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Résumé  

Dans le cadre de la recherche d’alternatives naturelles aux antibiotiques face à la 

montée de la résistance microbienne, cette étude s’est focalisée sur l’évaluation et 

l’optimisation de l’activité antibactérienne des bactéries lactiques. La démarche expérimentale 

a débuté par l’isolement de souches de bactéries lactiques à partir de produits fermentés du 

commerce, cultivées sur milieu MRS et M17. Les isolats ont ensuite été soumis à un criblage 

contre un panel de bactéries pathogènes fournies par le laboratoire d’hygiène régionale de 

constantine, parmi lesquelles Escherichia coli, Staphylococcus et Bacillus ont été retenues sur 

la base de leur implication fréquente dans les toxi-infections. L’évaluation préliminaire par la 

méthode des puits en gélose a permis de détecter une inhibition variables, avec une sensibilité 

marquée d’E. coli. Un criblage secondaire en milieu liquide a ensuite été réalisé, en exposant 

ces pathogènes à du petit-lait fermenté pendant un mois, révélant une intensification de l’effet 

antimicrobien au fil du temps. Suite à un test de confrontation en co-culture, E. coli a été 

identifiée comme la souche la plus sensible, ce qui a justifié son choix pour les essais ciblés. 

L’optimisation de l’activité anti-E. coli a été entreprise par l’enrichissement du milieu avec des 

probiotiques commerciaux. Un plan Plackett-Burman a ensuite permis d’identifier les facteurs 

expérimentaux les plus déterminants dans l’augmentation de l’activité antibactérienne, tels que 

la source de carbone, la durée de fermentation et l’origine des souches. Enfin, une série 

d’expériences a été menée pour analyser l’effet d’une double exposition des bactéries lactiques 

à une bactérie pathogéne, montrant une réponse adaptative significative. Les résultats ont 

démontré une nette amélioration des zones d’inhibition après optimisation, atteignant des 

diamètres plus larges comparés aux conditions initiales, et confirmant une augmentation de la 

production de substances bioactives, probablement des bactériocines. Ces observations 

confirment non seulement le potentiel des bactéries lactiques comme agents antimicrobiens 

naturels, mais suggèrent aussi leur capacité d’adaptation face à une pression microbienne 

prolongée, ce qui renforce leur intérêt comme alternative crédible aux traitements antibiotiques 

classiques. 

 

Mots-clés : Bactéries lactiques, Activité antibactérienne, Escherichia coli, 

Staphylococcus, alternatives d’antibiotiques. 

 



  الملخص 

في إطار البحث عن بدائل طبيعية للمضادات الحيوية لمواجهة الارتفاع المتزايد في مقاومة الميكروبات، ركّزت 

زل سلالات من المنهجية التجريبية بعهذه الدراسة على تقييم وتحسين النشاط المضاد للبكتيريا لدى البكتيريا اللبنية. بدأت 

ثم خضعت العزلات لعملية غربلة ضد  M17و  MRSالبكتيريا اللبنية من منتجات مخمرة تجارية، وزُرعت على وسطَي  

 Escherichia coli ظافة الجهوية بقسنطينة، من بينهامجموعة من البكتيريا الممرضة التي زود بها مخبر الن

Staphylococcus و Bacillus  والتي تم اختيارها بناءً على شيوع دورها في التسممات الغذائية. أظهرت التقييمات الأولية

الأكثر حساسية. تلت ذلك عملية غربلة ثانوية  E. coliباستخدام طريقة الآبار في وسط الآغار مناطق تثبيط متفاوتة، وكانت 

لبن المخمر لمدة شهر، مما أظهر زيادة تدريجية في النشاط في وسط سائل، حيث تم تعريض هذه الممرضات إلى مصل ال

كأكثر السلالات  E. coliالمضاد للميكروبات بمرور الوقت. ومن خلال اختبار المواجهة في الزرع المشترك، تم تحديد 

لوسط بمكملات من خلال إثراء ا E. coliتأثراً، مما برّر اختيارها للاختبارات المستهدفة. تم تحسين النشاط المضاد لـ

لتحديد العوامل التجريبية الأكثر تأثيراً في تعزيز النشاط  Plackett-Burmanبروبيوتيك تجارية. بعد ذلك، استخُدم تصميم 

المضاد للبكتيريا، مثل مصدر الكربون، ومدة التخمير، وأصل السلالات. وأخيراً، أجُريت سلسلة من التجارب لدراسة تأثير 

تيريا اللبنية إلى سلالة ممرضة، مما كشف عن استجابة تكيفية ملحوظة. أظهرت النتائج تحسناً واضحاً التعرض المتكرر للبك

في مناطق التثبيط بعد التحسين، مع أقطار أكبر مقارنةً بالظروف الأولية، مما يؤكد زيادة في إنتاج المركّبات النشطة بيولوجياً، 

، النتائج ليس فقط إمكانات البكتيريا اللبنية كعوامل طبيعية مضادة للميكروبات والتي يرُجّح أن تكون بكتريوسينات. تؤكد هذه

 بل أيضاً قدرتها على التكيّف مع الضغط الميكروبي، مما يعزز أهميتها كبدائل واعدة للمضادات الحيوية التقليدية.

