le gène de l'immunité. 

B : Gènes de structure de la pédiocine PA-1/AcH, (Marugg et al., 1992),  une 

bactériocine de classe II non régulée avec un peptide leader de type double glycine. Les gènes 

codant le transporteur ABC et les protéines accessoires sont requis. 

C : Gène de structure d'une bactériocine de classe II, la carnobactériocine B2 (Quadri 

et al., 1997), contient les gènes de structure B et d'autres gènes, codant IF : facteur inducteur ; 

HK (histidine kinase) : protéine de régulateur et RR : régulateur de réponse. 

D : Gènes requis de la production du lantibiotique, la nisine A. nisA : prépronisine, 

nisBC : modification de la pronisine, nisT : transport de la nisine, nisP : peptide leader 

protéase, nisRK : régulation de la nisine, nisIFEG immunité à la nisine. 

Des études antérieures sur la structure-fonction des bactériocines ont révèlé des bases 

moléculaires de la spécificité du ciblage et du mode d'action de la bactériocine. Cependant, 

une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la régulation, la biosynthèse, la 

translocation et l'immunité de la bactériocine devrait faciliter les tentatives d'optimisation de 

la production de bactériocine. Elle pourrait aussi ouvrir la voie à des modifications dirigées in 

vitro afin d'améliorer leurs spectres antibactériens (Jack et al., 1995). L’utilisation des 

techniques de mutagenèse dirigée, de la génomique et de la protéomique est une opportunité 

réelle pour une construction possible de nouvelles familles de peptides avec une activité 

antimicrobienne accrue ou des caractéristiques de stabilité et de spécificité améliorées 

(Parada et al., 2007). 
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5. Domaines d’applications des bactériocines 

5.1. Typage bactérien 

Le pouvoir inhibiteurs des bactériocines de certaines souches pathogènes est largement 

utilisé dans l’identification d’espèces de différents genres bactériens. La plupart des méthodes 

sont basées sur l’inhibition de la souche témoins de l'activité inhibitrice. Cependant, 

l’utilisation  des bactériocines a permis de différencier les souches de Shigella (Pitt et Gaston 

1995 ; Merino et al.,2000). 

5.2. Domaine alimentaire 

L’utilisation des bactériocines dans le domaine alimentaire est avantageuse non 

seulement  à cause de leur large spectre d’activité, mais aussi parce qu’elles sont non 

toxiques, facilement dégradables par les enzymes digestives et ne compromettent pas la prise 

des médicaments (Ryan et al.,1998). Du fait qu’elles sont des substances naturelles, l’emploi 

des  bactériocines  a permis d’avoir des produits plus sains et réduirait l’utilisation des agents 

chimiques de conservation (Harlander, 1993). Ces dernières années, l’application des 

bactériocines dans la technologie a gagné une grande attention. En effet, de nombreuses 

bactériocines ont montré leurs effets synergiques ou même  addititionnels lors de leur 

utilisation en combinaison avec d’autres agents antimicrobiens, incluant des agent 

conservateurs chimiques, des composés phénoliques naturels (Grande et al.,2007), 

L’utilisation  combinée de bactériocines peut construire une approche attirante, 

permettant l'inhibition le développement de souches résistantes. La combinaison de 

bactériocines avec des traitements physiques, tels que le traitement à haute pression et dans un  

champ électrique, offre une conservation plus efficace des produits alimentaires, fournissant 

ainsi une barrière complémentaire aux formes les plus résistantes telles  que les endospores 

bactériennes (Galvarez et al.,2007). 

Malgré, que la majorité des bactériocines sont des substances naturelles  non  toxiques, 

seule la nisine est reconnue jusqu’à maintenant comme « GRAS »  (Generally Recognized As 

Safe) (Delves-Broughton, 1990).  

Cependant, la nisine est utilisée comme additif dans  les aliments en conserves, 

notamment dans les produits laitiers, les soupes et les poudings à base  de céréales (Eckner et 

al.,1992). 

Par ailleurs,(Rayman et al.,1981) ont rapporté sur l’interaction synergique entre la 

nisine et les nitrites vis-à-vis des spores de Clostridium botilinum, permettant la réduction des 

substances cancérigènes.  

A ce jour, plus de 45 pays ont approuvé l’utilisation de la nisine comme agent de 
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conservation, ceci explique l'utilisation massive de la nisine à travers le monde (Riley et 

Wertz, 2002).  

5.3. Domaine de la médecine humaine  

L’utilisation des bactériocines n’est pas restreinte au domaine alimentaire,  plusieurs  

études ont démontré que l’utilisation répandue des antibiotiques dans la lutte et la prévention 

des infections a engendré de sérieux problèmes de toxicité et de résistance.  

Les bactériocines sont énormément appréciées lors de leur utilisation comme agents de 

thérapie naturelle, alternative aux antibiotiques, car l’effet inhibiteur des bactériocines 

pourrait réduire les effets nocifs engendrés par l’antibiothérapie. Quelques lantibiotiques ont 

trouvé des applications médicales pour l'homme et l'animal.  

L’épidermine produite par Staphylococcus epidermidis est active vis-à-vis de 

Propionibacterium acnes, germe responsable de l’acné (Allgaier  et  al.,1986).  

Ce lantibiotique est utilisé dans la thérapie pour remplacer l’usage habituel de 

l’érythromycine et de la vitamine A. Cette application a montré plusieurs avantages tels que 

l’absence de résistance aux lantibiotiques et leur faible coût de production par rapport aux 

antibiotiques.  

5.4.Domaine vétérinaire 

Dans le domaine de la médecine vétérinaire, les bactériocines  pourraient  être utilisées  

avec les ionophores dans une stratégie visant la  prévention de l’apparition  d’une  résistance. 

L’utilisation des bactériocines à la place des antibiotiques, par intermittence, a aidé pour la 

destruction des populations résistantes.  

Les ionophores antibiotiques ont un très large spectre d’action, peuvent agir sur la 

moitié de la flore naturelle trouvée dans le rumen des bovins. En outre, les bactériocines sont 

des protéines non toxiques qui se digèrent facilement. A l"opposé, les ionophores 

antibiotiques classiques sont indigestibles, très toxiques et doivent être manipulés et 

administrés avec précaution. 

5.5. Domaine agricole 

La protection des plantes vis-à-vis de microorganismes phytopathogènes et la 

préservation des semences, sont les objets de l’exploitation des bactériocines en 

agriculture.Dans ce cas, les substances antibactériennes et substances antifongiques seront 

associées pour la lutte contre les ravageurs phytopathogènes (Paik et al.,1997). 

6. La limite de l’utilisation des bactériocines 

L'utilisation des bactériocines peuvent présenter des effets additifs ou synergiques lors 

de leur utilisation en combinaison avec d'autres agents antimicrobiens, y compris des produits 
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chimiques, des emballages, des traitements thermiques ou non thermiques (Gounadaki et al., 

2008). 

L’application des bactériocines constitue certes une méthode « naturelle » de 

conservation des aliments, cependant, leur mise en oeuvre et pratiquement très difficile. En 

effet, les propriétés des bactériocines ont favorisé leur utilisation dans le domaine 

agroalimentaire et médical. Le coût élevé de préparations de bactériocines pures prêtes à 

l’emploi entraîne de loin la limite la plus importante.  
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I. les bactéries lactiques  

1. Collecte des échantillons  

Les échantillons de lait cru sont prélevés à partir de différents biotopes : Lait de chèvre   

et lait de chamelle  provenant de fermes d’élevage situées dans la  région de Ouargla (Hassi 

Ben Abdallah, Elbour, Taibet). 

Les prélèvements sont réalisés dans des conditions aseptiques, transportés au laboratoire 

d'analyse microbiologique. Un total de 25 échantillons est collecté. Les pis sont lavés à l’eau 

savonneuse, rinçés à l’eau javellisée et séchés, les 2 premiers jets sont éliminés et le lait est 

recueilli dans des flacons stériles  (100 ml/flacon). 

2. Isolement des  bactéries lactiques  

2.1. Enrichissement et préparation des dilutions décimales  

Dans un flacon stérile, un volume de 10 ml de lait cru est  mélangé avec 90 ml du 

bouillon tryptone sel afin d’obtenir une population bactérienne d’une dilution décimale de 10
-

1
. des dilutions décimales préparées sont inoculés dans le bouillon Tryptone sel, incubés à une 

température de 30°C pendant 24 heures (Guiraud et al.,1998). 

Kamariya et J'ben 

Une pesée de 5g est broyée introduite dans un volume de  45ml d'eau physiologique 

peptonée stérile, homogéinisé à l'aide  d'un Vortex et des dilutions décimales jusqu'à 10
-3

sont 

préparées. Un volume de 1ml des trois dernières dilutions est ensemencé en profondeur dans 

un milieu de culture MRS, incubées en anaérobioses à une température de 30°C pendant (48- 

72 heures ((Badis et al., 2005 ; Mathot et al., 1994; Khedid et al., 2006). 

3. Purification 

Les colonies isolées sont repiquées d’une manière alternée sur MRS liquide et solide. 

Ensuite, les colonies isoléessont ensemencées sur milieu de culture MRS solide, transférées 

sur MRS liquide (Ghazi et al., 2009). 

4. Conservation des souches 

4.1. La conservation à court terme 

La conservation colonies isolées,  purifiés est réalisée par ensemencement sur la surface 

milieu de culture MRS gélosé incliné, incubé à une température 30°C pendant 18 heures, les 

tubes sont conservés à une température de 4°C, Des repiquages successifs sont réalisés toutes 

les trois semaines (Saidi et al.,2002). 
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4.2. La conservation à long terme 

A partir des jeunes cultures (18-48 h) sur milieu liquide, les cellules sont récupérées par 

centrifugation à une vitesse de 4000 t/min pendant 10 min. Ensuite, le surnageant est éliminé 

et le milieu de culture de conservation est ajouté au culot. Le milieu de culture de 

conservation contient du lait écrémé, 0,2% d’extrait de levure et 30% de glycérol. Les cultures 

sont conservées en suspension dense et en tubes Eppendorfs à une température de -20°C. En 

cas de besoin, les cultures sont repiquées  dans le lait écrémé contenant à une concentration de 

0,5% d’extrait de levure (Badis et al.,2005). 

5. Identification primaire du genre 

5.1. Etude morphologique  

Observation macroscopique 

Les colonies isolées sont identifiées selon l’apparence macroscopique, leur forme, leur 

contour et l’aspect de leur relief et leur texture (Trotel-Aziz et al., 2008). 

Observation microscopique  

L’observation microscopique au grossissement (Gx100) a permis de classer les bactéries 

selon la coloration de Gram, leur morphologie cellulaire, leur mode d’association (Joffin et 

Leyral, 1996). 

5.2. Tests biochimiques  

5.2.1. Recherche de la catalase  

La catalase est une enzyme qui  décompose le peroxyde d’hydrogène en eau et en 

oxygène moléculaire selon la réaction suivante : 

       2H2O2    catalase       2H2O + O2 

Une réaction positive du catalase  se traduit par un dégagement immédiat de bulles de 

gaz (O2), après inoculation d’une culture bactérienne avec quelques gouttes d’eau oxygénée a 

10 volumes (Marchal et al., 1991). 

5.2.2. Type de fermentation  

La mise en évidence de la production du CO2 à partir du glucose s’effectue lors de 

l’inoculation d’un tube à essai contenant le bouillon MRS glucosé, dépourvu d’extrait de 

viande et de citrate et muni d’une cloche de Durham. Une réaction positive se manifeste par la 

production de gaz (CO2) dans la cloche de Durham, incubée à une température de 30°C 

pendant 18-72h (Schillinger et Lucke, 1989 ; Hariri et al., 2009). 
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6. Identification des espèces  

6.1. Effet de la température sur la croissance des souches antagonistes 

Dans le but de différencier les souches thermophiles des mésophiles, des tubes à essai 

contenant le milieu de culture liquide de MRS sont ensemencés avec les bactéries lactiques 

sélectionnées antagonistes, incubés à différentes températures (4, 10, 37, 42°C). La croissance 

bactérienne est évaluée par un trouble en milieu MRS après (24-48 hs) d'incubation 

(Guiraud, 2003). 

6.2. Effet du pH sur la croissance des souches antagonistes  

Dans le but d'explorer l'effet de la valeur du pH sur la croissance des bactéries lactiques 

sélectionnées antagonistes, des tubes à essai contenant le milieu de culture liquide de MRS, 

ajusté à différentes valeur de pH (4.8, 6.5, 9.4) , sont inoculés et incubés à 30C° pendant 48-

72 heures(Guessas et Kihal, 2004).L’évaluation de effet du pH sur l’activité antagoniste des 

souches sélectionnées est déterminée par la mesure du diamètre de la zone d’inhibition formé 

autour du disque imprégné de surnageant.  

6.3. Effet des différentes concentrations de NaCl sur la croissance des souches 

antagonistes 

Dans l’objectif  d’apprécier la croissance des bactéries  lactiques sélectionnées 

antagonistes à différentes concentration de NaCl, des tubes à essai contenant le milieu de 

culture liquide de MRS, additionné de différentes concentrations de NaCl (3.5-6.5 %), sont 

inoculés avec les souches sélectionnées antagonistes, incubées à une température de 37°C, 

pendant 24 heures (Carr et al., 2002). 

6.4. Fermentation des sucres  

Dans le but d’identifier les bactéries lactiques sélectionnées antagonistes   sur la base de 

la fermentation des sucres. Un total de 11 sucres: Galactose, Mannose, Lactose, Fructose, 

Arabinose, Glucose, Xylose, Saccharose, Mannitol ,Maltose et Esculine. Pour établir leur 

profil fermentaire. 

Des microplaques d'Eliza sont utilisées, les souches isolées sont inoculées dans  les 

différents milieux, incubées pendant 24heures. Ensuite, la biomasse est recupérée par 

centrifugation à une vitesse de (8000 rpm pendant 15 min, lavée deux fois avec de l’eau 

peptonné saline. Le culot est ensuite retenu et introduit dans un volume de 1ml d’eau 

peptonné saline (Guessas et al., 2012). 

Un volume de 100 μl de la biomasse bactérienne, contenant l’indicateur coloré (le pourpre de 

bromocrésol), additionnée de sucrées, à raison de 2% est introduit dans la  microplaque. 
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Ensuite, les microplaques sont recouvertes d’une couche d’huile de paraffine stérile afin 

d’assurer l’anaérobiose.Les cultures sont incubées à 30 et 37°C de 24-48heures.  

La lecture positive se traduit par le virage de la couleur du milieu de culture du violet au 

jaune (Badis et al., 2005). 

6.5. Hydrolyse de l’arginine 

La mise en évidence de l'hydrolyse de l'arginine chez les bactéries lactiques 

sélectionnées antagonistes est effectuée sur le bouillon de Möeller, exemptes d’arginine, 

additionné d'une concentration  1%d’arginine (Möeller, 1955). 

Des colonies fraîches sont ensemencées dans des tubes,  recouverts d’huile de paraffine 

stérile, incubées à une température de 30°C pendant (24-48 heures).La lecture positive de 

l'hydrolyse de l'arginine se manifeste par l'apparition de la couleur violette ors de la libération 

l’ammoniaque (Larpent, 1997). 

6.6. Activité protéolytique  

Des cultures âgées de 24 heures de bactéries lactiques sélectionnées antagonistes sont 

ensemencées par touche sur  la surface de la gélose du milieu de culture de PCA, additionné 

d'une concentration de 4.5% de lait écrémé. Une lecture positive de l’activité protéolytique se 

traduit par la formation d’un halo clair autour de l’inoculation bactérienne après l’incubation á 

30ºC pendant (18-24heures) (Sonar et Halami, 2014). 

7. Identification de l'espèce par galerie API 50CHL 

L'identification des bactéries lactiques isolées, sélectionnées antagonistes, est effectuée 

par l’étude du profile de la fermentation des hydrates de carbone sur une galerie API 50 CH 

Les galeries API 50 CHL de BioMérieux (France) a permis l'identification des bactéries 

lactiques par l'étude de la fermentation de 49 sucres différents. 

Les bactéries lactiques isolées, sélectionnées antagonistes sont purifiées par des 

repiquages successifs sur milieu de culture gélosé de MRS,  

Les colonies sont introduites dans le milieu de culture API 50 CHL avec une opacité de 

McFarland (BioMérieux) (densité des cellules équivalente à 6.10
8
 UFC.mL

-1
), inoculées dans 

les cupules de la galerie API 50 CH, incubées à 37°C pendant 48heures, En aérobiose, le 

catabolisme des glucides permet la production d’acides organiques, traduit par le virage de la 

couleur du milieu de cuture. Les résultats obtenus de la fermentation de 49 sucres de la galerie 

sont traités par le logiciel ApiWeb (BioMérieux). 
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II.Souches pathogènes multirésistantes   

1. Prélèvement des échantillons 

Le recueil des échantillons est effectué  entre 19 Février-30 Mai 2019 à partir du service 

de réanimation de l’hôpital Mouhamed Boudiaf de Ouargla.75prélèvements sont effectués à 

partir de malades et de surfaces inertes et du matériel médical).  

Les différents types de prélèvements sont réalisés par aspiration trachéale chez les 

patients intubés trachéotomisés et par écouvillonnage à partir de plaies, de cathéters et 

d’hémoculture et par l'utilisation de sondes urinaires.  

Les échantillons recueillis sont ensuite acheminées dans une glacière vers le laboratoire 

d'analyse. Une fiche de renseignement accompagne chaque prélèvement, comportant le sexe, 

l’âge et la nature de la pathologie (Annexe2). 

L’étude du spectre d'action des bactéries lactiques et leurs bactériocines vis-à-vis de 

bactéries pathogènes multirésistantes, de nombreuses souches de différents genres bactériens 

est effectuée. 

2. Isolement et purification  des isolats cliniques  

L’isolement est réalisé sur trois milieux de cultures : gélose Chapman (Merck), gélose 

Hektoen (Bio-Rad)  et gélose au sang (Bio-Rad) et l'incubation à une température 37°C 

pendant 24-48 heures. Ensuite, des repiquages successifs sont procédés sur des milieux de 

cultures liquide bouillon BHIB (Fluka) et bouillon nutritif (Fluka) et milieu gélosé sélectif  

pour la purification des souches isolées. 

3. Identification des isolats cliniques 

3.1. Identification des Staphylocoques 

Les souches à Gram positif isolées, sont identifiées par des techniques microbiologiques 

standards telles que la coloration de Gram, catalase et de coagulase) et par l'utilisation de la 

galerie système ID 32 STAPH (Biomérieux).   

-Recherche de la coagulase 

La coagulase libre est une enzyme présente chez S.aureus, S.intermedius, S.hyicus. La 

mise en évidence de la présence du coagulase libérée dans le milieu extérieur est explorée par 

l'ajout dans un tube à hémolyse un volume de 0.5 ml du plasma humain et un volume de 0.5 

ml d’une culture de Staphylocoque agée de 24 heures. Le mélange est incubé à l’étuve à 37°C. 

Une lecture positive se manifeste par la formation d’un coagulum souvent les trois premières 

heures de l'incubation (Garnier et Denis ,2007).      .  
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-Identification par le système ID 32 STAPH (BioMérieux)  

La galerie ID 32 STAPH comporte 32 cupules, dont 26 sont utilisées comme cupules 

tests contenant un milieu réactionnel déshydraté, la préparation de l’inoculum s'effectue dans 

un Medium d’API, par l'inoculation d’une culture jeune. L’opacité de l’inoculum doit être 

équivalente à 0.5 Mac Farland ou à une DO de 0.08-0.10, mesurée à une longueur d'onde de  

625 nm.Les réactions obtenus après l'incubation se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l’addition de réactif.  

3.2. Orientation de l’identification des bactéries pathogènes à Gram négatif 

Lors de l'obtention de colonies pures, une caractérisation morphologique (forme, taille, 

couleur et aspect, la coloration de Gram et l'observation microscopique et des réaxtions de la 

présence du catalase et oxydase, dses souches isolées, sélectionnés sont réalisés (Meziani, 

2012). 

a. Testes biochimiques  

-Production de l’indole  

La mise en évidence de la production de l'indole est effectuée lors de l'ensemencement 

des souches isolées, sélectionnées dans de l’eau peptonnée exempte d’indole et l’incubation à 

une température de  37°C pendant 18 heures. La lecture positive se manifeste par la formation 

d'un anneau rouge après  l'ajout du réactif de Kovacs. 

 

-Etude des voies de fermentation de glucose (test RM et VP)  

La mise en évidence de la fermentation de glucose est effectuée sur le milieu de culture 

de Clark et Lubs, ensemencé préalablement avec les souches isolées, incubées à 37°C pendant 

une durée de 18 heures. Ensuite, le milieu de culture ensemencés est réparti en deux tubes.  

-Test VP (Vosges-Proskauer)  

La mise en évidence de la production d'acétoïne au cours de la fermentation par la voie du 

butane-diol en présence de réactif VP (l'ajout de quelques gouttes du réactif VPI et le même 

volume du réactif VPII). La lecture positive de la production de l'acétoïne se manifeste par 

l'apparition d'une coloration rouge, après quelques minutes.  

-Test du rouge de méthyle  

La mise en évidence de la réaction au rouge de méthyl est effectuée par l'ajout de 2-3 

gouttes de rouge de méthyle. La lecture positive de la production des acides mixtes se 

manifeste par par l'acidification du milieu de culture glucosé et l’apparition d’une couleur 

rouge. 
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-Utilisation du citrate  

La mise en évidence de l'utilisation de citrate est effectuée par l'ensemencement de la  

pente du milieu de culture, l'incubation à une de 37°C, pendant 18 heures. La lecture positive 

de la dégradation de citrate se manifeste le  bleuissement du milieu de culture. 

b.API 20E et API 20NE(bioMérieux, France) 

La galerie API 20E permet la recherche de 20 caractères biochimiques (micocupules) 

par des réactions enzymatiques. Ces microcupules contenant des substrats déshydratés sont 

inoculées avec une suspension bactérienne, incubées  à une température de  37°C pendant 24 

heures. Les réactions produites se traduisant par des virages colorés spontanés ou révélés par 

addition de réactifs. La révélation des résultats s'effectue à l'aide de l'utilisation de l’API web 

(catalogue d’identification des entérobactéries) (Toutou Sissoko, 2006). 

4. Antibiogramme des souches isolées 

La mise en évidence de la résistance des souches isolées de bactéries vis-à-vis  des 

différents antibiotiques est effctuée par la méthode de diffusion sur milieu de culture gélosé 

de Mueller-Hinton selon les normes préconisées par le comité de l’antibiogramme de la 

Société Française de Microbiologie (CASFM-EUCAST, 2018). 

La surface du milieu de culture gélosé de Mueller-Hinton est ensemencée, à l’aide d’un 

écouvillon, à partir d’une culture bactérienne jeune (18-24 heures) à 0.5 Mac Farland (≈10
8
 

UFC/ml). Les disques d’antibiotiques sont déposés à la surface des géloses à l’aide d’un 

distributeur automatique. Les boites sont ensuite incubées à une température 37°C.pendant 

(18-24 heures). Les diamètres des zones d’inhibition obtenus autour des disques 

d’antibiotiques sont mesurés à l'aide d’un pied à coulisse, et l’interprétation des résultats 

obtenus (bactérie Sensible (S), Intermédiaire (I), Résistante (R)) est réalisée selon les critères 

définis par le CA-SFM . 

5. Détection phénotypique des mécanismes de résistance des souches multirésistantes 

utilisées  

5.1. Détection phénotypique des mécanismes de résistance aux β-lactamines 

-Test de synergie  

La production d’une BLSE est mise en évidence à l’aide de test de synergie réalisé sur 

gélose Mueller-Hinton. Des disques de céphalosporines de 3
éme

 génération (C3G) (céfotaxime 

et ceftazidime) et céphalosporines de 4éme génération (C4G) (céfépime) sont placés à 2 cm 

d’un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (Figure 5). La présence d’une BLSE est 

caractérisée par la description d’une image de synergie en « bouchon de champagne » en 

raison de l’effet inhibiteur de l’acide clavulanique (Jarlier et al.,1988). 
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Figure 5 : Disposition des disques d’antibiotiques pour le test de synergie. 

-Test à la cloxacilline  

La présence d’une céphalosporinase est mise en évidence par la détermination des 

diamètres des zones d’inhibitions de la céfoxitine, de la ceftazidime et du céfotaxime sur la 

surface de la gélose de Mueller-Hinton,additionnée de cloxacilline, inhibiteur de 

céphalosporinase, à 250 μg/ml (Drieux et al., 2008 ; Philippon et Arlet, 2006). 

Les diamètres des zones d’inhibitions formés autour de la ceftazidime et du céfotaxime 

restent stables lors de la production de BLSE associée à la production de céphalosporinase. 

-Test du double disque   

          La détection de la béta-lactamase à spectre étendu est confirmée par le test de double 

disque, qui consiste la recherche de l'augmentation de la zone d’inhibition d’un disque de 

C3G, précédé par l’application d’un disque contenant l’association amoxicilline, acide 

clavulanique (AMC), comparé à un autre disque de céphalosporine est placé sur la gélose 

Muller Hinton (Rehal et al., 2005).  

           Le test du double disque est positif  lorsque le diamètre de diffusion de C3G(CTX), 

appliquée après diffusion d’AMC est égale ou supérieure à 5mm par rapport le diamètre de 

diffusion de C3G(CTX)(Figure 6). 

 

Figure 6 : Schéma de détection de BLSE par le test du double disque (Rahal et al., 

2005). 



 

 

Matériel et méthodes 

28 
 

5.2. Détection phénotypique des mécanismes de résistance des Staphylocoques 

         Le Staphylocoque doré méticilline résistant (MRSA) est un staphylocoque  sur lequel 

certains antibiotiques ont perdu leur efficacité.  

          Selon les recommandations du CA-SFM, la détection de la résistance nécessite l’emploi 

de conditions particulières par l'utilisation d'un fort inoculum et un milieu Mueller-Hinton 

hypersalé incubé à 37°C.  

         La méthode de diffusion sur la gélose de Mueller-Hinton consiste au  dépôt de disques 

d'oxacilline  penicilline, amoxicillin et amoxicillin+ acide clavulanique, ensemencée avec  

une suspension bactérienne des germes testés (Figure 7). 

 

Figure 7 : Mise en évidence de la détection des SARM. 

III. Bactériocines  

1. Criblage des souches antagonistes  

Le principe de la détection de l’activité antimicrobienne est basé sur la diffusion de 

l’agent antimicrobien dans des  milieux de culture solides ou semi-solides et l'inhibition de la 

croissance des micro-organismes indicateurs sensibles.Le milieu MH (Mueller Hinton), ajusté 

à une valeur de pH de 7,1 est utilisé pour l'etude de l'activité antagonistes des bactéries 

lactiques isolées visà-vis de bactéries pathogçnes hospitalières multirésistantes  (Mami et al., 

2014).  

La recherche de la production d’éventuelle substances inhibitrices par les bactéries 

lactiques  isolées est réalisée selon deux méthodes : la méthode des spots « the spot on the 

lawn » et la méthode des puits «AWDA». 

1.1. Méthode des spots  

La méthode décrite par Fleming et al.,(1975), est adoptée et l'ensemencement des 

bactéries lactiques dans le milieu de cuture MRS et les bactérie pathogènes dans le bouillon 

de Cœur Cervelle en double couche. Un spot de 5 μl de la suspension de bactéries lactiques 

agée de 24 heures, préalablement ajustée àune densité optique de 1 ± 0.05, mesurée à une 

longueur d'onde 550 nm, est déposée à la surface de la gélose MRS.  Incubées pendant 24 à 
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48 h à 30°C en aérobiose. 

Les géloses sont ensuite recouvertes avec un volume 10 ml de gélose molle Mueller 

Hinton (7g/l d'agar), préalablement ensemencée avec un volume de 0.1 ml de la suspension 

bactérienne de la souche témoin de l'activité inhibitrice, la densité optique est ajustée à 1  

0.05, mesurée à une longueur d'onde 550 nm , incubées à 37°C en aérobiose pendant 

24heures. L"activité positive est révélée par la formation de la zone autour des colonies. 

1.2. Méthode des puits 

Méthode décrite par Barefoot et al., (1983), a permis de mettre en évidence l'activité 

antagoniste du surnageant de la souche lactique productrice de substance antimicrobienne 

avec la souche témoin de l'activité inhibitrice test.  

Les souches de bactéries lactiques  sont cultivées dans du milieu MRS liquide et 

incubées pendant 18 heures. Le surnageant est ensuite récupéré par centrifugation à une 

vitesse de 15000 g pendant 10 min ,  neutralisé avec une solution de 1N NaOH à une valeur 

de pH comprise entre 6,5-7, filtré  à l’aide d’un filtre millipore stériles de diamètre 0,22 μm et 

conservé. 

La surface de la gélose MRS solide est ensemencée avec le germe témoin de l’activité 

de l’antagoniste et un volume de 100 µl du surnageant de la souche sélectionnée antagoniste 

est introduit dans les puits. Ensuite, les cultures sont incubées à une température de 30°C, 

pendant (24-48 heures). Une lecture positive de l’activité antagoniste se manifeste par la 

formation d’une zone d’inhibition autour des puits avec un diamètre supérieur de 2 mm 

(Hwanhlem et al., 2011). 

 

2. Caractérisation de l’agent antagoniste   

2.1. Détermination de la thermorésistance  

Dans le but de déterminer  la stabilité thermique de l’agent responsable de l’activité 

antagoniste, les surnageants sont traités  à différentes températures de (40, 70, 90, 100 °C) 

pendant 30 min et à 120°C pendant 20 min (Hammami et al., 2012). Après refroidissement, 

l’activité antagoniste est mise en évidence vis-à-vis de Staphylococcus aureus et 

Pseudomonas aeruginosa. La lecture des résultats est procédée par comparaison des résultats 

obtenus avec les surnageants traités et le surnageant non traité thermiquement. 

2.2. Détermination du pH optimum  

Dans le but d’explorer le pH optimum de l’agent responsable de l’activité antagoniste, 

le surnageant récupéré par centrifugation est ajusté avec une solution de 1N NaOH entre4-7, 

filtré à l’aide d’un filtre Millipore stériles de diamètre 0,22 μm. Ensuite, l’activité antagoniste 
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des surnageants est mise en évidence vis-à-vis de Staphylococcus aureus et Pseudomonas 

aeruginosa, incubées à une température de 37°C, pendant 1 heure par la méthode des disques 

(Anastasiadou et al., 2008). 

2.3. Effets des enzymes protéolytiques 

Afin de déterminer la nature des substances responsables de l’activité antagoniste, les 

cultures lactiques sont traitées par deux enzymes protéolytiques, la trypsine et la pepsine. Les 

surnageants des souches sélectionnées antagonistes (LAB9 et LAB13) récupérés par 

centrifugation sont ajoutés aux enzymes Trypsine et Pepsine  à des concentrations de 1mg/ml 

ajusté à une valeur de pH de 6,5, incubés à 37°C pendant 1 heure. La réaction enzymatique est 

stoppée par un traitement thermique à 65°C pendant 10 mn (Vinod Kumar et al., 2006) . 

3. Purification partielle de la bactériocine  

Les souches des bactéries lactiques sélectionnées antagonistes sont cultivées dans un 

bouillon MRS à  une température de 37°C pendant 24 heures. Le surnageant est récupéré par 

centrifugation à une vitesse 12000 g à une température de 4°C pendant 15 min, 

Ensuite, le surnageant obtenu est saturé à 60% par l'ajout progressif de 36.1% (P/V) de 

sulfate d’ammonium, avec une agitation modérée à 4°C pendant 2 heures. Une seconde 

centrifugation est réalisée, le culot btenu est dissout dans une solution tampon  de 20 mmole 

phosphate de sodium, ajusté à une valeur de pH 6,0. La solution obtenue est soumise à une 

dialyse à 4°C avec agitation contre de l’eau distillée pendant 24 heures, stérilisée par filtration 

sur membrane (0.22 μm), conservée (Culter, 2004; Abbabsa,2012). 

4. Détection de l’activité bactériocinogène 

La concentration des bactériocines éventuellement produites chez les souches lactiques 

est procédée selon deux méthodes : la méthode de précipitation au sulfate d’ammonium et 

d’extraction par solvants. 

-Extraction par solvants 

L’extraction par solvants est élaborée suivant le protocole de (Burianek et Youcef., 

2000).  

Un volume de 100 ml de culture agée de 24 heures  de la souche isolée, sélectionnée 

antagoniste est centrifugé à une vitesse à 6000 rpm pendant 20 min. Un volume de 

chloroforme (v/v) y est additionnée au surnageant récupéré, agité vigoureusement pendant 20 

minutes, transféré dans un entonnoir de séparation. La couche d'interface formée entre les 

phases aqueuse et organique, contenant la bactériocine, est récoltée et le chloroforme résiduel 

est éliminé. L'activité bactériocinogène est mesurée dans les phases aqueuse et organique 

(Mezaini et al., 2009). 
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5. Mode d’action de la bactériocine  

Dans le but d’explorer l’effet des bactériocines partiellement purifiées sur la croissance 

des germes témoins de l’activité antagoniste Staphylococcus aureus, deux cultures de la 

souche témoin de l’activité antagoniste sont inoculées sur bouillon nutritif, incubées à une 

température de  30°C avec agitation.  

Un volume de 1 ml du surnageant des souches de bactéries lactiques sélectionnées 

antagonistes de dilutions décimales (10
-1

-10
-6

) est ajouté aux cultures des germes témoins de 

l’activité antagoniste Staphylococcus aureus, inoculée  dans un milieu de culture. Des 

prélèvements à des intervalles de temps régulierssont effectués pour l'évaluation de la 

croissance bactérienne. 

6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et bactéricide CMB 

Dans le but de déterminer la concentration minimale inhibitrice une série de dilutions 

décimales à partir du surnageant des souches témoins (neutralisé et filtré) sont réparties dans  

des tubes  à essai steriles selon la méthode décrite par Meira et al.(2000). 

Des proportions de (20, 40, 50 , 60, 80 et 100 %) de surnageant de culture de bactéries 

lactiques isolées, sélectionnées antagonistes sont ajoutées dans des tubes à essai ,  contenant le 

milieu de culture MRS liquide, ensemencés avec un volume 50 µl des souches indicatrices 

(DO 600nm de 0,05), incubées à une température de 30°Cpendant 24heures (Benmouna , 2019). 

la CMI est la plus petite dilution décimale dans laquelle aucune croissance visible à 

l’œil nu n’est observée.La  détermination  des concentrations minimales bactéricides (CMB)  

est réalisée par inoculation d'un un volume de 100µl des échantillons sur milieu MRS solide 

et l'incubation  à 30°C accompagnée avec l'absence de la croissance bactérienne visible 

macroscopiquement.  

-Microméthode 

Dans le but de déterminer la concentration minimale inhibitrice une série de dilutions 

décimales du surnageant des souches témins de l'activité inhibitrice (neutralisé et filtré) sont 

réparties dans les cupules d’une microplaque polystyrènes (96 wells microtest, USA) 

(Verheul et al., 1997). Un volume de 200 μl de l'extrait est déposé dans les puits, La cupule 

reçoit par la suite le même volume d’une préculture de la souche indicatrice pathogènes 

multirésistantes, incubée à une température de 30°Cpendant 24heures. Après incubation, 

L’activité des bactériocines est déterminée en mesurant de la turbidité, (Daba et al., 1991 

;Saint-Hubert et al., 2009).  
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7. Dépistage de la production de biofilm des souches selectionnées multirésistantes 

/Quantification de la formation de biofilm 

La détéction de la  formation de biofilm  est réalisée par la méthode décrite par 

(Christensen et al. 1985). 

Les souches cliniques selectionnées multirésistantes  sont ensemencées sur milieu de 

culture liquide (Bouillon BHIB et Bouillon nutritif), incubées à une température de 37°C 

pendant 24 heures. La densité optique des cultures inoculées est ajustée à 10 
8
UFC/mL. Les 

puits de la microplaque sont remplis avec la culture ajustée, les microplaques sont ensuite 

recouvertes, scellées stérilement, incubées à 37°C pendant 48heures.Ensuite, les puits de la 

microplaque sont vidés et lavés avec une slution tampon de phosphate saline(TPS), ajusté à 

une valeur de pH  de  7,2, pour l'élimination des bactéries libres (planctoniques).  

Les biofilms formés des  bactéries adhérentes (sessile) dans les microplaques sont fixés 

avec une solution de l’acétate de Sodium (2%) et les cellules adhérentes sont colorées avec du 

cristal violet (0,1%) pendant 30min. 

L'excès de colorant est ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de l'eau distillée 

stérile et les microplaques sont séchées  . La quantité de cristal violet solubilisé est mesurée 

par mesure de l densité optique à une longueur 'onde de 570nm à l'aide d'un lecteur ELISA 

AutoReader. 