 

  Escherichia coli بكتيريا حمض اللاكتيك، النشاط المضاد للبكتيريا،  : الكلمات المفتاحية

Staphylococcus .البدائل المضادة للبكتيريا ، 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Abstract  

In the context of searching for natural alternatives to antibiotics in response to the rise 

of microbial resistance, this study focused on the evaluation and optimization of the 

antibacterial activity of lactic acid bacteria. The experimental approach began with the isolation 

of bacterial strains from commercial fermented products, cultured on MRS and M17 media. 

The isolates were then subjected to an screening against a panel of pathogenic bacteria provided 

by the Regional Hygiene Laboratory of Constantine, among which Escherichia coli, 

Staphylococcus, and Bacillus were selected due to their frequent involvement in foodborne 

infections. Preliminary evaluation using the agar well diffusion method revealed variable 

inhibition zones, with E. coli showing the highest sensitivity. A secondary screening was then 

conducted in liquid medium by exposing these pathogens to whey fermented for one month, 

showing a progressive increase in antimicrobial activity over time. Following a confrontation 

test in co-culture, E. coli was identified as the most sensitive strain, justifying its selection for 

targeted testing. Optimization of the anti-E. coli activity was carried out by enriching the culture 

medium with commercial probiotics. A Plackett-Burman design was then applied to identify 

the most influential experimental factors in enhancing antibacterial activity, such as the carbon 

source, fermentation duration, and strain origin. Finally, a series of experiments was conducted 

to assess the effect of repeated exposure of lactic acid bacteria to a pathogenic strain, revealing 

a significant adaptive response. The results showed a clear improvement in inhibition zones 

after optimization, with larger diameters compared to initial conditions, confirming an 

increased production of bioactive compounds, likely bacteriocins. These findings not only 

confirm the potential of lactic acid bacteria as natural antimicrobial agents, but also suggest 

their ability to adapt under microbial stress, reinforcing their relevance as credible alternatives 

to conventional antibiotics. 

 

Keywords :  Lactic acid bacteria, antibacterial activity, Escherichia coli, 

Staphylococcus, antibiotic alternatives. 
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Introduction 
 

 



 

Introduction  

1 
 

 

Les bactéries lactiques (BL) constituent un groupe de micro-organismes largement 

répandus dans la nature, notamment dans les environnements riches en glucides tels que les 

produits laitiers, les légumes fermentés et le tractus gastro-intestinal (Ibrahim et al., 2021).  

Au-delà de leur usage traditionnel, les BL suscitent un intérêt croissant en tant 

qu'alternatives naturelles aux antibiotiques, dans un contexte où la résistance bactérienne 

constitue une menace majeure pour la santé publique mondiale. L'abus et la surconsommation 

d'antibiotiques, tant en médecine humaine qu’en agriculture, ont favorisé l’émergence de 

souches bactériennes multirésistantes, rendant certaines infections de plus en plus difficiles, 

voire impossibles à traiter. Face à cette problématique, les BL apparaissent comme une solution 

prometteuse (Şanlıbaba et Güçer, 2015). Elles produisent divers composés antimicrobiens 

naturels, notamment des acides organiques, des bactériocines et des peroxydes, qui permettent 

de limiter la croissance des pathogènes sans nuire à l’équilibre du microbiote. Ainsi, leur 

utilisation pourrait non seulement contribuer à réduire le recours aux antibiotiques de synthèse, 

mais aussi à prévenir la propagation de la résistance (Wang et al., 2023). Cependant, pour que 

ce potentiel soit pleinement exploité, il est essentiel d’optimiser les conditions de culture des 

BL afin de maximiser leur efficacité antimicrobienne, tant dans le domaine de la santé humaine 

que dans celui de la sécurité alimentaire (Canon et al., 2020). 

Bien que les BL soient reconnues pour leurs propriétés antimicrobiennes naturelles, 

l'efficacité de ces micro-organismes peut varier considérablement en fonction des conditions de 

culture, des souches utilisées, et de l’environnement dans lequel elles sont appliquées. Afin d’en 

faire des agents antimicrobiens alternatifs réellement efficaces, il devient crucial d’identifier et 

d’optimiser les facteurs qui influencent leur activité. 

De ce fait, une question centrale se pose : comment améliorer l’activité 

antimicrobienne des BL de manière à renforcer leur efficacité contre les micro-organismes 

pathogènes ? 

L’objectif principal de cette étude est d’optimiser l’activité antimicrobienne des BL 

contre des bactéries pathogènes.  