8. Effet inhibiteur de surnageants sur la formation de biofilm 

L'inhibition de la formation de biofilm des bactéries pathogènes multirésistantes par des 

surnageants de bactéries lactiques sélectionnées antagonistes  est réalisée par la méthode 

décrite par (Vuotto et al.,2014) . 

Un volmue de 200µl d'une culture bactérienne témoin de l'activité inhibitrice de la 

formation de biofilm, est inoculé dans le milieu de culture liquide,  additionné d'une 

concentration de   de 1% de glucose, déposé dans les puis de microplaque. En outre, un 

volume de  50µl de surnageant de culture bactérienne est ajouté à un volume de .250µl d 'une 

culture de bactérie  témoin de l'activité inhibitrice, incubées à une température de 37°C 

pendant 24heures. La mesure de la quantité de biofilm formé par les bactéries indicatrices est 

mesurée selon la méthode décrite par Christensen et ses collaborateurs (1985). 
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I. Infections hospitalières à BMR 

1. Prélèvement 

Un nombre total de (75) prélèvements est effecué à partir de 15 patients admis au 

service de réanimation de l'hôpital MOHAMMED BOUDIAF de Ouargla: 20 prélèvements 

de liquides pathologiques (prélèvements de sécrétion pulmonaire, ECBU, pus , plaie, crachat)  

, (25)  à partir des  dispositifs médicaux (sonde d'aspiration, sonde d'intubation, sonde 

urinaire, cathéter périphérique et central) et 30 prélèvements  (les mains du personnel, blouse, 

les draps,l’air, lavabo et les bords de lits) Tableau 1. 

Tableau 1 : Nombre de prélèvements effectués dans le service de réanimation. 

Service de réanimation Type de 

prélèvement 
Environnement   Dispositifs médicaux  Liquide pathologique 

Personnel (5) 

L'air (5) 

Blouse (3) 

Mur (3) 

 Draps (6) 

Lavabo (4) 

Bord de lit (4) 

Sonde d'aspiration      (4) 

Sonde d'intubation      (5) 

Sonde urinaire    (8) 

Cathéter périphérique(7) 

Cathéter central  (1) 

Sécrétions pulmonaire (7)  

ECBU  (6) 

Pus      (3) 

Crachat (3) 

 Plaie   (1) 

(30) (25) 02) ) Nombre total  

 

2. Isolement et identification des souches hospitalieres  

Les prélevements effectués au niveau du service de réanimation de l'hôpital Mohamed 

Boudiaf de Ouargla pendant la période du 19 Février-30 Mai 2019, ont permis l'isolement un 

nombre total de 63 bacille à Gram négatif (82%) et 14 cocci à Gram positif (18%) (Figure 8).  

 

Figure 8 : Répartition des isolats cliniques  selon la coloration de Gram. 
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2.1. Identification des Staphylocoques et répartition  

2.1.1.Aspect des colonies 

Sur le milieu  Chapman, les colonies présentant l’aspect macroscopique caractéristiques 

du genre Staphylococcus, le développement bactérien sur le milieude Chapman ne constitue 

qu’une indication, d’autres bactéries (entérocoques) peuvent y cultiver. Sur ce milieu, les 

colonies de Staphylococcus apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune 

dans le cas où le mannitol est fermenté, si non les colonies sont de couleur blanche. Les 

colonies sont arrondies à bords régulier de 1 à 2 mm de diamètre après 48h d’incubation à 

37°C (Figure 9). 

Figure 9 : Aspect des colonies de staphylococcus sur milieu de culture de Chapman. 

 

2.1.2.Coloration de Gram  

La coloration de Gram des colonies isolées sur milieu Chapman, nous a permis 

l'observation de l'aspect des colonies isolées, sous forme de cocci oeganisées en amas (grappe 

de raisin) ou en diplocoques(Figure 10). 

 

                      

Figure 10:Coloration de Gram et observations microscopiques des souches de 

 Staphylocoques grossissement x100. 
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2.1.3.Test catalase  

La mise en évidence du catalse a révélé la présence de cet enzyme dans la majorité 

germes à Gram positif,  isolés sur le milieu de culture de Chapman. 

 

Figure  11 : La mise en évidence de laproduction du catalase chez les cocci à Gram 

  positif. 

2.1.4.Test coagulase  

La mise en évidence du coagulase est une réaction clé dans l’identification dees 

bactéries appartenant au genre de Staphylococcus.  Les souches de staphylocoques aureus 

isolées ont manifesté une réaction positive quant  la présence du coagulase, cependant,  les 

souches de staphylococcus sp   ont une coagulase négative. 

 
Figure 12 : La mise en évidence de la présence  coagulase chez Staphylococcus aureus 
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2.1.5.Répartition des souches  

L'étude  de la répartition de Staphylococcus a montré l’isolement de 7 de cocci (50%), à Gram 

positif, immobiles, aéro-anaérobies facultatives, avec une catalase positive, une coagulase de 

cocci, ce qui explique leur appartenance à l’espèce Staphylococcus aureus et 7 cocci (50%) de 

Staphylocoques à coagulase négative (Figure 19). 

 

Figure 13 : Répartition des isolats de Staphylococcus selon la coagulase. 
 

2.2. Identification des entérobactéries et répartition  

2.2.1.Examen macroscopique et microscopique 

L'ensemencement des entérobactéries sur le milieu de Hektoen, l'incubation à une 

température de 37°C pendant 24 heures, et l'observation macroscopique a montré la présence 

de colonies caractéristiques fermentant  les sucres présent dans le milieu (lactose, saccharose, 

salicine) et apparaissent habituellement lisses, brillantes, de couleur “saumon”. Cependant,  

leur culture sur le milieu de culture  Mac Conkey donne des colonies  lisses, brillantes et avec 

une couleur violette. 

 
Figure 14 :Aspect  macroscopique  des entérobactéries ensemencées sur milieu de culture 

Mac Conkey  et Hektoen. 
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Figure 15:Coloration de Gram et l'Observation microscopique (Grossissement X100) des 

souches isolées d'E.coli. 

 

2.2.2. Identification des  entérobactéries  par l'utiisation de la galerie biochimique 

classique  

L'utilisation de la biochimique galerie classique permis l’identification des bactéries 

appartenant à la famille des Enterobateriaceae (E. coli, Klebsiella.sp, Proteus.sp, 

Morganella.sp, Providencia.sp, Entérobacter.sp, Serratia.sp, Citrobacter.sp) par la mise en 

évidence de ceterians caractères biochimique tels que la production d’indole, réaction de 

rouge de méthyl, prduction de l'acétoine, l'utlidation de citrate, TSI,  mannitol mobilité. 
 

 

Figure 16 :La mise en évidence de la galerie biochimiques classiques. 

2.2.3.Identification des entérobactéries par galerie API20E 

L'identification des entérobactéries isolées, est procédée par l'utilisation de la galerie API 20 E 

La figure 17 illustre  les résultats obtenus. 



 

 

Résultats et discussion 

 

39 
 

7  

 

 
 

Figure 17 : Aspect des galeries API 20E des souches Escherichia coli (5142500), Klebsiella 

 pneumoniae (5315773) et Proteus mirabilis  (0726002). 

2.2.4.Répartition des entérobactéries selon genre  

La Répartition des entérobactéries selon les genres isolés, à partir de service de 

réanimation de l'hôpital Mohamed Boudiaf de Ouargla identifié a montré l'isolement de  63 

souches appartenant à la famille d’entérobactéries, avec la dominance du genre de 

Escherichia. Sp (38.09%), suivi par Klebsiella. Sp (33.33%), Proteus. Sp (9,52%) 

Enterobacter. Sp, Morganella.sp  et Serratia. Sp (4.76%) Providencia. Sp(3.17%) et 1,53% 

pour Citrobacter. Sp. respectivement (Figure  18). 

 

Figure  18 : Répartition des souches d’entérobactéries selon le genre. 
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3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques 

3.1. Etude de la sensibilité des souches de Staphylocoques  

Sur l'ensemble des souches de Staphylococcus isolées, caractérisées, (85%) de souches ont 

manifesté une importante  résistance vis-à-vis de la  pénicilline, (50%) de souches résistantes 

à l'oxacilline et (28%) de souches à vancomycine (Figure 19).  

 

Figure 19 : Taux de résistance de Staphylococcus aureus et Staphylococcus  

                               à coagulase  négative. 

           

Figure  20 :Antibiogramme de staphylococcus aureus (Staph. 63), isolée à partir  

                          des sécrétions pulmonaires. 
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Figure  21 : Antibiogramme de Staphylococcus à couagulase négative (Staph. 1),  isolée à 

 partir des sécrétions pulmonaires.       

3.1.1. Test de méthicilino-résistance  

 

Figure  22 : Détection de la  méticillino-résistance de S. aureus (Staph.107), isolée à 

   partir de d’un cathéter veineux périphérique.    
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Sur les 7 souches de S.aureus isolées, identifiées, le test de diffusion du disque 

d’Oxacilline a permis l"exploration de 4 souches de Staphylococcus aureus résistantes à la 

méthicilline (résistantes à l’oxacilline)(Figure 22). 

L’histogramme I (Figure 23) illustre le caractère de résistance des souches de S. aureus 

à la méticilline (SARM), accompagné avec une résistance croisée aux β-lactamines. 

La totalité des SARM isolées sont résistantes à la pénicilline, amoxicilline et 

amoxicilline +acide clavulanic. Cependant, les souches isolées ont manifesté une faible 

résistance vis-à-vis de céfoxitine, tetracycline et triméthoprime. Par ailleurs,  les souches ont 

montré un taux de résistance de 50% vis-à-vis de  la gentamicine et kanamycine 

échappenttotalement à l’action des aminoglycosides. 

En outre, les souches isolées ont présenté également un taux de résistance de75%. vis-

àvis de l’érythromycine le lincomycine et la pristinamycine et un taux de sensibilité à la 

rifampicine supérieur à 70%. Par ailleurs, 50%  des souches isolées ont manifesté un taux de 

résistance à la vancomycine très elevé.  

 

Figure  23: Taux de résistance et de sensiblité de Staphylococcus aureus à la méthicilline. 

 

3.1.2.Staphylocoques et Aminosides  

L’interprétation de l'antibiogramme a révélé la detection de trois phénotypes de 

résistance aux aminosides, avec une prédominance du phénotype K (50%), expliquée par la 

présence d'une enzyme aminoglycoside phosphotransférase (3’)-III (l’APH (3’)-III), 

induisant la perte la synergie avec l’amikacine. Le phénotype KT et KTG intervenant avec un 

pourcentage de 29%. 
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Tableau 2 : Détermination de phénotype de résistance aux aminosides. 

Phénotype  Enzyme  kanamycine Tobramycine Gentamycine Nombre  Pourcentage  

K APH (3’)-III R S S 07 50% 

KT ANT-(4’)-(4’’) R R S 04 29% 

KTG AAC (6’)-APH 2 ’’ R R R 04 29% 

3.1.3. Staphylocoques et Macrolides 

Les souches des staphylococcus isolées ont montré une importante résistance aux 

macrolides, avec un phénotype constitutif et un taux de résistance  de (50%). 

Tableau 3 :Détermination de phénotype de résistance aux macrolides. 

Génotype phénotype E L PR Pourcentage% 

Erm Inductible R S S 0% 

Erm Constitutif R R R 50% 

 

Vancomycine  

La vancomycine représente actuellement l’un des meilleurs antibiotiques vis-à-vis des 

infections à S. aureus résistantes à la méticilline, cependant, l'utilisation systématique, a 

conduit à l’émergence de souches S. aureus avec des sensibilités diminuées aux glycopeptides 

(GISA). 

L’antibiogramme a révélé que  3 souches se distinguaient  par leur résistance à la 

vancomycine. Ces souches (Sa1, Sa2, Sa3) sont isolées à partir de sécrétion pulmonaire, de 

cathéter veineux périphérique et de sonde d’aspiration respectivement. 

 

 

3.2. Sensibilité des souches d’entérobactéries isolées aux β -lactamines 

Les souches d’entérobactéries isolées ont manifesté une importance résistance vis-à-vis 

des antibiotiques testés. La totalite des souches isolées (100%) ont montré une résistance vis-

à-vis de l'amoxilline et la  céfalotine. Les taux de résistance aux C3G (CTX, CAZ) sont de 

l'ordre (56% et 49%), l’Imipinème reste relativement l’antibiotique efficace contre les 

entérobactéries isolées, avec un taux de résistance de 0.5%. 
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Figure  24 : Taux de résistance des souches aux β -lactamines. 

3.2.1. Phénotypes de résistance aux β-lactamines  

L’analyse des phénotypes de résistance aux β-lactamines des souches isolées a montré 

une dominance du phénotype de production de céphalosporinase (CASE) avec 24 souches, 

soit 36%. Le phénotype de production de β-lactamases à spectre étendu avec  la production 

des céphalosporinases (CASE+BLSE) est observé chez 16 souches, soit 27%,  Le phénotype 

de production de pénicillinase (PASE) induisant une résistance aux pénicillines testées, vient 

en troisième position avec 13 souches, soit 20%, suivi de phénotype de production de β-

lactamases à spectre étendu (BLSE) avec 10 souches, soit 17%.  

 

Figure 25 : Répartition des phénotypes de résistance aux β-lactamines. 
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                Figure 26: Détermination de phénotype CASE et (CASE+ BLSE) 

  

 
Figure 27: Détermination de phénotype BLSE et (PASE). 

3.2.2. Résistance associée  

Les résistances aux aminosides (gentamicine, tobramycine et amikacine), sont 

fréquentes chez les souches isolées, produisant des céphalosporinase. Des taux de résistance 

élevés aux quinolones (ciprofloxacine) (83%) sont observés chez les souches présentant le 

phénotype CASE.  

Des taux de résistances à l’amikacine diminuées sont notés chez tous les phénotypes 

(BLSE (0%), PASE (0%), CASE (0%) et CASE+BLSE (0%).  

Par ailleurs, des taux de résistances à la colistine, sont obtenus chez les souches les 

phénotypes BLSE, PASE et CASE+BLSE.En conclusion, cette étroite association entre la 



 

 

Résultats et discussion 

 

46 
 

production de β-lactamases et la résistance aux autres antibiotiques, représente un grand 

risque d’échec thérapeutique. 

Tableau 4 : Résistance des entérobactéries en fonction des phénotypes de résistance aux β-

 lactamines.  

Phénotype (n) CN TOB AK CIP CT 

BLSE (10) 5(45%) 01(9%) 0(0%) 06(55%) 11(100%) 

CASE+BLSE 

(16) 
8(50%) 00(0%) 0(0%) 07(44%) 16(100%) 

CASE (24) 14 (58%) 7(29%) 0(0%) 20(83%) 23(96%) 

PASE (13) 0(0%) 1(8%) 0(0%) 04(31%) 13(100%) 

 
 

II. Bactéries lactiques 

1. Isolement des bactéries lactiques du lait cru et des produits laitiers fermentés 

traditionnels  

L'analyse des laits (chèvre et chamelle) et produits laitiers fermentés traditionnels (Jben 

et Kemaria) a permis l’isolement de 200 souches sur le milieu de culture gélosé MRS ou M17. 

La coloration de Gram, l’observation morphologique macroscopique et microscopique, 

et la mise en évidence de la réaction du catalase ont montré la présence  des cocci ou des 

bacilles à Gram positif et catalase négative, critères caractéristiques des bactéries lactiques. 

 

2. Purification et identification des genres  

2.1. Aspect macroscopique  

 La caractérisation macroscopique, a peris le déscription  de l'aspect des colonies 

obtenues sur milieu de culture solide de MRS et M17, ajusté à une valeur de pH, incubées à 

une température de à 30°C pendant 72heures (florez et al., 2006) et la détermination des 

critres des bactéries lactiques telles que la taille, la pigmentation, le contour, l'aspect, la 

viscosité. Les colonies obtenues sur milieu de culture solide apparaissent de petites colonies 

d'un  diamètre de 1 mm, de forme lenticulaire de couleurs blanchâtres ou laiteuses, avec une 

surface lisse et un pourtour circulaire régulier (Figure 28). 

 La croissance sur milieu de culture MRS liquide est caractérisée par l’apparition du 

trouble au fond du tube avec une zone transparente à la surface du milieu de culture liquide 

(Figure 29). 
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Figure 28: Aspect lenticulaires de couleur blanche des colonies des bactéries 

lactiques, isolées  sur  milieu de culture MRS. 

 

 

 

 

   

 

 Témoin 

 

 

 

 

 

Figure 29: Aspect microaérophiles des cultures pures des bactérieslactiques, isolées  

sur milieu de culture MRS liquide. 

2.2. Aspect microscopique 

 La coloration de Gram et l’observation  microscopique ont permis de différencier les 

bacilles longs, organisés en chainettes et de cocci en amas ou en chainettes.  

La mise en évidence de la pésence du catalase a manifesté l'absence de cet enzyme chez 

les bactéries lactiques; ce qui explique l’incapacité des souches á dégrader le peroxyde 

d’hydrogène. 

Les bactéries sélectionnées lactiques sont des bactéries à Gram positifs, non sporulées 

une forme cellulaire de cocci avec une réaction de la catalase négative et un mode 

d’association variable (Figure 30)(Joffin et Leyral,1996). 
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Figure 30: La coloration de Gram et l’observation microscopique des bactéries

 lactiques, isolées, sélectionnées LAB20 (A),LAB16 (B) et LAB50 (C). 

3. Type fermentaire - 

L'étude du type fermentaire constitue la clé d’identification phénotypique des bactéries 

lactiques, réalisé sur milieu de culture glucosé, contenant une cloche de Durham, a permis la 

différenciation entre les isolats homofermentaires et hétérofermentaires.  

La présence de gaz dans la cloche de Durham a montré un métabolisme 

hétérofermentaire.A cet effet, les deux cent bactéries lactiques isolées, sélectionnées ont 

manifesté les  deux types de fermentation homo-fermentaires  et  hétero-fermentaires (Figure 

31). 

 

 

Figure 31:  Illustration  du type fermentaire d'une  souche isolée sur milieu de culture  de 

MRS glucosé, Lactobacillus sp et Leuconostoc mesenteroides sont des  souches témoins 

utilisées.  

 

4. Criblage des souches antagonistes  

L’activité antagoniste des 200 souches isolées sélectionnées est mise en évidence vis-à-

vis de Escherichia coli ATCC25992 ,Salmonella typhi ATCC14028,Klebsiella pneumonia 

(KP72), Pseudomonas aeruginosa (PA) ,Acinetobacter baumanii (AB3), Staphylococcus 

aureus résistant à la Methicilline  (MRSA9),  Streptococcus pneumonia (SP421), 
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Enterococcus faecalis (EF32).Les pré-cultures de bactéries lactiques isolées, sélectionnées 

antagonistes et les souches pathogènes multirésistantes  sont inoculées dans un milieu de 

culture liquide de MRS et dans un bouillon nutritif respectivement. L’activité antagoniste est 

effectuéesur milieu de culture gélosé de Mueller-Hinton selon la technique indirecte décrite 

par Barefoot et al., (1983) 

Les résultats obtenus ont montré que 9.5 %  des bactéries lactiques isolées, 

sélectionnées ont manifesté une excellente activité antagonistevis-à-vis de souches cliniques 

hospitalières multiésistantesː Pseudomonas aeruginosa (PA) ,Acinetobacter baumanii (AB3), 

Staphylococcus aureus résistant à la Methicilline  (MRSA9),  Streptococcus pneumonia 

(SP421), Enterococcus faecalis (EF32).A l’opposé, 90.5% des bactéries lactiques isolées, 

sélectionnées ont présenté une faible activité antagoniste.   

Les zones d’inhibitions formées autours des colonies, apparaissent claires avec des 

diamètres de zones d’inhibitions variables de 08 et 26 mm (Figure 32, Tableau 5). 

L’étude de l’activité antagoniste des bactéries lactiques isolées, sélectionnées (LAB1, 

LAB2. LAB3, LAB4, LAB5, LAB6, LAB7, LAB8, LAB9,  LAB10, LAB11, LAB11, 

LAB12, LAB13, LAB14, LAB15, LAB16, LAB17, LAB18, LAB19) est mise en évidence 

vis-à-vis de souches pathogènes sélectionnées multirésistantes. 

  
  

Figure  32 : L'étude de l'activité antibactérienne des bactéries lactiques isolées vis-à-vis de 

 bactéries pathogènes de S.typhi ATCC14028 (A) et S. aureus MRSA9 (B) par 

 méthode de diffusion sur gélose, inoculées sur le milieu de culture solide MRS, 

 incubées à une température de 30°C pendant 24 heures. 
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Tableau5 ːIllustration de l'effet inhibiteur des bactéries lactiques antagonistes isolées 

 (LAB1, LAB2. LAB3, LAB4, LAB5, LAB6, LAB7, LAB8, LAB9,  

 LAB10, LAB11, LAB11, LAB12, LAB13, LAB14, LAB15, LAB16, 

 LAB17,LAB18,LAB19) vis-à-vis de souches pathogènesE.coli 

 ATCC25992 , S. typhi ATCC14028, KP7,  PA, AB3, MRSA9, SP421, 

 EF 32. 

Bactéries 

isolées 

LAB 

 

 

Code 

Effet inhibiteur des bactéries lactiques antagonistes 

isolées 

vis-à-vis des  bactéries pathogènes 

E.coli 

ATCC25992 
S. typhi 

ATCC14028 
KP72 PA AB3 MRSA9 SP421 EF 32  

Lactococcus 

lactis subsp lactis     
LAB1   20 12 13 20 11 19 15 18 

Lactococcus 

lactis subsp lactis     
LAB2   20 09 00 22 00 21 10 20 

Lactococcus 

lactis subsp lactis     
LAB3   13 00 00 17 00 18 25 12 

Lactococcus 

lactis subsp lactis     
LAB4   12 10 08 14 10 14 11 14 

Lactococcus 

lactis subsp lactis     
LAB5   22 00 10 21 11 16 13 15 

Lactococcus 
lactis  

LAB6 12 00 00 12 10 20 13 14 

Lactococcus 
lactis  

LAB7   18 00 10 14 11 14 10 12 

Lactococcus 
lactis  

LAB 8  20 00 12 15 11 20 12 11 

Lactococcus 
raffinolactis      

LAB 9  20 23 18 15 09 20 17 26 

Lactococcus 
diacetilactis 

LAB 10  12 00 10 18 14 18 12 14 

Leuconostoc 

mesonteroide    

LAB 11  21 10 17 20 12 20 11 13 

L. mesonteroide 

subsp crémoris   

LAB 12 15 08 13 20 11 21 20 16 

L. mesonteroide 

subsp crémoris   

LAB 13 14 20 11 26 10 21 12 12 

Leuconostoc 

lactis 

LAB 14 15 00 00 10 08 11 10 12 

Leuconostoc sp      LAB 15 17 00 14 19 00 16 19 11 

Entérococcus 
durans      

LAB 16  20 00 00 14 14 22 17 12 

Entérococcus 
durans      

LAB 17  14 00 00 13 00 22 15 17 

Entérococcus 
durans      

LAB18   17 10 18 20 11 22 20 18 

Weissella sp    LAB 19        12 00 00 11 00 18 10 10 
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Les bactériocines des LAB ont montré une importante activité antagoniste vis-à-vis de 

germes  pathogènes MDR, ce qui explique la possibilité d'utilisation des bactériocinesdans le 

letraitement des patients hospitalisés et communautaires. (Perez et al.. 2014). 

Biswas et ses collaborateurs (2017) ont rapporté que 13% des bactéries lactiques 

isolées (11 isolats sur 84) ont manifesté une importante activité productrice de bactériocine. 

Cependant, Zergoug et ses collaborateurs  (2016) ont montré que rapporté que 10 

souches des 40 LAB isolés à partir de lait cru de chèvre ont révélé une importante activité 

inhibiitrice vis-à-vis de germes uropathogènes.Par ailleurs, Sezer et Güven (2009) ont montré 

que 35 bactéries lactiques isolées à partir de lait et des produits carnés ont présenté une 

activité inihibitrice parmi 12700 souches bactériennes. Mezaini et ses collaborateurs(2009) 

ont rapporté sur la sélection de 6 bactéries lactiques inhibitrices de la croissance de Bacillus 

cereus et Staphylococcus aureus. 

Les  (19) dix neuf isolats ont manifesté une importante activité inhibitrice vis-à-vis 

d'Escherichia coli ATCC25992 , Salmonella typhi ATCC14028, Klebsiella pneumonia 

(KP72) , Pseudomonas aeruginosa (PA) , Acinetobacter baumanii (AB3), Staphylococcus 

aureus résistante à la Methicilline  (MRSA9),  Streptococcus pneumonia (SP421), 

Enterococcus faecalis (EF32) , ce qui corrobore  avec travaux antérieurs rapportés par 

(Mohankumar 2011; Rapsang et al., 2011, 2013). 

Les études antérieurs rapportés par Makras et al., (2006) ont montré une importante 

activité antagoniste de bactérie lactiques vis-à-vis de Staphylococcus aureus et Escherichia 

coli Nigatu et al., (2015). 

Par ailleurs, Yateem et al. (2008) ont rapporté l'isolement de bactéries lactiques à partir 

du lait de chamelle au Kuwait et leur l’effet antagoniste  exercé uniquement sur les bactéries à 

Gram négatif (Salmonella ssp et E. coli). 

A l'opposé, Ammor et al., (2006) ont isolé des lactiques et leur effet antagoniste est 

restreint aux bactéries à Gram positif. La croissance des bactéries à Gram négatif en présence 

de bactéries lactiques antagonistes peut être due principalement à la présence d’une 

membrane externe, empêchant les bactériocines à d’atteindre la membrane interne (Dortu et 

Thonart, 2008). 
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L'activité antagoniste des bactéries lactiques isolées vis-à-vis de la croissance de 

bactéries BMR a montré que parmi les 19 isolats, deux souches bactériennes (Lactococcus 

raffinolactis LAB9 et Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13) ont manifesté une 

importante inhibitrice vis-à-vis de de diverses bactéries Gram-positives et négatives. 

 Mokdad et coll. (2020) ont rapporté que Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a 

montré une importante activité inhibitrice vis-àvis de L. monocytogenes, L. innocua, L. 

ivanovii ,S. aureus, B. thermosphacta ,M. luteus, L. sakei, E. coli, P. aeruginosa. 

Des travaux antérieurs rapportés par ( Asahina et al., 2012; Arakawa et al., 2016; 

Bellil et al., 2018) ont rapporté  l'activité inhibitrice des bactériocine produite par L. 

mesenteroides contre d'autres pathogènes Gram-positifs, (B. thermosphacta, S. aureus, M. 

luteus) et les bactéries à Gram-négatifs (E. coli et P. aeruginosa). 

Les bactéries lactiques inhibent  des germes  pathogènes à Gram positif par le 

mécanisme de formation des pores dans la membrane cytoplasmique qui entraînent des 

perturbations des fonctions cellulaires (Biswas et al., 1991).  

A l'opposé, peu de travaux sont publiés sur l’activité inhibitrice des bactériocines contre 

les bactéries Gram négatives, des champignons ou des levures (Todorov et al., 2007 ; Hassan 

et Bullerman, 2008 ; Gerez et al., 2009 ; Altuntas et al., 2010 ; Smaoui et al.,2010). 

Biswas et ces collaborateurs (2017) ont rapporté  l'amélioration de l'activité 

antimicrobienne des bactériocines vis-à-vis de bactéries Gram négatives lors de  la 

combinaison des bactériocines  avec des antibiotiques, telles que le céfotaxime, la polymyxine 

B, l'imipénem et la tigécycline.  

De même, les traitements avec de la nisine, additionnée d’EDTA à 0,1 et 1 mM, d’acide 

citrique et d’acide lactique ont augmenté la perméabilité des bactéries : E coli, P. aeruginosa, 

P. marginalis, et S. enterica sv. typhimurium (Helander et Mattila- Sandholm, 2000). 

L'objetif de ce présent travail est l'isolement  et le criblage d'une large gamme de 

bactéries lactiques autochtones isolées à partir de lait cru (chameau et chèvre) et des produits 

laitiers fermentés traditionnels (Jben et kamaria) du sud algérien et l'étude de leur activité 

antagoniste vis-à-vis de bactérie à Gram-Positive et responsables d'infections nosocomiales. 

Les bactéries à Gram positif et négatif isolées à partir de milieu hospitalier se 

manifestent très sensibles aux bactériocines ainsi que les bactéries à Gram.  
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5. Identification des espèces des souches sélectionnées 

Identification par la galerie API CHL 50 

La galerie API CHL 50 est utilisée pour l'identification des  deux bactéries lactiques 

isolées, sélectionnées fortement antagonistes (LAB 9 et LAB13).Les résultats obtenus de la 

fermentation des hydrates de carbone, ont permis l’identification des espèces (Tableau 5).  

La comparaison des résultats obtenus avec les donnés décrites par Carr et al.,(2002), 

Axelsson (2004) et Hammes et Hertel (2006) a permis de classer les deux espèces. 

Les  résulyats ont montré l'appartenance de la souche LAB9 à l’espèce Lactococcus 

raffinolactis, cependant la souche LAB 13 à l’espèce Leuconostoc mesenteroides 

subsp.cremoris. 

Tableau 6 : Présentation des caractéristiques biochimiques des souches isolées sélectionnées 

  antagonistes (LAB 9 et LAB13) lors de l’utilisation de la galerie API CHL50. 

hydrates de carbone LAB9 LAB13 

Témoin - - 
Glycérol - - 
Erythritol - - 

D-Arabinose - + 
L-Arabinose + + 

D-Ribose + + 
D-Xylose - - 
L-Xylose - - 

D-Adonitol - - 
MDX - + 

D-Galactose + + 
D-Glucose + + 
D-Fructose + + 
D-Mannose + - 
L-Sorbose - + 

L-Rhamnose - - 
Dulcitol - - 
Inositol - - 

D-Mannitol + - 
D-Sorbitol + - 

MDM + - 
MDG - + 
NAG + - 

Amydaline + - 
Arbutine + + 

ESC + - 
Salicine + + 

D-Celiobiose + - 
D-Maltose + - 
D- Lactose1

 + - 
D-Melibiose + - 

D-Saccharose + + 
D-Trehalose + - 

Inuline - - 
D-Mélézitose + - 
D-Raffinose + - 

Amidon - - 
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Figure33:Profil fermentaire de la souche LAB 13, identifiée par lagalerie API 50 

CHL. 

6. Antibiogramme des souches lactiques 

        L'étude de l'antibiorésistance chez les bactéries lactiques constitue un critère important 

du potentiel probiotique des souches lactiques. En effet, la sensibilité des bactéries lactiques  

isolées aux antibiotiques (ATB), notamment à large spectre d'action, constitue un critère de 

bactérie probiotique.  

       L'une des principales propriétés d'une bactérie probiotique est leur incapacité de 

transférer la résistance aux ATB à des bactéries de leur l'écosystème. 19 souches de bactéries 

lactiques isolées, sélectionnées antagonistes sont testées vis-à-vis de leur résistance aux 

antibiotiques (Tableau 7). 

 

 

Glycogène - - 
Xylitol - - 

Gentiobiose + - 
D-Turanose + - 
D-Lyxose - - 

D-Tagatose - + 
D-Fucose - - 
L-Fucose - - 

D-Arabitol - - 
L-Arabitol - - 

GNT + - 
2KG - - 
5KG - - 

Identifiée comme Lactococcus raffinolactis Leuconostoc 

mesenteroides 

subsp. cremoris 
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Tableau 7 : L’antibiogramme des bactéries  lactiques  isolées, sélectionnées, antagonistes 

(LAB 9 et LAB13). 

 Les antibiotiques LAB9 LAB13 

 

B
ét

a-
la

ct
am

in
es

 

Pénicilline G (P 10) S S 
   

Oxacilline (OX 1) R R 

Ticarcilline (TI75) S S 

Amoxicilline (AML 30) S S 

Amoxicilline/Acide clavulanique 

(AMC 30) 

S S 

   

Céfalexine (CN 10) R R 

Céfoxitine (FOX 30) R R 

   

Céfotaxime (CTX 30) S S 

   

Céftazidime (CAZ 30) S S 

    

A
m

in
o

 

-s
id

es
 Amikacine (AK 30) R R 

Kanamycine (K 30) R R 

Streptomycine (S 10) R R 

 

M
ac

ro
li

d
es

 

Erythromycine (E 15) S S 

Clindamycine (CD 2) S S 

Lincomycine (L 2) S S 

     Acide fusidique (FC 10) S S 

Tétracycline (TE 30) S S 

Triméthoprime/Sulfaméthoxazole 

(SXT 25) 

R R 

Rifampicine (RD 30) S S 

R : résistante, S : sensible. 

 

Figure 34 : Antibiogramme de la souche LAB9 etLAB13. 
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Les résultats obtenus ont montré  que les deux souches  LAB9 et LAB13 se manifestent 

résistantes à la céfazoline, au céfotaxime, à l'oxacilline et à la vancomycine (Tableau 7). 

Cependant, La résistance de Leuconostoc mesenteroides à la vancomycine est due 

principalement à la présence d'un pentapeptide avec un D -lactate C-terminal au lieu d'un D-

Ala dans le peptidoglycane (Delcour et al., 1999). 

Cependant, la Résistance Leuconostoc spp à la vancomycine est naturelle et non acquise 

par transfert de gène (Salminen et al.,1998). 

Des travaux antérieurs réalisés par Hummel et al., (2007) ont rapporté  la détermination 

des profiles de résistance phénotypique. La résistance de Leuconostoc est intrinsèque, 

généralement considérée comme non transférables.Selon l'Autorité européenne de sécurité des 

aliments, l'utilisation de la bactérie Leuconostoc dans la production de produits laitiers (et 

autres) représente un faible potentiel de propagation de gènes codant des résistances. 

7. Caractérisation de l’agent antagoniste 

La caractérisation de l'agent responsable de l'activité antagoniste des bactéries lacriques 

isolées (LAB9 et LAB13) est effectuée lors de l'optimisation des différents facteurs  tels que 

l'effet du pH, la température et l'effet des agents chimiques. 

7.1. Détermination de la thermorésistance 

Le traitement du surnageant à différentes températures (60, 70, 90, 110°C) et 

l'exploration de leur activité antibactérienne ont montré que les souches MDR sont inhibées 

en présence de bactériocine traitées à une température de 100°C, ce qui explique la 

thermostabilité des  bactériocines. 

 

Figure 35: Effet du traitement thermique de la bactériocine, chez la souche isolée, 

           sélectionnée LAB13. 

0

5

10

15

20

25

30

contrôle 60 70 90 110 120D
ia

m
e

tr
e

 d
'in

h
ib

it
io

n
 (

m
m

) 

Temperature (C°) 

E.coli
ATCC25992
S. typhi
ATCC14028
KP72

PA

AB3

MRSA9

SP421

EF 32



 

 

Résultats et discussion 

 

57 
 

Des travaux antérieurs réalisés par Bellil et ses collaborateurs (2020) ont rapporté que 

les substances inhibitrices des bactéries lactiques du genre Leuconostoc sont thermostables 

après leur traitement àune température 80°C pendant une durée trop longue. 

(Shiet al., 2016 ; Dündar et al., 2015) ont rapporté que la leucocin K7, la 

mesentericin W3 conservent leur activité inhibitrice, lors de leur traitement à une 

température 120°C pendant des intervalles de temps de 20, 15 min) respectivement. 

Par ailleurs, les travaux antérieurs réalisés par Maurya et al., (2012) ont rapporté que la 

bactériocine du filtrat de culture de Leuconostoc NT-1  a manifesté une légère réduction de 

l'activité bactériocine à une température de 80°C. 

La thermorésistance de bactériocine des souches LAB9 et LAB13 suggère leur 

appartenance au groupe des bactériocines thermoréistantes de la classeII. 

La résistance à la chaleur est une caractéristique majeure de nombreuses bactériocines et 

composés de type bactériocine produitrs chez les bactéries lactiques qui varie 

considérablement entre 60°C ou 100°C pendant plus de 30 minutes (par exemple, lactocine 

27, lactocine S, carnobactériocines A et B) à l'autoclavage à 121°C pendant (15-20 min) (par 

exemple lactacine B, lactacine F, nisine, etc.) (De Vuyst et Vandamme, 1994). 