Ce manuscrit est scindé en deux grandes parties : une partie théorique divisée en trois 

chapitres et une partie pratique composée de matériel et méthodes, suivi des résultats et de la 

discussion avec une conclusion. 
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Bactéries lactiques (BL)  

Les bactéries lactiques (BL) sont des micro-organismes hétérotrophes, Gram positifs, 

non sporulés, immobiles, de forme coccique ou bacillaire, catalase négative, aérotolérantes 

(Szatraj et al., 2017 ; Bintsis, 2018). Elles sont reconnues pour leur grande tolérance aux pH 

acide compris entre 5,5 et 5,8, avec une température de croissance idéale d’environ 30°C 

(Özogul et al., 2018). En outre, les BL nécessitent des apports nutritionnels complexes en acides 

aminés, peptides, bases nucléiques, vitamines, minéraux, acides gras et glucides elles sont donc 

des bactéries exigeantes (Özogul et al., 2018). Les BL jouent un rôle essentiel dans 

l’amélioration de la saveur et de la texture des produits fermentés. Elles sont fréquemment 

isolées à partir du sol, de l’eau, des plantes, d’ensilage, du levain, ainsi que d’aliment et 

d’environnements intestinaux, génitaux et respiratoires humains. Elles sont également présentes 

dans une grande variété d’aliments et de produits fermentés, notamment la viande, les produits 

laitiers, les légumes fermentés, les boissons et les produits de boulangerie, ce qui souligne leur 

caractère ubiquitaire (Zielinska et al., 2018 ; Ayivi et al., 2020). 

L’identification des BL a longtemps reposé sur des méthodes phénotypiques, mais les 

avancées technologiques ont introduit des techniques moléculaires plus précises, telles que le 

séquençage de l’ADN ribosomal 16S et l’amplification par PCR de l’ARNr. Ces approches 

permettent de différencier avec précision les souches individuelles (Şanlibaba et Güçerç, 2015 ; 

Mokoena, 2017 ; Ruiz Rodriguez et al., 2019 ; Abiom et al., 2024). Les critères de classification 

des BL incluent notamment leur morphologie cellulaire (forme et arrangement des cellules), 

leur mode de fermentation du glucose (homofermentaire ou hétérofermentaire), leur tolérance 

aux conditions environnementales telles que le pH, la température et la concentration en sel, le 

type d'acide lactique produit (L(+), D(-) ou un mélange des deux) (Şanlibaba et Güçerç, 2015 ; 

Antonio et al., 2021). 

 Les BL appartiennent au domaine Bacteria, au phylum Firmicutes, à la classe Bacilli 

et à l’ordre Lactobacillales. Elles se distinguent principalement par leur morphologie et leur 

mode de fermentation (Ayivi et al., 2020). Sur le plan morphologique, les BL se présentent 

généralement sous deux formes principales, Certaines ont une forme sphérique ou ovoïde, 

appelées cocci, comme c’est le cas pour les genres Streptococcus et Lactococcus. D’autres se 

présentent sous une forme allongée en bâtonnets, désignées sous le terme de bacilles, à l’image 

du genre Lactobacillus. En ce qui concerne le mode de fermentation, les BL métabolisent les 
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glucides afin de produire de l’énergie. Deux types de fermentation sont distingués, la 

fermentation homofermentaire et la fermentation hétérofermentaire. Dans la fermentation 

homofermentaire, le glucose est principalement converti en acide lactique (Mokoena, 2017). 

Cette voie métabolique est typique des espèces telles que Lactococcus lactis et Streptococcus 

thermophilus. En revanche, la fermentation hétérofermentaire aboutit à la production de 

plusieurs composés, dont l’acide lactique, l’acide acétique, l’éthanol et le dioxyde de carbone 

(Antonio et al., 2021). Des exemples représentatifs de ce type de fermentation incluent 

Leuconostoc mesenteroides et Lactobacillus brevis (Şanlıbaba et Güçer, 2015 ; Gupta et al., 

2018 ; Zheng et al., 2020). 

1. Utilisation des BL 

Les BL sont des micro-organismes largement distribués dans divers écosystèmes 

naturels, allant des produits alimentaires fermentés aux environnements aquatiques et terrestres, 

en passant par le tractus digestif des humains et des animaux (Maky et al., 2025). Cela est 

illustré par la figure 01. 

 

Figure 1: Répartition écologique des BL à usage technologique, alimentaire et sanitaire (Raman et al., 2022). 
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           Cette large distribution reflète leur capacité d'adaptation et leur diversité fonctionnelle, 

grâce à leur production de métabolites bioactifs tel que les acides organiques (López-García et 

al., 2023). Elles jouent un rôle essentiel :  

- Dans la production des aliments fermentés tels que les yaourts, fromages, légumes 

fermentés, viandes et les céréales. Elles jouent un rôle clé dans la conservation des 

aliments en produisant de l’acide lactique, qui inhibe la croissance des pathogènes 

et prolonge la durée de vie des produits. En outre, elles influencent positivement 

la texture, l’arôme et la qualité nutritionnelle des aliments fermentés (Ruiz 

Rodriguez et al., 2019 ). 

- Leur consommation régulière via des aliments fermentés pourrait renforcer leur 

présence et améliorer certaines fonctions métaboliques et immunitaires. Elles 

produisent divers métabolites bioactifs, comme des peptides antimicrobiens, des 

acides gras conjugués et des enzymes aux effets bénéfiques, Elles favorisent la 

digestion et peuvent contribuer à la prévention des maladies telles que les troubles 

digestifs, l’obésité et les maladies cardiovasculaires. De plus, elles réduisent 

l’absorption des toxines et produisent des vitamines essentielles comme les 

vitamines B et K (Muhialdin et al., 2020 ; Zapaśnik et al., 2022). 

- Les BL possèdent des mécanismes de détoxification par adsorption et 

biotransformation des toxines. Lactobacillus rhamnosus est capable de fixer 

jusqu’à 80 % des aflatoxines, tandis que Lactiplantibacillus plantarum dégrade 

certaines toxines grâce à des enzymes spécifiques. Certaines souches peuvent 

également séquestrer les métaux lourds (plomb, cadmium) et dégrader des 

pesticides, contribuant ainsi à la sécurité alimentaire et environnementale (Petrova 

et al., 2022 ; Chen et al., 2025). 

- Les BL sont des rhizobactéries promotrices de croissance des plantes (PGPR). 

Elles améliorent l’absorption des nutriments (azote, phosphore, potassium), 

renforcent la résistance des plantes aux stress biotiques et abiotiques et inhibent les 

pathogènes agricoles grâce à la production des molécules antimicrobiennes (Wang 

et al., 2023 ; Yaghoubi Khanghahi et al., 2024). 

 De nombreuses études ont mis en évidence leur aptitude à inhiber la croissance des 

pathogènes, (Ruiz Rodriguez et al., 2019)  à dégrader les mycotoxines (Wang et al., 2023) et à 

exprimer des propriétés probiotiques bénéfiques, (Raman et al., 2022)  les rendant utilisables 

comme cultures de départ (pré-culture). Les BL suscitent un intérêt croissant, notamment face 
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à l’augmentation de la résistance aux antibiotiques. D’où l’importance de l’exploitation des 

avancées technologiques pour l’identification de nouvelles souches présentant une activité 

antimicrobienne efficace, notamment contre les uropathogènes et d’autres agents infectieux 

(Ruiz Rodriguez et al., 2019 ; Raman et al., 2022). 
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Activité antimicrobienne des BL 

La société des BL constitue une relation microbienne très développée, où ces dernières 

occupent un rôle central, notamment dans les fermentations alimentaires (Ruiz Rodriguez et 

al., 2019). Au sein de l'écosystème, les interactions des BL avec d'autres microbes sont 

responsables de la stabilité, de la qualité et de la sécurité des aliments fermentés. Ces 

interactions peuvent être symbiotiques, compétitives ou antagonistes. Au niveau coopératif, 

certaines souches peuvent produire des métabolites ou des nutriments essentiels qui favorisent 

la croissance d'autres BL (Harper et al., 2022). Par exemple, Lactobacillus helveticus peut 

libérer des peptides favorisant la croissance d'autres souches (George et al., 2018 ). La 

compétition entre les souches pour les nutriments, tels que les glucides, ou pour l'occupation 

des niches spécifiques dans la matrice alimentaire est courante, ce qui influence leur dominance 

dans l'écosystème (Ibrahim et al., 2021). De plus, les BL possèdent des activités antagonistes 

en produisant des métabolites antimicrobiens tels que l'acide lactique, le peroxyde d'hydrogène 

ou les bactériocines, qui inhibent la prolifération d'autres bactéries, en particulier les pathogènes 

(Canon et al., 2020).  De plus, les BL communiquent entre eux via un système de détection de 

quorum, basé sur des peptides auto-inducteurs, afin de contrôler divers processus tels que la 

production d'enzymes, la formation des biofilms ou la réponse au stress environnemental de 

manière synchronisée. Elles possèdent également une bonne capacité d'adaptation, rendue 

possible par l'échange de matériel génétique par conjugaison, transformation ou transduction, 

leur conférant ainsi des fonctions précieuses telles que la résistance aux environnements acides, 

ou la capacité à synthétiser des composés aromatiques (Armes et al., 2022).  Ces diverses 

interactions ont des effets significatifs sur la dynamique fermentaire, ainsi que la texture des 

produits finaux, notamment par l'action des exopolysaccharides (EPS), particulièrement 

recherchés dans les yaourts à base végétale pour améliorer leurs caractéristiques rhéologiques 

(Nguyen et al., 2020). Des co-cultures spécifiques, comme celle entre L. lactis et S. 

thermophilus, illustrent la synergie potentielle entre les souches, qui augmente la croissance, la 

viabilité et l'amélioration globale de la qualité organoleptique des aliments fermentés (Ruiz 

Rodriguez et al., 2019). Elles soulignent également l'existence d'interactions fonctionnelles 

avec d'autres micro-organismes, comme les levures. Par exemple, Saccharomyces cerevisiae 

peut utiliser l'acide lactique produit par Lactobacillus sanfranciscensis, réduisant ainsi 

l'acidification du milieu et favorisant indirectement la croissance de ce dernier (Harper et al., 

2022), un élément qui témoigne de l'importance des interactions symbiotiques dans 

l'optimisation des processus de fermentation (George et al., 2018 ; Canon et al., 2020). 
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1. Composés antimicrobiens 

Les BL sont des organismes capables de produire une large gamme des molécules 

antimicrobiennes, essentielles à la biopréservation des aliments et à la lutte contre les agents 

pathogènes nocifs pour l'homme. Des composés antimicrobiens de composition chimique et 

d’action variée confèrent aux BL la capacité d'empêcher le développement d'autres micro-

organismes potentiellement nuisibles, le tableau 01 représentant le spectre d’action des divers 

composées antimicrobiennes produites par les BL (Wang et al., 2021). 