7.2.Détermination du pH optimum  

Dans le but d’explorer le pH optimum sur l’activité antagoniste du surnageant des 

souches isolées; sélectionnées antagonistes (LAB9 et LAB 13) vis-à-vis de souches 

pathogènes multirésistantes, le surnageant récupéré par centrifugation est ajusté à différentes 

valeurs de pH et l’activité antagoniste est évaluée par la mesure des diamètres des zones  

d’inhibitions formés. 
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Tableau 8 : L’effet du pH sur l’activité productrices de la bactériocine chez la souche isolée 

         sélectionnée antagoniste LAB13. 

pH du milieu Etat du milieu Diamètre du halo l’inhibition 

Témoin (pH>6) 20 

pH=2 
Non réajusté 20 

réajusté 23 

pH=4 
Non réajusté 20 

réajusté 23 

pH=6 
Non réajusté 20 

réajusté 23 

pH=8 
Non réajusté 20 

réajusté 23 

pH=9 
Non réajusté 20 

Réajusté 23 

pH=12 
Non réajusté     20 * 

Réajusté  23 

Les diamètres des zones d’inhibition sont mentionnés en mm 

 

D'une manière générale, l’activité inhibitrice des bactériocines produites chez les 

bactéries lactiques isolées, sélectionnées (LAB9 et de LAB13) reste stable à 

différentesvaleurs de pH.   

Par ailleurs, (Bellil et al.,2019) ont rapporté  la stabilité de l’activité inhibitrice des 

bactériocines produites chez les bactéries lactiques isolées à différentes valeurs de pH. 

En outre, Dündar et al.,(2015) ont rapporté la stabilité de l’activité inhibitrice de la 

mesentericin W3. 

Des études antérieurs réalisées par (Losteinkit et al., 2001 ; Ghrairi et al., 

2008;Mokdad et al.,2020 ; Maurya et al., 2012) ont rapporté que l’activité inhibitrice des 

bactériocines diminuent considérablement à des valeurs de pH comprises entre  (2-10). 

Wulijideligen et al.,(2012) ont montré que la bactériocine produite par L. 

mesenteroides 406 possède des propriétés physico-chimiques uniques telles que la 

thermostablité et leur résistance conditions acides et alcalines . 

L'activité inhibitrice de nombreuses bactériocines produites chez les bactéries lactiques 

sont instables à des valeurs de pH acide et neutre et reduites à une valeur de pH supérieur à 8 

telles que la nisine, la lactostrepcines, la pédiocine AcH, la leucocine A -UAL 187)(De Vuyst 

et Vandamme, 1994), ce qui explique la diminution de la solubilité des bactériocines avec 

l'augmentation du pH (Dündar et al., 2008). 

La thermostabilité et la stabilité des bactériocines à des valeurs de pH, constituent des 

caractéristiques utiles pour une application dans la transformation des aliments et des 
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médicaments (Ahmadova et al., 2013). 

7.3. Effet des enzymes protéolytiques 

Dans le but d’explorer la nature des bactériocines produites chez souches isolées; 

sélectionnées antagonistes (LAB9 et LAB 13), le surnageant des cultures des deux souches est 

traité avec des enzymes protéolytiques et de la catalase.  

Les résultats obtenus ont montré  que le traitement des surnageants de culture avec 

l'enzyme de la catalase ont  révélé aucune inhibition de l'activité antagoniste des deux souches 

LAB9 et LAB13. 

Par ailleurs, le traitement des  surnageants avec les enzymes protéolytiques, a montré 

que l'agent inhibiteur produit chez les deux souches LAB9 et LAB13 est completement inhibé 

sous l’action des enzymes protéolytique telles que la protéinase K, la pepsine et la trypsine. 

L’inactivation de l’agent inhibiteur sous l'action des enzymes protéolytiques est 

rapportée par (Klaenhammer,1993 : Floriano et al.,1998 ; Deraz et al.,2005 ; Kumar et 

al.,2010) 

L"exploration de la nature peptidique des bactériocines produites chez la souche 

Leuconostoc pseudomesenteroides, isolée à partir de Boza, une boisson traditionnelle 

fermentée à base de céréales consommée en Turquie, est mise en évidence lors de l'utilisation 

de la la trypsine, la pepsine et la protéinase K (Makhloufi et al., 2011). 

 

Tableau 9 : L’effet du traitement enzymatique des souches isolées sélectionnées  

         antagonistes (LAB 9 et LAB13) 

 Surnageant Catalase Enzymes 

Proteolytiques 

Control -ve -ve -ve 

Escherichia coli ATCC25992 +ve +ve -ve 

Klebsiella pneumoniaKP72 +ve +ve -ve 

Pseudomonas aeruginosa PA +ve +ve -ve 

Streptococcus pneumonia SP42 +ve +ve -ve 

S. aureus MRSA9 +ve +ve -ve 

+ve :Résultat positif -ve : Résultat négatif 

 

L’action des enzymes protéolytiques (pepsine, trypsine) et non protéolytiques (catalase) 

ont  permis la caractérisation des substances inhibitrice comme étant des bactériocines. 

La disparition du halo d’inhibition formé en présence de l’action d’une enzyme  

protéolytique, explique que l’agent responsable de l’activité antagoniste est de nature 

protéique (Callewaert et de Vuyst, 2000 ; Aslim et al., 2005 ;  Silva et al.,2018, Deraz et 
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al., 2005; Todorov et Dicks ; 2005; Parada et al., 2007). 

L’activité antagoniste du surnageant de LAB9 et LAB13, est complétement inhibée en 

présence de l’action de l’enzyme Trypsine, traduite par l’élimination des diamètres des zones 

d’inhibition formés de Staphylococcus aureus. 

La disparition de l'activité antagoniste après le traitement des surnageant avec les 

enzymes protéolytiques a indiqué la sensibilité des composés produits chez les souches 

isolées, sélectionnées antagonistes à l’action des enzymes protéolytiques.   

Les résultats obtenus ont permis de  suggérer que l'activité antagoniste des  souches 

isolées, sélectionnées antagonistes est due principalement à la présence d’une substance de 

nature protéique ou peptidique. 

Les résultats obtenus se concordent avec les travaux réalisés  par (Manzoor et al.,2016 ; 

Lim et al.,2009), qui ont trouvé un large spectre d'activité antimicrobienne contre les 

pathogènes   testés. 

En tenant compte des propriétés biochimiques telles que la thermpstabilité, 

l'hydrophobicité et le pH, la bactériocine produite par Leuconostoc mesenteroides subsp. 

cremoris semble appartenir aux bactériocines de classe IIa de bactéries lactiques.  

L'élucidation de la séquence en acides aminés des bactériocines  peut donner un aperçu 

sur la structure et les relations fonctionnelles et du mode d'action. 

 

7.4. Etude du suivi de la cinétique de croissance des bactéries lactiques et la 

production des bactériocines. 

Les cinétiques de croissance des bactéries  bactériocinogènes et de production de la 

bactériocine chez les  souche isolées sélectionnées antagonistes (LAB9 et LAB13) ont permis 

l'exploration de l'étape de production des bactériocines. 

Des travaux antérieurs réalisés pat (De Vuyst et Vandamme, 1992) ont rapporté  que 

les bactériocines des bactéries lactiques sont des métabolites primaires, produites au cours de 

la phase  exponentielle (Kleinkauf et al.,1986). 

L’étude de l’activité antagoniste des souches lactiques sélectionnées antagonistes  

(LAB9  et LAB13)  nécessite  une  bonne connaissance de la physiologie bactérienne, la 

synthèse protéique et la régulation de ces composés inhibiteurs.  

Par ailleurs, l’étude de l’effet de la valeur du pH sur l’activité antagoniste des souches 

lactiques sélectionnées (LAB9 et LAB13) au cours des différentes phases de la croissance 

bactérienne est mise en évidence par le suivi de l’évolution du potentiel d’hydrogène (pH). 

Les courbe de croissance des souches lactiques antagonistes (LAB9 et LAB13) ont 
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manifesté un comportent physiologique différent, par le fait que les phases exponentielles de 

croissance des souches sont atteintes après (5, 2) heures d’incubation respectivement. 

Cependant, les phases stationnaires des souches (LAB9 et LAB13) sont apparues après (17,6) 

heures d’incubation respectivement. 

La corrélation entre La courbe de la cinétique de croissance et de l’activité antagoniste 

de LAB9  vis-à-vis de Staphylococcus aureus  (Figure 44) a permis de constater que l’activité 

antagoniste a  augmenté progressivement au début de la phase exponentielle et atteint un 

maximum après 17 heures d’incubation et s'est stabilisé durant la phase stationnaire.La 

sécrétion des molécules responsables de l’activité antagoniste a augmenté au fur et à mesure 

de la croissance bactérienne et atteint son maximum de production à la fin de la phase 

exponentielle et le début de la phase stationnaire lors de l’acidification du milieu de culture.  

Les relations entre la biomasse bactérienne, l'évolution de la valeur de pH et l'activité 

bactériocine de  LAB9, ensemencée dans un milieu de culture MRS à une température de 

37°C pendant 24 heures sçnt déterminés (Figure 36).  

Les résultats obtenus de l'activité de bactériocine de  LAB9ont montré que la production 

de la bactériocine est déclenchée 5 heures après l'inoculation du milieu de culture et augmente 

considérablement durant la la phase stationnaire après 17 heures d'incubation. 

L'étude du suivi de l'évolution de la valeur du pH durant les différentes pjhases de 

croissance à montré que durant les 30 heures de culture, la valeur de pH a diminué de 6,7 à 

5,6.  

Par ailleus, l'l'étude du suivi de la production de bactériocine chez la souche LAB13 

durant les différentes pjhases de croissance à montré que la production de bactériocine est 

délenchée après 2 heures d'incubation et atteinte un maximum de production aprèss  6 h 

d'incubation.  

En outre, la valeur du pH du milieu de culture a diminué considérablement de 6,7 à 4,4 

durant les 30 heures de culture. 

Des travaux antérieurs réalisés par (Kouakou et Thonart, 2011) ont rapporté que la 

production des molécules responsables de l’activité antagoniste a augmenté au fur et à mesure 

de la croissance bactérienne et atteint son maximum de production à la fin de la phase 

exponentielle et le début de la phase stationnaire  (Kouakou et Thonart, 2011).  

Les résultats de l'étude du suivi de la cinétique de croissance des deux souches isolées 

sélectionnées antagonistes (LAB9 et LAB13)  concordent avec les travaux rapportés par 

(Bellil et al., 2014 ; Benmechernene et al.,2013) sur la réduction considérable de la biomasse 

des souches pathogènes, incubées en présence des souches sélectionnées antagonistes (LAB9 
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et LAB13). 

La production de bactériocine  souches isolées sélectionnées antagonistes (LAB9 et 

LAB13) est effectuée durant la phase exponentielle, accompagnée avec une production 

maximale la phase exponentielle tardive de la croissance. 

Une réduction de l'activité inhibitrice au cours de la phase de croissance stationnaire 

tardive est observée, ceci est expliquée par la dégradation protéolytique, et l'agrégation de 

bactériocine (Aasen, Møretrø, Axelsson et Storo, 2000; De Vuyst, Callewaert et Crabbe, 

1996). Un comportement similaire est  observé dans la production de mésentérocine 52 

(Mathieu, Suwandhi, Rekhif, Milliere et Lefebvre, 1993). 

Cependant, La leuconocine J et la mésentérocine 5 sont produites  pendant la phase 

exponentielle tardive de la croissance (Choi et al., 1999; Daba et al., 1991). 

Lc. mesenteroides E131 produit  la mésentérocine 5, la mésentéricine ST99 et la 

leucocine C (Daba et al., 1991 ; Todorov , Dicks, 2004 ; Fimland et al., 2002). 

En conclusion, l’activité antagoniste de (LAB9 et LAB13) est observée durant le début 

de la phase exponentielle de croissance et atteinte son maximum lors de l’acidification du 

milieu de culture. Le  mode d'action des bactéries lactiques dépend de plusieurs facteurs, tels 

que la dose de bactériocine et le degré de purification, l'état physiologique, le type de souches 

indicatrices, ainsi que les conditions expérimentales (Cintas et al., 2001). 

 

 

Figure 36 : L'étude du suivi de la cinétique de croissance de LAB9 et l’activité  

         antagoniste (A). Evolutiondu pH au cours de la croissance en bouillon 

         MRS (B), incubée à une température de37°C. 
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8.Purification partielle de la bactériocine 

Les méthodes de purification des bactériocines sont nombreuses et variées telles que 

l'ultrafiltration par des filtres Millipore et précipitationavec le sulfate d'ammonium (Piva et 

Headon, 1994 ; Gao et al.,2010). 

Le sulfate d’ammonium largement utilisé pour la concentration de nombreuses 

protéines. La précipitation des protéines au sulfate d’ammonium est un procédé de séparation 

basé essentiellement sur le degré de solubilité de la protéine (Osterlund et Janson, 1997). 

La précipitation des protéines au sulfate d’ammonium d’un surnagent de culture 

bactérienne est récupéré par centrifugations d’une culture, inoculée sur le milieu de culture 

MRS liquide.  

Une saturation de 20% est réalisée et le précipité obtenu est resuspendu dans un volume 

initial d'une solution du tampon de 0,2M K/Na2, ajusté à ue valeur de pH7.  

Ensuite,  une concentration adéquate est ajoutée au le surnageant récupéré pour 

l'obtention d'une saturation de 30%, et d'autres précipitations jusqu’à 60%.  

Les résultats obtenus ont montré que la purification des bactériocines par le 

fractionnement partiel du surnageant avec le sulfate d'ammonium, a induit une augmentation 

considérable de l'activité antagoniste de (LAB9 et LAB13) vis-à-vis de Staphylococcus 

aureus.La fraction (60%) a manifesté une forte activité antagoniste vis-à-vis de 

Staphylococcus aureus ( Figure 37). 

 

Figure 37ː Etude de l'activité antibactérienne  des bactéries lactiques isolées Lactococcus 

  raffinolactis (A14), Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris  (A86) vis-à-vis 

 de  germes pathogens (a) E.coli ATCC25992 ; (b) S. typhi ATCC14028; (c) S. 

 aureus (MRSA9) ;(d) Pseudomonas aeruginosa (PA) par precipitation avec le 

 sulphate ammonium et dialyse du surnageant. 

          Les résultats de l’activité antagoniste obtenus ont montré que l’utilisation de la 

bactériocine de (LAB9  et LAB13) partiellement purifiée, a augmenté les diamètres des zones 

d’inhibitions  de (2.5-3.5 mm) et   de (3-3,75 mm) respectivement. 
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Tableau 10 : Précipitation de bactériocineproduites chezles bactéries  lactiques  isolées,  

 sélectionnées, antagonistes (LAB 9 et LAB13). Avec le sulfate d’ammonium et  

 dialyse. 

Pourcentage de saturation (sulfate d’ammonium) Récupération à 1/10 du volume initial 

Sur. natif 13 

20% S 14  

 

 

P 1 

50% S 1 

P 14 

60% S 0 

P 15 

70% S 0 

P 0 

80% S 0 

P 0 

S:surnageant P: précipité Les diamètres sont mentionnés en mm. 

 

Cependant, les faibles valeurs des diamètres des zones d’inhibitions formées avec une 

saturation de 50% de sulfate d’ammonium explique que les bactériocines des souches isolées 

sélectionnées antagonistes ne sont pas totalment précipitatées à ce dégré de saturation. 

Cependant, les diamètres des zones d’inhibitions formées avec une saturation de 60% de 

sulfate d’ammonium sont de l'ordre de 15 mm. 

Une saturation de 60% de sulfate d’ammonium est adéquate la récupération des 

bactéries produites chez les souches isolées sélectionnées antagonistes   (LAB 9 et LAB13). 

Des travaux antérieurs réalisés par (Maurya, 2012) ont rapporté une bacrériocine 

produite par Leuconostoc mesenteroides CHBY46, isolée à partir de Lait de dromadaire 

algérien.  

Par ailleurs, (Bellil et al.,2017 ; Novotny et al.,1992 ; Ohmomo et al., 2000 ; Deraz et 

al., 2005 ; Kumari et al., 2011) ont rapporté sur la précipitation des bactériocines avec une 

saturation de (60-65%) de sulfated’ammonium, extraite du filtrat de culture de Bacillus 

thermoleovorans,de l’entérocine ON-157 produite chez Enterococcus faecium NIAI 157, 

l’acidocine D20079 produite chez Lactobacillus acidophilus DSM 20079 et produite chez 

Lactococcus lactis subsp lactis LL171 respectivement. 

 (Faye et al.,2000, Todorov et al., 2007 ;  Albano et al., 2007 ; Hataetal., 2010) ont 

rapporté sue la précipitation des bactériocines à une saturation de 40%, telles que la 

propionicine T1, la bactériocine AMA-k et la bactériocine HA-6111-2 produites chez 

Propionibacterium thoenii T1, Lactobacillus plantarum AMA-K et Pediococcus acidilactici. 
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Cependant, la curvaticine L442 produite chez Lactobacillus curvatus L442  et la 

bactériocine SD1 produite chezEnterococcus faecium SD1 sont précipitées à une de 50% de 

saturation avec le sulfate d’ammonium (Xiraphi et al.,2005 ; Schirru et al., 2012) 

 (Gong et al., 2010 ; Jiminez Diaz et al., 1995 ; Floriano et al., 1998 ; Jiang et al., 

2012) ont rapporté une précipitation de la plantaricine MG à une saturation de 70%de la 

plantaricine S produite chez Lactobacillus plantarum  LPCO10, la bactériocine ENTI 

produite chez Enterococcus faecium 6T1a, et la sakacine LSJ618 produite chez Lactobacillus 

sakei. 

On peut conclure que les bactériocines sont précipitées avec le sulfate d’ammonium à 

une saturation bien définie.  

9. Détermination de la CMI La concentration minimale inhibitrice  

CMI est la la plus faible concentration permettant d’éradication des bactéries nuisibles 

(effet bactéricide) (Jarlier, 2004). Cependant, La concentration minimale bactéricide (CMB) 

est la plus faible concentration induisant 'absence de toute sorte de croissance sur milieu de 

culture solide, inoculée avec une souche témoin de l'activité inhibitrice S.aureus en présence 

de différentes concentrations de  bactériocine des souches isolée, sélectionnées antagonistes 

 (LAB9 et LAB13)à une température de 37°C pendant 24 heures. 

A partir d'un tube, présentant aucune croissance, un voluume de 100µl est inoculée dans 

le  milieu de culture MRS solide, pour la détermination de laCMB. 

Les résultats obtenus de la CMI, CMB sont illustrés dans les (Tableaux 11, 12). 

Tableau 11 : Détermination de la CMI et CMB du surnageant  de la souche LAB9. 

 MRS 
S (AU/ml) 

32 64 80 96 128 160 192 256 320 

CMI + + + - - - - - - - 

CMB    + -      

+ : présence de croissance. S : Surnageant - : absence de croissance 

Tableau 12 : Détermination de la CMI et CMB du surnageant  de la souche LAB13. 