1.1.Acides organiques 

1.1.1. Acide lactique  

L’acide lactique, a été découvert en 1780 par le chimiste suédois Carl Wilhelm Scheele 

dans du lait aigre. Plus tard, en 1857, Louis Pasteur a mis en évidence sa production par 

fermentation microbienne. Ce composé est un produit courant du métabolisme du glucose, 

présent chez de nombreux êtres vivants et dans divers aliments fermentés. Il joue un rôle 

important dans la réduction du pH, ce qui permet de limiter la croissance des bactéries 

pathogènes, notamment en perturbant leur membrane cellulaire (Arqués et al., 2015 ; 

Salomskiene et al., 2019). L’acide lactique possède un atome de carbone asymétrique, ce qui 

lui permet d’exister sous deux formes le L(+) acide lactique, le plus fréquent dans la nature et 

utilisé en alimentation et en médecine car il est facilement métabolisé, et le D(−) acide lactique, 

plus rare. Environ 90 % de sa production industrielle repose sur la fermentation de sucres 

(comme le glucose ou des matériaux végétaux) par des BL (Komesu et al., 2017 ; Kralik et al., 

2018). Cette méthode écologique, utilise des matières premières renouvelables, fonctionne à 

des températures modérées, et permet d’obtenir un seul type d’isomère selon la souche utilisée. 

Une autre méthode, la synthèse chimique, permet de produire un mélange des deux formes (DL 

acide lactique) à partir d’un composé appelé lactonitrile, principalement pour des usages 

industriels spécifiques. Sur le plan physique, l’acide lactique est un liquide incolore à 

légèrement jaunâtre, inodore à température ambiante, avec une densité de 1,249 g/L à 20 °C et 

un pKa d’environ 3,8, ce qui montre son caractère acide (Arqués et al., 2015 ; Komesu et al., 

2017 ; Kralik et al., 2018 ;  Salomskiene et al., 2019 ; Mora-Villalobos et al., 2020 ; Wang et 

al., 2021).  

1.1.2. Acide acétique 

L’acide acétique est un acide lipophile, possède un effet antimicrobien plus prononcé 

à pH équivalent (Wang et al., 2021).  
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D'autres acides comme l’acide formique, propionique et butyrique participent aussi à 

l’effet antimicrobien par perturbation du gradient de protons (Kralik et al., 2018). 

1.2.Peroxyde d'hydrogène  (H2O2) 

Produit principalement dans des conditions aérobies par l’action de la NADH oxydase, 

le H2O2 génère un stress oxydatif par la formation de radicaux libres, oxydant les lipides et les 

protéines membranaires des micro-organismes cibles, ce qui induit une perméabilité 

membranaire après cela la mort cellulaire, Il est particulièrement actif contre Listeria 

monocytogenes, Yersinia enterocolitica et Clostridium botulinum (Arqués et al., 2015 ; 

Şanlıbaba et Güçer, 2015 ; Wang et al.,2021). 

1.3.Bactériocines  

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens synthétisés par certaines bactéries, 

en particulier BL, et jouent un rôle clé dans la compétition microbienne en inhibant la croissance 

de bactéries concurrentes. Elles peuvent avoir un spectre d'action étroit ou large, selon qu'elles 

ciblent des bactéries proches ou appartenant à d'autres genres (Şanlıbaba et Güçer, 2015).  Leur 

classification repose sur des critères structuraux et biochimiques, la classe I regroupe les 

peptides thermostables de petite taille, la classe II comprend des peptides de plus grande taille 

souvent thermolabiles, tandis que la classe III englobe des complexes lipidiques ou glucidiques 

et certains peptides modifiés post-traductionnellement. Le mécanisme d’action principal des 

bactériocines implique la formation de pores dans la membrane cytoplasmique des bactéries 

cibles, entraînant une perte d'intégrité membranaire et la mort cellulaire, certaines inhibent 

également la synthèse de l'ADN, de l'ARN ou des protéines. Leur production est régulée par 

des facteurs environnementaux tels que le pH, la température, la composition du milieu de 

culture et la phase de croissance, ce qui peut nécessiter des ajustements industriels pour 

optimiser leur expression. Les bactériocines sont particulièrement valorisées dans la 

bioconservation alimentaire, car elles permettent de contrôler les pathogènes sans nuire aux 

cellules eucaryotes (López-Cuellar et al., 2016). Parmi les exemples les plus utilisés figurent la 

nisine, produite par L. lactis, efficace contre de nombreuses bactéries Gram-positives, et la 

pédiocine PA-1 de Pediococcus acidilactici, active contre L. monocytogenes. (Antonio et al., 

2021). Des études sur la modification génétique de souche des BL pour lutter contre 

Enterococcus faecium multirésistantes (Sugrue et al., 2024), aussi des études sur l’amélioration 

de la production de pédiocine en industrie laitiére (Antonio et al., 2021). Les gènes codant ces 

peptides sont souvent situés sur des plasmides, facilitant leur transfert horizontal et leur 

manipulation génétique. Des stratégies de génie génétique permettent aujourd’hui de concevoir 
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des bactériocines hybrides ou d’améliorer leur expression dans des hôtes industriels, renforçant 

ainsi leur potentiel en biotechnologie et en thérapeutique (Arqués et al., 2015 ; López-Cuellar 

et al., 2016 ; Mathur et al., 2017 ; Chikindas et al., 2018 ; Wang et al., 2021).  