 MRS S (AU/ml) 

32 64 80 96 128 160 192 256 320 

CMI + + + + + - - - - - 

CMB      + + -   

+ : présence de croissance. S : Surnageant - : absence de croissance 
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Les résultats obtenus ont montré que la CMI des bactériocines produites chez les 

souches isolées sélectionnées antagonistes (LAB 9, LAB13) est de l'ordre de (80, 128 AU/ml) 

respectivement. Cependant, la CMB des bactériocines produites chez les souches isolées 

sélectionnées antagonistes (LAB 9, LAB13) est de l'ordre de (96, 192 AU/ml) respectivement. 

Les isolats  cliniques multirésistantes se manifestent sensibles bactériocines, et 

présentent des valeurs variables entre les différentes espèces.  

Des travaux antérieurs réalisés par (Jasniewski et al., 2008 ; Naghmouchi, 2007)ont 

rapporté sur les carnobactériocines Cbn BM1 et Cbn B2, présentant une CMI 04 mg.l-1 vis-à-

vis de L. ivanovii et L. innocua; et la pediocine PA-1 (CMI 6.25-12.5 µg.l-1) vis-à-vis de L. 

monocytogenes LSD530 et L. monocytogenes LSD538.  

Par ailleurs, La leucocine KM432Bz se manifeste particuliérement éfficace contre les 

bactéries à Gram positif phylogénétiquemen étroites, avec des CMI comprises entre 0.08-10 

μM.  

En outre, la leucocine KM432Bz se manifeste également active contre les bactéries 

pathgènes telles que L. monocytogenes, avec une CMI de 156 nM et présente un effet 

bactéricide sur la croissance de Lb. sakei subsp. sakei et un effet bactériostatique sur L. 

monocytogenes (Makhloufi, 2011). 

 

10.Mode d’action des bactériocines   

L'effet de la bactériocine des bactéries lactiques isolées, sélectionnnées (LAB9 et 

LAB13) vis-à-vis d'E. coli ATCC25992, S. typhi ATCC14028, S. aureus (MRSA9), 

Pseudomonas aeruginosa (PA) est évalué par la production de la biomasse bactérienne. A cet 

effet, la bactérie pathogène P. aeruginosa (PA)est  inoculée dans le milieu de culture liquide 

MRS, avec une densité optique initiale de 0,5 mesurée à une longueur d'onde de 625 nm, 

incubée à une température de 30 ° C pendant 24 heures, un volume de 1 ml des surnageants 

des bactéries lactiques isolées, sélectionnnées (LAB9 et LAB13) est ajouté 5 heures après le 

début de la croissance bactérienne. 

Les résultats obtenus (Figure 38,39) ont montré une inhibition considérable de la 

croissance P. aeruginosa (PA), après l'ajout d'un volume de 1 ml des surnageants des 

bactéries lactiques isolées, sélectionnnées (LAB9 et LAB13). Cette inhibition est expliquée 

par l'arrêt du cycle cellulaire de P. aeruginosa PA (une croissance déséquilibrée), en 

comparaison avec la biomasse non traitée (croissance équilibrée). 

,  
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Figure 38: L'étude du suivi de la cinétique de croissance de P. aeruginosa (PA) en présence 

        et en l'absence de surnageant  de LAB 9, inoculée dans le milieu  de  culture                          

                    liquide MRS, incubée à  une température de 30°C pendant 24 heures.  

 

 

 

Figure 39: L'étude du suivi de la cinétique de croissance de P. aeruginosa (PA) en présence 

        et en l'absence de surnageant  de LAB 13,inoculée dans le milieu de culture  

        liquide MRS, incubée à une température de 30°C pendant 24 heures.   

                   Pendant les premières 7 heures, la croissance de Staphylocoqueest stable(DO 

Temps(h) 

Temps(h) 
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<0,2) dans le milieu de culture utilisé, et uneaugmentation considérable de la biomasse (DO > 

1,6) la culture non  traitée  (contrôle). Ensuite, la biomasse de Staphylocoque a diminué dans la 

culture traitée avec le surnageant de Leuconostoc. 

Piard et Desmazeaud (1992) et Casla et al. (1996), ont rapporté que les bactéries ayant 

des  pouvoirs antibactériens peuvent avoir trois types d'effets : un effet bactériostatique qui se 

manifeste par un ralentissement ou arrêt de la croissance, effet bactéricide qui se traduit par 

une perte de la viabilité avec une lyse cellulaire, ou alors un effet bactéricide sans lyse 

cellulaire. 

Les résultats obtenus ont montré une importante activité bactéricide des molécules 

antibactériennes produites chez les souches isolées (LAB9et LAB13) vis-à-vis de 

Pseudomonaset  activité bactériostatique vis-à-vis de Staphylococcus aureus.  

Des résultats similaires sont observés chez l’entérocine MR99, qui exerce un effet 

bactéricide contre L. monocytogenes, S. aureus et contre des agents de la mammite bovine, et 

présente une activité bactériostatique contre la bactérie E.coli (Sparoetal.,2006). 

Le mode d’action des bactériocines dépend  des bactéries cibles utilisées et leur 

concentration. 

Zamfir et al.,(1999) ont montré que l’acidophiline 801 a manifesté des effets 

bactériostatiques lorsque sa concentration est inférieure à 250AU/ml. Cependant, lorsque la 

concentration dépasse les 250AU/ml, l’acidophiline 801 a présenté un mode d'action 

bactéricide. 

Van Belkum et al., (1992),ont rapporté  que la lacticine produite chez Lc. lactis est 

active contre Escherichia et Salmonella.  

Par ailleurs, les travaux réalisés par Ryan et al. (1996) et Dougherty et al. (1998) ont 

montré que la lacticine 3147,  bactériocine produite chez  Lc. lactis DPC 3147, possède un 

large spectre d’inhibition contre Escherichia, Acetobacter, Clostridium, Salmonella, 

Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus et Listeria. 

 

11.Activité antibiofilm de la bactériocine 

La capacité des bactéries à des biofilms a attiré considérablement l’intérêt des 

scientifiques. Les biofilms sont une communauté multi-microbienne intégrés dans une 

matrice polymérique, attachés sur une surface biotique ou abiotique (Miquel et al.,2016). 

En outre, la formation des biofilms et l’expression des facteurs de pathogénicité 

sont étroitement associés dans le système régulateur des cellules procaryotes 

(Rybalchenko et al.,2015). De ce fait, l’étude des interactions entre les bactéries et les 
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surfaces dans des environnements spécifiques (médicales ou agroalimentaires) àfin de 

fournir des mesures plus efficaces pour lutter contre la formation des biofilms (Ait Ouali 

et al.,2014). 

Les bactéries lactiques peuvent etre utilisées pour la colonisation des surfaces en contact 

avec les aliments et empêcher la fixation des germes pathogènes.  

L'étude de l'activité antibiofilm deux bactéries lactiques, isolées sélectionnées 

antagonistes (LAB9 et  LAB13)   est mise en évidence pour la réduction de la formation de biofilm 

et la fixation de bactéries pathogènes 

L’utilisation de la  méthode  de  dosage  rapide  en  microplaque  de  96  puits a permis 

la détermination de spectres d’actions des molécules antibiofilm produites chez isolées 

sélectionnées antagonistes (LAB 9  et  LAB 13) 

Les bactéries adhérées à la surface des puits sont révélées par une coloration au cristal 

violet, quantifiées par mesure de  la densité optique à une longueur d'onde de 630 nm à l'aide 

d'un spectrophomètre après leur solubilisation dans l’éthanol. 

Notamment, le genre Leuconostoc a fait l’objet d’une investigation sur le potentiel 

antibiofilm, et a manifesté une inhibition considérable (92 et 87.79%) contre la formation de 

biofilm de Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus respectivement (Salman et al., 

2015). 

 

Figure 40: Activité inhibitrice du surnageant LAB9 et LAB13 vis-à-vis de la formation de 

biofilm auprés des  bactéries pathogènes. 
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Figure 41 : Activité inhibitrice du surnageant LAB9 et LAB13 vis-à-vis de la formation de 

 biofilm auprés S.aureus par la méthode TCP.  

 

Figure 42 : Activité inhibitrice du surnageant LAB9et LAB13 vis-à-vis de la formation de 

biofilm auprés S.aureus par la méthode TM. 

 

Les résultats  obtenus ont montré que les bactéries pathogènes testées sont fortement 

adhérentes.La présence du surnageant de culture des souches LAB13 a réduit l’adhérence des 

bactéries S. aureus  et P.aeruginosa,  Cependant, .Le surnageant de LAB9 a manifesté aucune 

influence sur l’adhérence des bactéries pathogènes . 

Des travaux antériers réalisés pr Ait Ouali et al. (2014) ont montré que les surnageants 

de culture des bactéries lactiques, sont capables d’empêcher l'adhérence de la souche S. 

aureus SA3, et la formation de biofilm. 

Pimentel-Filho et al. (2014) ont montré que la biovicine HC5 et la nisine ont inhibé 

l’adhérence de la bactérie S. aureus et la formation de biofilm. (Todoriki et al. 2001) ont 

montré que les substances antimicrobiennes contenues dans le surnageant de culture des 

bactéries lactiques sont responsables de l'activité anti-adhésion. 

Tran  et  al. (2014) ont rapporté sur le revêtement des instruments médicaux par des 

substances antimicrobiennes pour empêcher la formation des biofilms. 

 Par ailleurs, Robert et al. (2012) ont rapporté sur la capacité de certaines bactéries à 

former des biofilms de bactéries néfastes (Høiby et al., 2013). 
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CONCLUSION  

Le lait cru de chameau et de chèvre algérien est largement consommé dans les régions 

arides et semi-arides en raison de leur haute valeur nutritionnelle et médicinale et de leurs 

activités protectrices.  

Dans ce présent travail, une large gamme de  bactéries  lactiques, sont isolées à partir du 

lait de chamelle et chèvre de la région de Ouargla  et de fromage artisanal Jben et Kamaria. 

Dans un premier temps, les bactéries lactiques isolées sont caractérisées par l'étude de 

l'activité antagonistes vis-à-vis de germes pathogèns isoléées à partir de milieu hospitaliers 

sont identifiées phénotypiquement et biochimiquement. En outre, l'isolement de bactéries à 

partir du milieu hospitalier, a révélé la présence de germe avec une forte résistance aux 

antibiotiques, ce qui rend le traitement difficile et l'émergence de pathologies. 

Dans un deuxième temps, l'activité antibactérienne des bactéries lactiques isolée (200 

isolats) est mise en évidence vis-à-vis des bactéries pathogènes multirésistantes isolées du 

milieu hospitalier. 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et  concentration minimale bactérocide 

(CMB) des bactériocines des bactéries lactiques isolées, sélectionnées antagonistes (LAB9, 

LAB13), extraites par précipitation au sulfate d’ammonium, sont déterminées 80, 128AU/ml 

et 96, 192 AU/ml. 

L’évaluation   de l'activité anti-biofilm   du   surnageant   neutralisé  de LAB13 a montré 

une importante inhibition de la formation de biofilm vis-à-vis de nombreuses bactéries à 

Gram-positif  et négatif, ce qui explique la formation de biofilm de pathogènes est fortement 

liée à la la souche probiotique et pathogène. 

Par ailleurs, les bactériocines produites par des bactéries lactiques isolées à partir de lait 

(chameau et chèvre) et de produits laitiers fermentés traditionnels (Jben, kamaria) de la région 

sud de l'Algérie ont manifesté une importante activité antagoniste vis-à-vis d’un large spectre 

de BMR, ce qui a expliqué l'importance de ce groupe bactérien pour la santé humaine. 

En effet, les bactéries  isolées L. raffinolactis LAB9 et Leuconostoc mesenteroides 

subsp. cremoris LAB13 a indiqué une excellente activité antibactérienne contre les bactéries 

pathogènes cliniques et l'exploration des bactériocines purifiées produites comme molécule 

puissante dans la lutte contre les infections nosocomiales en milieu hospitalier, la 

dissémination de bactéries pathogènes résistantes aux antibiotiques, semblent poser un grave 

problème de santé publique. 

En outre, la compréhension des mécanismes de la résistance aux antibiotiques sera 

requise de toute urgence pour atténuer les préoccupations  en matière de santé. L'application 
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thérapeutique alternative de la bactériocine est devenue un outil utile en raison de ses 

propriétés multifonctionnelles. En outre, il serait intéressant de savoir quelle classe 

fonctionnelle est responsable de l'activité antagoniste de la bactériocine produite par L. 

raffinolactis LAB9 et Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13 . 

En perspectives, ce travail peut être accompli par : 

 Des études approfondies sur l’ingénierie des protéines seront 

intéressantes pour générer des bactériocines avec des fonctions entièrement nouvelles.   

 Le séquençage des régions d’ADN qui code la production de 

bactériocines pour une éventuelle caractérisation afin de mieux connaitre leurs 

propriétés physicochimiques.  

 L’amélioration de la production par des méthodes génétiques.  

 La caractérisation des sites de fixation du substrat et le site de la 

spécificité par des mutations dirigées.  

 La purification des protéases  surexprimées par les différentes 

méthodes de chromatographie.  
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Annexe 1 
 

 

Milieux de culture 
 

1. Milieu GN (Gélosenutritive) 

Peptone 10 g 

Extraitdeviande 4 g 

Chloruredesodium 5 g 

Agar 13 g 

Eaudistilléeqsp 1000 ml 

 

pH = 7,2 

Stérilisation à 120°C pendant 20 minutes. 

 

2. Milieu Desoxycholate- lactose-agar 

Milieudéshydraté 40 g 

Eaudistilléeqsp                                   1000 ml pH =7 

Autoclavage à 121°C pendant 15 minutes 

 

 

3. Milieu Bromothymol-blue- lactose-agar 

Milieudéshydraté 41 g 

Eaudistilléeqsp                                   1000 ml pH =7 

Non autoclavable. 

 

4. Milieu MRS et MRSm (De Man et al.,1960) 

 

 MRS agar MRSm liquide 

Peptone 10 g - 

Tryptone - 10 g 

Extrait de viande 10 g 5 g 

Extrait de levure 5 g 5 g 

Acétate de sodium 5 g 5 g 

Phosphate dipotassique 2 g 2 g 

Citrate d’ammonium 1 g 1 g 

Sulfate de magnésium 0,1 g 0,1 g 

Sulfate de manganèse 0,05 g 0,05 g 

Glucose 20 g 20 g 

Tween 80 1 ml 1 ml 

Agar 15 g - 

Eau distillée qsp 1000 ml - 

 

 

Tampon (Na2/K, 0,2 M, pH7,0) 

pH=6,5 
 

- 

 

 

1000 ml 

Stérilisation à 120°C pendant 20 minutes.   



 

 

Annexe 1 
 

 

5. Milieu BHI (Brain HeartInfusion) 

 

Infusion cervelle-cœur 10 g 

Extrait de viande 17,5 g 

Glucose 2 g 

Phosphate disodique 2,5 g 

Chlorure de sodium 5 g 

Agar 18 g 

Eau distillée qsp 1000 ml 

 

L’infusion cervelle-cœur a été remplacée par la gélatine du pancréas digérée. Stérilisation à 

120°C pendant 20 minutes. 

6. MilieuLB 

Peptone 10 g 

Extraitde levures 5 g 

NaCl 10 g 

Eaudistilléeqsp 1000 ml 

 

Stérilisation à 120°C pendant 20 minutes. 

 

7. MilieuTSA 

Milieudéshydraté 40 g 

Eaudistilléeqsp 1000 ml Autoclavage à 121°C pendant 15minutes 

 

8. 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  

9. Milieu Hektoen  

Protease-peptone…...............................................................................12,0g  

Extrait de levure……………………………………………………....3, 0g  

Lactose…..............................................................................................12,0g  

Saccharose…………………………………………………...……….12, 0g  

Salicin…………………………………………………………….…..2, 0g  

Citrate de fer III et d’ammonium……….………………………….…1,5g  

Sels biliaire…………………………………..………………………..9,0g  

Fuschine acide……………………………………………….………0,1g  

Bleu de bromothymole…………………………………………...….0,065g 



 

 

Annexe 1 
 

 

Chlorure de sodium……………………………………………….…5,0g  

Thiosulfate de sodium……………………………………………….5,0g 

Agar………………………………………………………………...13,0g  

pH = 7.5  

10. Gélose au Sang  

Polypeptone ........................................................................................17,0g  

Peptone pancréatique de coeur ............................................................3,0g  

Extrait autolytique de levure.................................................................3,0g  

Amidon de ma s ....................................................................................1,0g  

Chlorure de sodium................................................................................5,0g  

Agar agar bactériologique.......................................................................13,5g  

pH =7,3 0,2.  

11. Gélose Mueller-Hinton  

Infusion de viande de boeuf..................................................................... 300ml  

Peptone de caséine.....................................................................................17.5g  

Amidon de mais.........................................................................................1.5g  

Agar...........................................................................................................10.0g  

pH= 7.4  

.  
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Préparation des enzymes dans des solutions tampons 

1.Tampon phosphate Na2/Na à 0,1M, pH 7, pour les enzymes trypsine, pronase E, 

protéinase K et la catalase: 

Solution A = NaH2PO4 à 0,2M : dissoudre 27,8 g (139 g/mole) dans 1 litre d’eau distillée. 

Solution B = Na2HPO4 à 0,2M : dissoudre 71,62 g (358,14 g/mole) dans 1 litre d’eau distillée. 

Mélanger 39 ml de A et 61 ml de B, ajouter l’eau distillée pour un volume final de 200ml. 

2.Tampon d’acide citrique à 0,05M, pH 2, pour la pepsine (Xiraphi et al.,2006) : Dissoudre 

0,21 g d’acide citrique dans 20 ml d’eau distillée. Vérifier lepH. 

3.Tampon phosphate salin PBS 

Pour préparer 1 L : 

NaCl 8 g 

KCl 0,2 g 

Na2HPO4 1,44 g 

KH2PO4 0,24 g 

pH 7,4 

 

Mode opératoire de la galerie API 20E 

1. Préparation de lagalerie 

Répartir un peu d’eau stérile dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphère humide. 

Déposer stérilement la galerie dans la boîte d’incubation. 

2. Préparation de l’inoculum: 

Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule de Suspension Medium ou dans un tube 

d’eau distillée stérile, d’opacité légère avec une seule colonie prélevée sur un milieu gélosé. 

3. Inoculation de la galerie 

Ensemencer la galerie avec une pipette Pasteur stérile ouverte chargée en suspension, pointe 

poséesuruncôtédelacupule,enlaissantcoulerdoucementlasuspensiondanslacupule.Tenir la boîte 

légèrement inclinée pour éviter la formation debulles. 

Pour les caractères encadrés (CIT, VP, GEL) : remplir entièrement le tube et la cupule 

mise en aérobiose. 

Pour les autres caractères, ne remplir que le tube. 

Pourlescaractèressoulignés(ADH,LDC,ODC,H2S,URE):remplirlacupuleavec de l’huile 

deparaffinestérile 

Fermer la boîte et mettre à l’étuve à 37°C pendant 18 à 24 heures. 
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4.Lecture 

Après incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture. 

Réaliser les tests nécessitant l’addition de réactifs. 

5.Identification en utilisant le logiciel Apiweb (Biomerieux) 

Un exemple de résultat obtenu est représenté ci-dessous. 

1. Ouverture de la page du logiciel Apiweb en choisissant le type de la galerie 

(API20E). 

 

2. Introduction des 7 chiffres dans les cases correspondantes. Puisvalider. 

 
3. Apparition 

4. de résultat sous forme d’un tableau indiquant le genre et l’espèce de la souche. 
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Fiche infections nosocomiales 

 

Service de: …………………………. Code: ………………………………. 

Nom/Prénom: ………………………………………………………………. 

Sexe    F      H  

Date d'entrée à l'hôpital: 

Date d'intervention: 

Date de prélèvement: 

 

Facteur de risque: …………………………………….. 

Type d'intervention:…………………………………… 

Prélèvement(s) sur: …………………………………… 

Traitement antibiothérapeutique: ……………………... 

 

Germes(s) trouvé(s):  

 - Bacille       Gram   Gram 

 - Cocci         Gram   Gram 

 

Germe(s) identifié(s): …………………………………. 

 Sensibilité du germe aux: ……………………… 

          ……………………… 

          ……………………… 
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 A B S T R A C T 
 

 

The alarming situation of the increasing problem of the antibiotics resistance 
in the whole world requires an immediate need of the exploration of better 
alternatives for combating resistance. The main aim of the present work was 
the isolation and the screening of large range of lactic acid bacteria with im- 
portant potential of antibacterial activity against multidrug resistance patho- 
genic strains and the characterization of the molecules responsible for anti- 
bacterial activity. The primary screening indicated the isolation of total of 200 
lactic acid bacteria (LAB) from harvested milk (camel and goat) and tradi- 
tional fermented dairy products (Jben and kamaria) of south Algeria and in- 
vestigated for their antibacterial activity against clinical pathogens bacteria. 
Furthermore, Nineteen representative isolates (19) were selected and char- 
acterized with regard to their functional properties. The obtained results 
indicated that produced bacteriocin by both bacterial strains L. raffinolactis 
LAB9 and Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13 has manifested 
an excellent antagonistic activity against P.aeruginosa (PA) and Staphylococ- 
cus aureus (MRSA), which was Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA). A Further investigation indicated that the produced bacteriocin by 
LAB9 and LAB 13 were heat stable, where their inactivation was observed 
when treated with pepsin and trypsin. Additionally, the purification of the 
produced bacteriocin by L.raffinolactis LAB9 and Leuconostoc mesenteroides 
subsp. cremoris LAB13 has been achieved by the using of the partial ammo- 
nium sulfate precipitation. The technological properties and the stability of 
bacteriocins of LAB may lead for bioprospection of antibacterial components 
in the current struggle against increasing pandrug resistance and slowing 
down the expansion of multi-drugresistance. 

 

1. Introduction 

The bacterial antibiotic resistance pose a serious 
problem for a global public health., where the abu- 

sive use of antibiotics accelerates the process of 
appearance of antibiotic-resistant bacterial strains 
(Zhang et al., 2015). Recently, the increased antibi- 
otic resistance has encouraged the scientific 
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searchers to investigate a news alternative thera- 
peutic option by use of several compounds with 
antibacterial property such as plant compounds, 
bacteriophages and potential bactericidal com- 
pounds against multi-resistance (MDR) pathogenic 
bacterial strains (Singh et al., 2010 ; Holmes et al., 
2016). 

The lactic acid bacteria (LAB) present in different 
ecological system such as milk and dairy products, 
meat and meat products cereals, plants, which was 
characterized by their antibacterial activity towards 
many pathogenic microorganisms, due the pres- ence 
of the important molecules like organic acids, di-
acetyl, hydrogen peroxide, acetoin, 2,3- butanediol, 
acetaldehyde, benzoate, bacteriolytic enzymes, 
bacteriocin, reuterin, etc... (Mayo et al., 2010). 
Therefore, the production of bacteriocin by the LAB 
has received more attention and has inter- ested 
many searchers (Bekuma and Ahmed, 2018). 

The produced bacteriocins by LAB were ribosomal 
synthesized proteins or protein complexes were 
characterized with a low toxicity and high antago- 
nistic activity against multi-resistance pathogenic 
bacterial strains (MDR) (Collins et al., 2010). Fur- 
thermore, the cationic amphiphiles proprieties and 
the heat stability of the produced bacteriocins by LAB 
were applied as potential inhibitory against 
pathogenic strains of Salmonella, Escherichia, 
Staphylococcus, Bacillus, Klebsiella and Listeria 
(Rapsang and Joshi, 2015). 

Lactic Acid Bacteria (LAB) present in raw camel’s milk 
has induced additional inhibitory effect against 
pathogenic bacteria, while the characterization of the 
molecules responsible for antibacterial activity has 
been reported in few studies (Benmechernene et al., 
2013 ; Zarour et al., 2018; Mokdad et al., 2020). 

Several studies have focused on the identification of 
indigenous LABs isolated from Algerian artisanal dairy 
products (Meghoufel et al., 2017; Ait Ab- deslam et 
al., 2019). In Algeria, no much work has been done on 
the investigation of their antagonist activity against 
multiresistant bacterial strains. This study was carried 
out on the isolation and screen- ing of a wide range 
of indigenous lactic acid bacte- ria from raw milk 
(camel and goat) and traditional fermented dairy 
products (Jben and kamaria) from southern Algeria 
for their antagonist activity against MDR pathogens 
and clinicalisolates. 

2. Materials and Methods 

 Sample ofcollection 

A total of 25 samples of camel milk, goat's milk, 
traditional cheeses (Jben and kamaria), were col- 
lected in three different regions (Hassi Ben Abdal- 
lah, Elbour, Taibet) in the province of Ouargla locat- 
ed in the south-east from Algeria and immediately 
transported under refrigeration at 4 ° C until deliv- 
ery to the laboratory for further analysis.. For the 
sample collection of camel milk, goat's milk, the 
udder of goat was washed twice with sterilized wa- 
ter and disinfected with 70% ethanol. 

For the solid samples of (Jben and Kamaria), 1 g of 
each sample was added to a volume 9 ml of sterile 
solution, which was composed of (0.1% peptone, 
0.85% NaCl) and homogenized by using vortex mix- 
ing. While, the liquid samples (milk), a volume 1 ml of 
sample was added to 9 ml sterile and homoge- nized 
by vortex mixing. 

 Phenotypic characterization of LABstrains 

The total viable LAB counts in each sample was an- 
alyzed by spread plating the serially diluted sam- ples 
on De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar. The 
isolation of LAB has been achieved by the inoc- 
ulation on the MRS culture medium and the incu- 
bation at 30°C for 48-72 hours. After that a colonies 
were randomly picked up from the plates con- tained 
less than 10 colonies (Leisner et al.,1997). 

The selected colonies were checked by streaking on 
the fresh agar plates (Moulay et al., 2013), followed 
by macroscopic and microscopic examination. 

Finally, the obtained strains presented a general 
characteristic of lactic acid bacteria were chosen from 
each plate for further characterization. The isolated 
strains were routinely propagated on the culture 
medium, supplemented with 10% glycerol and stored 
at a temperature of -20°C according to the described 
protocol by (Kihal et al., 2007) and the used culture 
were sub-cultured twice (1% inoc- ulum, 24 h, 30ºC). 

Cell morphology and mobility of the isolated lactic 
acid bacteria were firstly observed by using a phase 
contrast microscope according to the described 
method by Harrigan (1998) and explored by Gram 
stain and by catalase activity. 

Presumptive colonies of LAB were investigated by 
their growth at different temperatures (10, 15 , 45° 
C), at several pH values of the M17 and MRS cul- ture 
medium (3.9 and 9.6) and in the presence 
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different concentrations of NaCl (6.5, 10, 18 %). 
Whereas, gas and acetoin production from glucose 
has been achieved according to the as described 
method by Schillinger and Lücke ad the using the 
Voges-Proskauer test (Dykes et al., 1994) and ar- 
ginin hydrolysis explored by the adding of bromo- 
cresol purple and acetoin production (Zourari et al., 
1991). 

The profile of sugar fermentation was carried out on 
both M17 and MRS culture medium in the ab- sence 
of glucose and meat extract, in the presence 
bromocresol purple and phenol red respectively as 
pH indicator, and supplemented with 10 g/1(w/v) of 
the following carbohydrates ː glucose, galactose, 
lactose, maltose, sorbitol, fructose, mannane (Sigma). 
Furthermore, for anaerobic conditions each tube was 
covered with two drops of sterile liquid paraffin after 
incubation and the phenotypic characterization were 
conducted twice for each strain. 

The homofermentative bacterial cells grouped in 
pairs or short chains, grown at (15, 40 and 45°C) 
respectively, and survived a heating at 60°C after 30 
min were identified as Enterococci (Devriese et 
al.,1987). 

Whereas, the genus of Leuconostoc was identified 
according to the described protocol by Garvie and co-
workers (1986). The isolates were further inocu- lated 
in solid culture medium MRS or M17, incubat- ed at 
45°C and the harvested biomass by centrifu- gation 
was supplemented with 10% glycerol and stored at a 
temperature of -20°C. 

 Usedbacteria 

The used bacterial strains in this work (Escherichia 
coli ATCC25992 and Salmonella typhi ATCC14028) 
were obtained from Pasteur Institute of Algiers. The 
clinical pathogens bacteria included both Gram 
negativː Klebsiella pneumonia (KP72) ,Pseudomo- nas 
aeruginosa (PA) and Acinetobacter baumanii (AB3) 
and Gram positive strains ːMethicillin- resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA9), Strepto- coccus 
pneumonia (SP421) , Enterococcus faecalis (EF32) 
were collected from patients in intensive care unit of 
E.H.U. Ouargla (SouthAlgeria). 

 Screening of LAB for antibacterialactivity 

At first, the isolated, selected LAB were investigat- ed 
for their ability to produce antibacterial sub- stances 
by using the spot agar test (Fleming et al., 1975). For 
this purpose, a volume 3 μl of the grown 

selected LAB on liquid MRS culture medium, was 
spotted onto the surface of MRS solid culture medi- 
um, incubated at 37°C 24 hours and the grown col- 
onies were then overlaid with a volume 10 ml of 
Mueller Hinton soft agar culture medium, which was 
inoculated with 108 CFU/ml. After that, the plates 
were incubated overnight at 37°C and the diameter 
of inhibition zone was measured. A posi- tive 
Inhibition was recorded when the diameter of the 
formed clear zone around the colonies was more 
than 2 mm. 

 Bacteriocin production andactivity 

The isolated colonies were inoculated in a volume of 
50 ml MRS broth, incubated at 37°C for 24 hours. The 
biomass has been harvested by centrifugation at 
15,000 rpm for 10 min at 4°C, where a portion of the 
cell-free supernatant was neutralized with 1 M NaOH 
(pH 6.8 ± 0.2), filtered, sterilized through a 
0.45 μm Millipore, to reduce the effect organic acids 
such as acid of lactic acid, the pH as antibac- terial 
compounds (Sigma-Aldrich, Germany) (Singh et 
al.,2010). 

a volume of 100 µl of each overnight grown culture in 
a MRS broth was inoculated, spread on the solid 
Muller-Hinton culture medium with the help of 
spreader. A sterile cork borer of diameter 3.0 mm 
was used to bore wells in center of inoculated solid 
culture medium of Muller-Hinton. Subsequently, a 
volume 100 µl of culture supernatant of the select- 
ed producing bacteriocin strains was introduced in 
well. After that, plates were kept at 4°C for 2 hours 
and then incubated at 37°C for 24 hours. 

The antagonistic activity was evaluated by measur- 
ing the diameter of the formed zone of inhibition 
around the wells. The bacterial isolate showing the 
widest zone of inhibition against clinical pathogen 
bacteria was selected for further studies (Thompson 
et al.,1996). 

 Partial purification ofbacteriocin 

The selected producing bacteriocin LAB with a high- 
est antagonistic activity was inoculated in the MRS 
culture medium, incubated at 37°C for 24 hours and 
harvested by centrifugation at 10,000 x g for 10 min 
at 4°C. The recuperated supernatant was used for the 
partial purification of bacteriocin. For this purpose, 
different concentrations of ammonium sulfate were 
added to the crude extract with mod- erate agitation 
on a magnetic stirrer and kept at 4° C over 48hours. 
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The obtained precipitates were collected by centrif- 
ugation at 12,000 x g for 10 min, the resulting pel- let 
is dissolved in a solution of 20 mM potassium 
phosphate buffer, adjusted at pH-value of pH 7, 
dialyzed and kept at 4°C. The antibacterial of bacte- 
riocin against clinical pathogen bacteria was as- sayed 
by agar well diffusion method and recorded by 
comparison with the crude bacteriocin (Kittikun et al., 
2015). 

 Effect of temperature on bacteriocinstability 

The exploration of the effect of temperature on 
bacteriocin stability, a volume of 200 ml of the neu- 
tralized cell-free supernatant were heated at 
different temperature (60, 70, 90 and 110°C) for 30 
min .The heat-treated bacteriocin samples were 
tested for antibacterial activity against clinical path- 
ogen bacteria according to the earlier described 
protocol by Allouache et al.( 2010). 

 Effect of enzyme on bacteriocinactivity 

The exploration of the effect of enzyme on bacteri- 
ocin activity was carried out by the treatment with 
proteolytic enzymes such as pepsin and trypsin. For 
this purpose, proteolytic enzymes (pepsin, trypsin) at 
a final concentration of 1 mg/ml was added to a 
volume of 200 μl of the cell-free supernatant, ad- 
justed at pH-value of 6.5. Furthermore, the reac- tion 
was started by the incubation of the treated samples 
at 37°C for 6 hours and stopped by boiling at 100°C 
for 5 min and the untreated cell-free su- pernatant 
was used as control. The antibacterial activity of the 
treated and untreated supernatant was determined 
by agar well-diffusion according the above-
mentioned protocol and by using the selected 
indicator strains (Biswas etal.,2017). 

 Study of P. aeruginosa growth in the presence 
of the producedbacteriocins 

In order to explore the mode of action of the pro- 
ducing bacteriocins selected LAB against P. aeru- 
ginosa, the viability of the treated cells has been 
investigated. The bacterial growth of P. aeruginosa 

in the absence (control) and in the presence of the 
produced bacteriocins by of the producing bacteri- 
ocins selected LAB, has been assayed. For this pur- 
pose, P. aeruginosa was inoculated in the MRS cul- 
ture medium with initial optical density of 0.5 at 625 
nm according the protocol described by Ab- bouni 
and coworkers(2015). 

A volume of 1 ml of the recovered of the producing 
bacteriocins selected LAB, was added 5 hours after 
the onset of the bacterial growth. After that, sam- 
ples were withdrawn from the culture and used for 
determination for the optical density at 625 nm, 
extracellular pH, and determination of the antibac- 
terial activity (Ghanbari et al.,2013). 

3. Results 

 Morphological and biochemical characteriza- 
tion of theIsolates 

200 lactic acid bacteria isolated from 25 sample of 
milk (camel and goat) and traditional cheeses (Jben 
and kamaria) were primary identified on the basis of 
Gram staining, morphology and catalase activity. 

The morphological study of the isolated bacterial 
stains indicated the presence of the cocci, which 
were organized in pairs or long chains with a posi- tiv 
Gram staining with negativ catalase activity. 
Whereas, the morphological and physiologic char- 
acteristics of the isolates were presented in (table 
1,2). 

 Antibacterialassay 

A total of 200 isolates were obtained and screened 
for antibacterial activity against Gram positiv and 
negativ clinical pathogen bacteria by using the agar 
spot method. The used screening of the producing 
bacteriocin LAB with important potential antibacte- 
rial activity against clinical pathogen bacteria re- 
vealed the isolation of 19 bacterial strains (9.5%), 
(Table 3, Figure 1) . The obtained results indicated 
that the measured average diameter of the inhibi- 
tion zone was around 8-26 mm with differently 
inhibitory effects twards clinical pathogen bacteria. 

 
 

Macromorphology Micromorphology Fermentation type Group Number of isolates 

Round white colonies Cocci in pairs and short 
chains 

homofermentative Lactococcus 9 

Small,round tren- 
sparent colonies 

Cocci in chain heterofermentative Leuconostoc 6 

Round white colonies Cocci in chain homofermentative Enterococcus 3 

Small,round tren- 
sparent colonies 

irregular rods homofermentative Weissella 1 

Table 1: Morphology of lactic acid bacteria strains. 
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Strains pH at 
9.6 

NaCl Temperature Fermentation profile 

2 3 4 6.5 10 15 30 37 45 Gl Lac Gal Sor Fr Man M 

LAB1 - + + + - + + + + - - - + + + + + 

LAB2 - + + + - + + + + - - - + + + + + 

LAB3 - + + + - + + + + - - - + + + + + 

LAB4 - + + + - + + + + - - - + + + + + 

LAB5 - + + + - + + + + - - - + + + + + 

LAB6 - + + + - + + + + - + - + - + + - 

LAB7 - + + + - + + + + - + - + - + + - 

LAB8 - + + + - + + + + - + - + - + + - 

LAB9 + + + - - + + + + - + + + - + - + 

LAB10 - + + + - + + + + - - - + - + + + 

LAB11 - + + - - + + + + - + + + - + + + 

LAB12 - + + - - + + + - - + + + - + + + 

LAB13 - + + - - + + + - - + + + - + + + 

LAB14 - + + - - + + + + - + + + + + + + 

LAB15 + + + - - + + + + - + + + - + - + 

LAB16 + + + + + + + + - - - + + +/- - - - 

LAB17 + + + + + + + + - - - + + +/- - - - 

LAB18 + + + + + + + + - - - + + +/- - - - 

LAB19 + + + + - + + + - - + + + +/- +/- + - 

Table 2: Physiological tests and fermentation profile of the isolated lactic acid bacteria from milk and fermented milk products. 