1.4.Diacétyle 

            Produit aromatique issu du métabolisme du citrate, notamment par L. lactis et 

Leuconostoc, le diacétyle est capable d’inhiber la croissance de bactéries Gram-négatives 

comme Listeria, Salmonella, Escherichia coli, et Yersinia, en perturbant l'utilisation de 

l'arginine et la perméabilité membranaire à fortes concentrations (Arqués et al., 2015 ; 

Şanlıbaba et Güçer, 2015 ; Wang et al., 2021). 

1.5.Reuterine (3-hydroxypropionaldéhyde) 

Spécifiquement synthétisée par Lactobacillus reuteri à partir du glycérol, la reutérine 

a un large spectre d’action contre des bactéries pathogènes telles que Salmonella, Clostridium, 

et Staphylococcus, ainsi que contre les levures et moisissures, limitant la formation de 

mycotoxines. Elle agit en inhibant l’ADN, la synthèse des protéines, et les enzymes essentielles, 

via interaction avec les groupes thiol des protéines cibles (Şanlıbaba et Güçer, 2015 ; Kralik et 

al., 2018). 

1.6.Acides gras libres 

Certains BL produisent des acides gras à chaîne courte et moyenne (C6–C12) comme            

l’acide caprique et l’acide l’aurique, qui s’insèrent dans les membranes bactériennes, 

compromettant leur intégrité. Ces acides sont actifs notamment contre L. monocytogenes et 

Staphylococcus aureus (Wang et al., 2021). 
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Tableau 01 : Applications des composés antimicrobiennes des BL dans l’industrie alimentaire. 

Composé 

antimicrobien 

Producteur principal 

(Bactéries lactiques) 

Pathogènes 

ciblés 

Applications 

alimentaires 

Références 

Acide lactique Lactobacillus 

delbrueckii subsp. 

Bulgaricus 

Pseudomonas 

spp. 

Saumon tranché (Arqués et al., 2015 ; Komesu et al., 

2017 ; Salomskiene et al., 2019 ; Mora-

Villalobos et al., 2020). 

Acide acétique Lactobacillus 

acidophilus 

Pseudomonas 

spp. 

Saumon tranché (Kralik et al., 2018 ; Ibrahim et al., 

2021 ; Wang et al., 2021). 

Acide formique Lactococcus lactis 

subsp. Cremoris 

E. coli, Listeria 

spp. Salmonella 

spp. 

Viandes, aliments 

pour animaux 

(Gómez-García et al., 2019 ; Ricke et 

al., 2020 ; Ibrahim et al., 2021). 

Acide succinique Lactococcus lactis 

subsp. Lactis 

Salmonella spp. Viande de poulet (Radkowski et al., 2018 ; Sharma et al., 

2022). 

Acide propionique Lactococcus lactis 

subsp. Lactis 

Campylobacter 

spp. 

Produits avicoles (Ibrahim et al., 2021 ; Sharma et al., 

2022). 

Reuterine Limosilactobacillus 

reuteri 

Pathogènes 

variés 

Lait écrémé (Şanlıbaba et Güçer, 2015 ; Kralik et 

al., 2018 ; Wang et al., 2021). 

Nisine Lactococcus lactis Listeria 

monocytogenes, 

Bacillus cereus 

Lait, homard, 

truite, cidre de 

pomme, 

lactosérum liquide 

(Shin et al., 2016 ; Özel et al., 2018; 

Ibrahim et al., 2021). 

Lactococcine Lactococcus lactis Listeria 

monocytogenes 

Lait (Yıldırım et al., 2016 ; Ibrahim et al., 

2021). 

Gasséricine Lactobacillus 

gasseri 

Listeria 

monocytogenes 

Crème pâtissière (Maldonado-Barragán et al., 2016; 

Garcia- 

Gutierrez et al., 2020 ; Taghizad et al., 

2021). 

Entérocine Enterococcus spp. Listeria 

monocytogenes, 

Escherichia coli 

Jus de pomme, 

salades prêtes à 

consommer 

(Yildirim et al., 2016 ; Ibrahim et al., 

2021). 
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2. Méthodes de la détermination de l’activité antimicrobienne 

L'évaluation de l'activité antimicrobienne est un processus essentiel pour identifier les 

BL présentant une valeur probiotique ou de biopréservation. Il a été démontré que les BL sont 

capables de produire une grande variété des substances antimicrobiennes, notamment des 

acides organiques (acide lactique, acide acétique), H2O2, des bactériocines et d'autres peptides 

antimicrobiens. Ces substances inhibent la croissance des micro-organismes pathogènes ou 

d'altération, améliorant ainsi la sécurité microbiologique des aliments ou de l'hôte (Hossain, 

2024). 

Plusieurs méthodes in vitro permettent de déterminer cette activité, notamment la 

diffusion en gélose, la co-culture et la détermination de la concentration minimale inhibitrice 

(CMI). 

2.1.Méthode de diffusion sur gélose (Agar Well Diffusion ou Disk Diffusion) 

La méthode de diffusion sur gélose constitue l’une des techniques les plus couramment 

utilisées pour évaluer l’activité antimicrobienne des BL. Elle repose sur le principe de la 

diffusion des composés antimicrobiens produits par les BL (tels que les acides organiques ou 

les bactériocines) à travers un milieu solide, permettant ainsi d’observer leur effet inhibiteur sur 

des bactéries pathogènes cibles. Cette méthode est largement utilisée dans les études récentes 

portant sur l’évaluation de l’activité antimicrobienne des BL. Dans l’étude de (Tlemsani et al., 

2023), le surnageant des BL isolées du lait cru a été appliqué dans des puits sur gélose 

ensemencée avec différentes bactéries pathogènes  E. coli, Salmonella spp., L. monocytogenes), 

révélant des zones d’inhibition nettes et reproductibles (Sameh et al., 2016 ; Bungenstock et 

al., 2020 ; Asadzadegan et al., 2023 ; Kalhoro et al., 2023 ; Hossain, 2024). 

2.2.Méthode de co-culture 

La méthode de co-culture est utilisée pour évaluer l’effet inhibiteur direct des BL sur 

des bactéries pathogènes lorsqu’elles sont cultivées simultanément dans un même milieu. 

Contrairement aux tests basés sur la diffusion, cette méthode reproduit un environnement 

compétitif dynamique, permettant d’observer les interactions réelles entre les micro-

organismes, notamment en termes de production de métabolites antimicrobiens, d’acidification 

du milieu ou de compétition pour les nutriments. La souche de BL et la bactérie pathogène sont 

inoculées dans un même tube ou microplaque contenant un milieu de culture approprié,  (tel 

que le Brain Heart Infusion Broth ou le Tryptic Soy Broth), puis incubées ensemble. La 

croissance des bactéries est suivie au cours du temps, par mesure de la densité optique (DO600) 
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et/ou par dénombrement sur milieux sélectifs, afin de comparer la croissance du pathogène en 

présence et en absence des BL (Mountcastle et al., 2020 ; Peters, 2021 ; Liu et al., 2022 ; Wang 

et al., 2022 ; Esmaeili et al., 2024). 

2.3.Méthode de micro dilution en bouillon 

La microdilution en bouillon est une méthode normalisée pour évaluer l’activité 

antibactérienne d’un antibiotique. Elle permet de déterminer la CMI, c’est-à-dire la plus faible 

concentration d’antibiotique inhibant la croissance visible d’une bactérie. Des concentrations 

d’un antibiotique sont préparées dans un bouillon de culture liquide dans des plaques à 96 puits, 

puis l’ajout d’une suspension bactérienne standardisée, après incubation. L’absence de turbidité 

indique une inhibition (Secilmis et al., 2021 ; De Luca et al., 2025). 

D’autres méthodes peuvent également être utilisées pour évaluer l’activité 

antimicrobienne, notamment les tests ciblant spécifiquement l’activité des bactériocines, la 

PCR pour identifier les gènes associés à la production de substances antimicrobiennes, ainsi 

que des techniques analytiques telles que la spectrométrie de masse et la chromatographie 

liquide à haute performance (HPLC). Ces approches offrent une meilleure compréhension des 

composés actifs et de leurs mécanismes d’action, et pourraient être intégrées dans des travaux 

de recherche ultérieurs (Yadav et Tiwari, 2023). 

3. Spécificité de l’activité antimicrobienne des BL 

La spécificité de l’activité antimicrobienne des BL fait référence à leur capacité à 

inhiber ou tuer des micro-organismes pathogènes ou altérants, en fonction du type de composé 

antimicrobien qu’elles produisent et de la nature du micro-organisme ciblé. Ces propriétés 

antimicrobiennes sont exploitées dans les domaines de la sécurité alimentaire, de la 

conservation des aliments et des applications probiotiques (Bharti et al., 2021).  

3.1.Etude du spectre antimicrobien des BL 

Le spectre antimicrobien des BL reflète leur capacité à inhiber une diversité de micro-

organismes, Des études ont démontré que des souches de BL, telles que Lactobacillus 

acidophilus, L. plantarum, L. reuteri, L. lactis et Pediococcus acidilactici, possèdent une 

activité antibactérienne significative contre des bactéries pathogènes tels que E. coli, S. aureus, 

L. monocytogenes, Salmonella Typhimurium et Bacillus cereus (Eji et al., 2023). Les levures 

telles que Candida albicans (Hernández Figueroa et al., 2024). Les BL ont également démontré 

une capacité à inhiber la croissance des moisissures responsables de la détérioration des 

produits alimentaires, telles que Penicillium expansum, Aspergillus niger et Mucor spp (Shi et 
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al., 2022). Cette spécificité varie selon les composés antimicrobiens produits (acides 

organiques, bactériocines, etc.) et dépend des caractéristiques propres aux pathogènes ciblés, 

comme la structure de leur paroi, leur métabolisme ou leur tolérance à l’acidité, le tableau 02 

qui illustre cette diversité d’action en mettant en relation les types de pathogènes, les 

mécanismes d’inhibition associés et les niveaux d’efficacité observés (El Ahmadi et al., 2025 ; 

Yang et al., 2025 ). 