+: Positive reaction, -: Negative reaction, -/+: variable reaction 

 
 

Isolated bacterial LAB  
 

Code 

Inhibitory effect of the isolated antagonistic lactic acid bacteria 
against pathogen bacterial 

E.coli 
ATCC25 
992 

S. typhi 
ATCC14028 

KP72 PA AB3 MR 
SA9 

SP4 
21 

EF 32 

Lactococcus lactis subsp lactis LAB1 20 12 13 20 11 19 15 18 

Lactococcus lactis subsp lactis LAB2 20 09 00 22 00 21 10 20 

Lactococcus lactis subsp lactis LAB3 13 00 00 17 00 18 25 12 

Lactococcus lactis subsp lactis LAB4 12 10 08 14 10 14 11 14 

Lactococcus lactis subsp lactis LAB5 22 00 10 21 11 16 13 15 

Lactococcus lactis LAB6 12 00 00 12 10 20 13 14 

Lactococcus lactis LAB7 18 00 10 14 11 14 10 12 

Lactococcus lactis LAB 8 20 00 12 15 11 20 12 11 

Lactococcus raffinolactis LAB 9 20 23 18 15 09 20 17 26 

Lactococcus diacetilactis LAB 10 12 00 10 18 14 18 12 14 

Leuconostoc mesonteroide LAB 11 21 10 17 20 12 20 11 13 

L. mesonteroide subsp crémoris LAB 12 15 08 13 20 11 21 20 16 

L. mesonteroide subsp crémoris LAB 13 14 20 11 26 10 21 12 12 

Leuconostoc lactis LAB 14 15 00 00 10 08 11 10 12 

Leuconostoc sp LAB 15 17 00 14 19 00 16 19 11 

Entérococcus durans LAB 16 20 00 00 14 14 22 17 12 

Entérococcus durans LAB 17 14 00 00 13 00 22 15 17 

Entérococcus durans LAB18 17 10 18 20 11 22 20 18 

Weissella sp LAB 19 12 00 00 11 00 18 10 10 

Table 3ː Illustration of the inhibitory effect of the isolated 

antagonistic lactic acid bacteria (LAB1, LAB2. LAB3, LAB4, LAB5, LAB6, LAB7, LAB8, LAB9, LAB10, LAB11, LAB11, LAB12, LAB13, 
LAB14, LAB15, LAB16, LAB17, LAB18, LAB19) against pathogen bacterial E .coli ATCC25992 and S. typhi ATCC14028, KP7, PA, AB3, 
MRSA9, SP421, EF 32. 
(KP72)ː Klebsiella pneumoniae, (PA)ː Pseudomonas aeruginosa, (AB3)ː Acinetobacter baumanii, (MRS A9)ː Staphylococcus 
aureus, (SP421)ː Streptococcus pneumonia, (EF 32)ː Enterococcus faecalis
. 
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cell free supernatant. The recuperated 

precipitates by centrifugation was resolved in 
1M Potassium phosphate buffer, adjusted pH-
value pH 7.0. 

The obtained results have indicated that the 
anti- bacterial activity bacteria against 
pathogenic bacte- ria has been considerably 
augmented. The partial purified bacteriocin with 
(50%) ammonium sul- phate saturation, 
produced by L.raffinolactis LAB9 and 
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
LAB13 has manifested a important antibacterial 
activity against E.coli ATCC25992, S. typhi 
ATCC14028, S. aureus (MRSA9), Pseudomonas 
ae- ruginosa (PA), where a diameter of inhibition 
zone were considerably 

increased from 16 to 25 mm (Figure 2). 
 

 
Figure 1ː Antibacterial activity of the isolated lactic acid 
bacteria against such pathogen bacterial growth of S.typhi 
ATCC14028 (A) and S. aureus MRSA9 (B) by the using agar 
diffusion method, inoculated on the MRS solid culture me- 
dium, incubated at temperature of 30°C for 24 hours. 

A first, the isolated, selected LAB, L.raffinolactis LAB9 
and Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
LAB13 has manifested a excellent inhibi- tion zones 
against a clinical pathogen bacteria. 
Furthermore, the isolated, selected LAB9 and LAB 13 
showed the highest antibacterial activity against 
E. faecalis (EF32) P.aeruginossa (PA) with a diame- ter 
of zone of inhibition (26 mm). 

 Partial purification ofbacteriocins 
The supernatant of the isolated, selected producing 
bacteriocins L.raffinolactis LAB9 and Leuconostoc 
mesenteroides subsp. cremoris LAB13, inoculated on 
MRS culture medium was recuperated by cen- 
trifugation and used purification of bacteriocin. A 
Partial purification of bacteriocin has been used by 
adding 50% ammonium sulfate to the harvested 

Figure 2ː Antibacterial activity of the isolated Lactic acid 
bacteria Lactococcus raffinolactis (A14), Leuconostoc mesen- 
teroides subsp. cremoris (A86) by the using of the precipitat- ed 
of ammonium sulfate, dialyzed supernatant against patho- gen 
bacterial ː(a)E.coli ATCC25992 ; (b) S. typhi ATCC14028; (c) 
S. aureus (MRSA9) ;(d) Pseudomonas aeruginosa (PA). 

 Effect of enzymes and temperature on anti- 
bacterialactivities 

The treatment of supernatant of the isolated, se- 
lected producing bacteriocins L.raffinolactis LAB9 and 
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13 
with proteolytic enzymes such as trypsin, pepsin has 
induced a drastically loss of antibacterial activity, 
which was explained by protein nature of the 
antibacterial compound. Furthermore, the anti- 
bacterial activity of the containing molecules in su- 
pernatant of the inoculated L. raffinolactis LAB9 and 
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13 in 
MRS culture medium was stable after  heat treatment 
at different temperatures (60, 70, 90 and 110°C) for 
30 min (Table4). 

 Bacterial growth and bacteriocinproduction 

The effect of the produced bacteriocin activity by 
LAB9 and LAB13 against E.coli ATCC25992, S. typhi 

A 

B 

A B 

C D 
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0,6 

0,54 

0,48 

0,42 

 
0,36 

 
0,3 

 
 

0,24 

 
Table 4ː Effect of heated, purified bacteriocins produced, by 
Lactococcus raffinolactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. 
cremoris respectively against pathogen bacterial growth 
E.coliATCC25992. 

 

0,18 
 

 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Time[h] 

Rː Resistant bacteriocin activity; Sː Sensitive bacteriocin ac- 
tivity. 
 

ATCC14028, S. aureus (MRSA9), Pseudomonas ae- 
ruginosa (PA) was evaluated by the production of the 
bacterial biomass. For this purpose, the patho- genic 
bacteria P. aeruginosa (PA) was inoculated in the 
MRS liquid culture medium, with initial optical 
density of 0.5 at wave length of 625 nm, incubated at 
temperature of 30°C for 24 hours and a volume of 1 
ml of the produced bacteriocins by LAB9 and LAB13 
was added 5 hours after the onset of the bacterial 
growth. 

The obtained results (Figure 3, 4) showed a consid- 
erable inhibition of the growth P. aeruginosa (PA), 
after the adding a volume 1 ml of the produced 
bacteriocins LAB9 and LAB13, to the culture medi- 
um of the above tested strain during early expo- 
nential growth phase, which was explained by bac- 
terial lysis of P. aeruginosa (PA) in the presence of 
the produced bacteriocin by (LAB9 and LAB13), which 
has induced unbalanced growth, and more over the 
arrest of the cell cycle of P. aeruginosa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3: Bacterial growth of P. aeruginosa (PA) in the ab- sence 
and the presence of the cell-free supernatants (CFS) produced 
by) of LAB 9, inoculated in the MRS liquid culture medium, 
incubated at temperature of 30°C for 24 hours. 

Figure 4: Bacterial growth of P. aeruginosa (PA) in the ab- sence 
and the presence of the cell-free supernatants (CFS) produced 
by ) of LAB 13, inoculated in the MRS liquid culture medium, 
incubated at temperature of 30°C for 24 hours. 

 
(PA), in comparison with the untreated biomass 
(balanced growth). 

4. Discussion 

The occurrence of a rapid emergence of bacterial 
resistance threat the longevity of antibiotics. Fur- 
thermore, the nosocomial infections caused by 
multidrug resistant Gram-negative pathogens bac- 
teria presented as a major burden to both patients 
and healthcare systems, which was accompanied with 
increased annual mortality (Meade et al., 2020). The 
produced bacteriocin by LAB has ex- plored a huge 
potential as food preservatives and the production for 
next generation antibiotics, which can be used as 
target for the MDR patho- gens (Perez et al., 2014 ; 
Holt et al., 2013). 

In the present work, LAB were isolated milk and 
traditionally fermented dairy, explored for their 
potential production of bacteriocins, which was used 
for inhibition of clinical isolates growth of Gram-
negative bacilli and positive cocci.Algerian raw 
camel’s and goat’s milk were widely consumed in 
southern Algeria regions because of their high 
nutritional, medicinal value and their protective 
activities. Several studies have focused on the inhi- 
bition of pathogenic bacteria by protective proteins 
present in camel and goat milks (Benmechernene et 
al.,2013; Zarour et al., 2018 ; Mokdad et al., 2020). 

The obtained results indicated that 9.5 % (19 of 200 
isolates) has produced bacteriocin-like, which has 
considerably reduced the growth of the investigat- ed 
clinical pathogen bacteria. Biswas and co- workers 
(2017) has reported that 13% (11 of 84 

O
D

6
2
5

n
m

 

Bacterioc- 

ins produc- 

er strain 

Resistance to heat at tem- 

perature in (30 min) 

Sensibility to 

proteo- 
lytic activity 

60 ° 
C 

70 ° 
C 

90 ° 
C 

110 ° 
C 

Pep 
sin 

Tryp 
sin 

Lactococcus 
raffinolactis 

R R R R S S 

Leuconostoc 
mesen- 

teroides 

subsp. 
cremoris 

R R R R S S 

 



Soumia et al., South Asian J Exp Biol; 10 (5): 322-
331; 2020 

 

 

isolates) were able to produce bacteriocin , where- 
as, Sezer and Güven (2009) has showed that only 35 
LAB isolates from milk and meat products has 
exhibited antibacterial activity from a total of 12,700 
bacterialstrains. 

Furthermore, Zergoug and co-workers (2016) re- 
ported that only 10 out of all 40 LAB isolated from 
goat’s raw milk showed inhibition against uropath- 
ogens.The investigated antibacterial activity of the 
LAB isolates against MDR bacterial growth hat indi- 
cated that among 19 isolates, only 2 bacterial strains 
has manifested important inhibition and used for 
further characterization. Both bacterial strains L. 
raffinolactis LAB9 and Leuconostoc mes- enteroides 
subsp. cremoris LAB13 were excellent candidates for 
inhibition of various Gram-positive and negative 
bacteria. 

Mokdad et al. (2020) has reported that Leuconos- toc 
mesenteroides subsp. cremoris has showed a 
important potentiel for inhibition of pathogens 
bacteria such as L. monocytogenes L. innocua L. 
ivanovii S. aureus B. thermosphacta M. luteus L. sakei 
E. coli P. aeruginosa. 

The inhibition effects the produced bacteriocin by 
L. mesenteroides against other Gram-positive path- 
ogens, as B. thermosphacta, S. aureus, M. luteus, and 
Gram-negative pathogens, as E. coli and P. ae- 
ruginosa have been already described by (Asahina et 
al., 2012 ;Arakawa et al., 2016; Bellil et al.,  2018). 

The produced bacteriocins by L.raffinolactis LAB9 and 
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13 
were purified with partial ammonium sulfate 
precipitation, dialyzed and washed with water. 

The investigated antibacterial activity of bacterioc- in 
after purification process was considerably in- 
creased 

The bacteriocins were insoluble in water, whereas, 
and the impurities were soluble in water. There- fore, 
they were easily removed (Gautam and Shar- ma, 
2009) . 

The obtained result indicated that L. raffinolactis 
LAB9 and Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
LAB13 have manifested a important po- tential for 
antibacterial substances production, which can be 
viable alternative to antibiotics to treat the pandrug-
resistant bacteria. 

Furthermore, Maurya and Thakur (2012) has re- 
ported a similar results for antibacterial activity of 

bacteriocin produced by Leuconostoc NT- 
1.Leuconostoc NT-1, after their partial purification 
and their characterization of the effect of some 
physical and chemical factors against several path- 
ogenic and spoilage-causing bacteria. 

The antibacterial activity of bacteriocin were even 
against some potential pathogen bacteria such as S. 
aureus, a methicillin-resistant S.aureus ,Salmonella 
typhi and Klebsiella pneumonia (Maurya and Thakur, 
2012). 

A further physio-chemical characterization of the cell-
free supernatant was used by the treatment of the 
produced bacteriocin by L. raffinolactis LAB9 and 
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13 
with different enzymes and at different temperature . 

The treatment of the bacteriocin with various pro- 
teolytic enzymes such as trypsin, pepsin has in- duced 
a lost of the antibacterial activity, which has 
explained by the proteinaceous nature of the com- 
pounds. The treatment of the supernatant at differ- 
ent temperatures (60 ,70, 90, 110°C) and the explo- 
ration of their antibacterial activity indicated that 
MDR inhibition was occurred even after heating at 
100°C, which means the thermostability of bacteri- 
cin. 

The thermostability and pH stability of the bacteri- 
ocins constitute useful characteristics for applica- tion 
in food and drug processing (Ahmadova et al., 2013). 
The antibacterial activity of the produced 
bacteriocins by L. raffinolactis LAB9 and Leuconos- toc 
mesenteroides subsp. cremoris LAB13 has been 
achieved according to the described method of 
Barefoot (Barefoot and Klaenhammer, 1983). 

The supplemented supernatant of L. raffinolactis 
LAB9 and Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
to the inoculated a clinical pathogenic bacteria after 5 
hours on the onset of fermentation has caused a 
drastically decrease of bacterial growth, which was 
measured by the measurement of the optical density. 

In early study,  odr   ue  et al. (2000) has reported 
that bacterial growth of Staphylococcus aureus was 
decreased after a few hours on the onset of fer- 
mentation and the adding supernatant of the Lac- 
tococcus lactis 

Finally, the prevalence of the produced bacteriocin by 
L. raffinolactis in dairy foods could be used as 
alternative pharmaceutical compounds with prom- 
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ising therapeutic, a little knowledge was available 
about this molecule. 

5. Conclusion 

In the present study, the produced bacteriocin by 
lactic acid bacteria isolated from milk (camel and 
goat) and traditional fermented dairy products (Jben, 
kamaria) from south region of Algeria has manifested 
a antagonistic activity against a wide spectrum of 
MDR, which has explained the im- portance of this 
bacterial group in human health. 

In fact that the isolated L. raffinolactis LAB9 and 
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris LAB13 
has indicated an excellent antibacterial activity 
against clinical pathogens bacteria and the explora- 
tion of the produced purified bacteriocins as potent 
molecule to fight against nosocomial infections in 
hospital environment, the dissemination of antibi- 
otic-resistant pathogens bacteria, appear to pose a 
serious problem of public health. 

Furthermore, understanding of the mechanisms of 
antibiotic resistance will be urgently required to 
mitigate health public preoccupation. Alternative 
therapeutic application of bacteriocin has become 
helpful tool due to its multifunctional properties. 
Furthermore, it would be of interest to find out which 
functional group is responsible for the antag- onistic 
activity of the produced bacteriocin by L. raffinolactis 
LAB9 and Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
LAB13 and also whether any of them is a novel 
compound with antagonistic activi- ty which would 
make it a promising candidate for the production of 
new antimicrobials. 

However, further work is needed to fully under- 
stand the molecular mechanisms of bacteriocins, 
structure-function relationships, and testing their 
cytotoxic effects and validating safety under in vitro 
and in vivo models. 
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RESUME 

L’émergence sans cesse croissante de bactéries résistantes face à l’appauvrissement des 

ressources thérapeutiques et à l’absence d’avancée dans le domaine des antibiotiques, mettent 

en avant l’importance de trouver de nouvelles solutions.  

Les bactéries lactiques sont depuis des millénaires un moyen de bio conservation 

efficace de nombreux produits alimentaires.  

Les 200 bactéries  lactiques isolées à partir du lait  (chamelle et chèvre) et des produits 

laitiers fermentés traditionnels (Jben et kamaria) du sud Algérienː Enterococcus, 

Streptococcus, Lactococcus et Leuconostoc sont  identifiées phénotypiquement. 

La mise en évidence de l’activité antibactérienne vis-à-vis de souches pathogènes 

multirésistantes, isolées à partir de patients atteints d’infections au service de réanimation est 

évaluée et les souches résistantes aux antibiotiques sont retenues.  

Ensuite, les souches lactiques isolées, selectionnées antagonistes Lactococcus 

raffinolactis LAB9 et Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris LAB13 sont utilisées pour 

une éventuelle caractérisation de bactériocines. 

La caractérisation physico-chimique de bactériocines produites chez les souches isolées, 

sélectionnées antagonistes (LAB9 et LAB13) a révélé leur thermo-résistance, accompagnée  

d’une activité inhibitrice stable à différentes valeurs de pH. 

Ensuite, une purification partielle de bactériocine par précipitation avec le sulfate 

d’ammonium est réalisée et la concentration minimale inhibitrice est déterminée. L'activité 

antibiofilm souches LAB9 et LAB13 vis-à-vis  de la formation de biofilms de Staphylococcus 

aureus et Pseudomonas aeruginosaest est effectuée. 

         L'étude du suivi de la cinétique  de croissance a montré une inhibition considérable de la 

croissance P. aeruginosa (PA), après l'ajout d'un volume de 1 ml des surnageants des 

bactéries lactiques isolées, sélectionnnées (LAB9 et LAB13). Cette inhibition est expliquée 

par l'arrêt du cycle cellulaire de P. aeruginosa PA (une croissance déséquilibrée), en 

comparaison avec la biomasse non traitée (croissance équilibrée). 

En conclusion, les résultats obtenus ont montré la nécessité d’approfondir les recherches 

sur la purification des bactériocines par l'utilisation des techniques modernes telles que 

HPLC, FPLC, électrophorèse et leur clonage dans des vecteurs d'expressions puissants. 

Mots clés: Produits laitiers, bactéries lactiques, bactéries pathogènes , multirésistance, 

Bactériocine, CMI , CMB, Biofilm. 

 