Tableau 02 : Évaluation du spectre antimicrobien des bactéries lactiques selon les groupes de pathogènes ciblés. 

 

Type de 

pathogène 

Exemples ciblés Composés produits par 

les BL 

Efficacité / 

Résistance 

Références 

Bactéries 

Gram + 

L. monocytogenes, S. aureus, 

Clostridium spp. 

Bactériocines 

(ex : nisine), acide 

lactique, peroxyde 

d’hydrogène. 

Élevée – très 

sensibles aux 

bactériocines. 

(Bharti et al., 

2021 ; Zhao et 

al., 2024). 

Bactéries 

Gram - 

E. coli, Salmonella spp. 

Pseudomonas aeruginosa 

Acide lactique, peroxyde 

d’hydrogène. 

Variable – 

souvent 

résistantes aux 

bactériocines. 

(Marcelli et al ., 

2024 ; 

Gutiérrez-

Cortés et al., 

2025). 

Levures Candida albicans, S. cerevisiae Acides organiques, 

peptides antifongiques. 

Modérée – 

dépend de la 

concentration en 

acides. 

(Gutiérrez-

Cortés et al., 

2025). 

Moisissures Aspergillus spp., Penicillium 

spp., 

Fusarium spp. 

Acides organiques, 

composés volatils 

antifongiques. 

Faible à modérée 

– inhibition 

surtout par 

acidification du 

milieu. 

(Huang et al., 

2025). 
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3.2.Résistance des pathogènes aux composés antimicrobiens 

La résistance des pathogènes aux composés antimicrobiens varie selon plusieurs 

facteurs. La structure de leur paroi, notamment la distinction entre les bactéries Gram positif et 

Gram négatif, joue un rôle crucial. De plus, leur capacité à tamponner l'acidité ou à produire 

des enzymes neutralisant les antimicrobiens contribue à cette résistance. L'adaptation 

génétique, par le biais de mutations ou de l'acquisition de plasmides de résistance, est également 

un mécanisme important. Par exemple, S. aureus est très sensible à la nisine, tandis qu'E. coli 

est plus résistant mais peut être inhibé par des acides à forte concentration. Certaines souches 

de Candida et Penicillium peuvent développer une tolérance aux faibles niveaux d'acidité ou 

aux antifongiques (Bharti et al., 2021 ; Gutiérrez-Cortés et al., 2025). 

Face à la montée préoccupante de la résistance aux antibiotiques, Les BL apparaissent 

comme des candidates prometteuses dans la recherche de solutions alternatives. Leur capacité 

à produire des métabolites antimicrobiens, leur confère un potentiel thérapeutique important 

contre un large spectre de pathogènes multirésistants (Thomas et al., 2018). Plusieurs études 

ont démontré que certaines souches de Lactobacillus, telles que L. plantarum, L. rhamnosus ou 

encore L. acidophilus, sont capables d’inhiber la croissance de souches résistantes d’E. coli, S. 

aureus (y compris MRSA), L. monocytogenes ou Pseudomonas aeruginosa (Sharma et al., 

2019). Ces effets sont souvent attribués à la synergie entre les composés antimicrobiens et les 

mécanismes de compétition pour les nutriments et l’adhésion. 

Par exemple, une étude menée par (Ruiz Rodríguez et al., 2019) a montré que certaines 

souches de Lactobacillus isolées de produits laitiers fermentés présentaient une activité 

antimicrobienne remarquable contre des isolats cliniques multirésistants. De plus, (Raman et 

al., 2022) ont rapporté l’efficacité des BL dans le traitement d’infections urinaires récurrentes, 

soulignant leur rôle préventif grâce à leur capacité à moduler le microbiote urogénital. Dans un 

contexte clinique, les BL sont également explorées comme adjuvants aux traitements 

antibiotiques. Leur utilisation en combinaison avec des antibiotiques conventionnels peut 

améliorer l’efficacité thérapeutique tout en réduisant les doses nécessaires, ce qui diminue le 

risque d’émergence de résistances supplémentaires (Aghamohammad et al., 2023). Cette 

approche est particulièrement pertinente dans les infections nosocomiales. 

Enfin, les propriétés immunomodulatrices des BL renforcent leur intérêt 

thérapeutique. En stimulant la production de cytokines protectrices et en régulant 
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l’inflammation, elles peuvent indirectement renforcer la réponse de l’hôte contre les infections 

bactériennes (Zhang et al., 2023). 
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Optimisation d’activité antimicrobienne des BL 

L’optimisation des conditions de production des composés antimicrobiens par les BL 

est une étape cruciale pour valoriser leur potentiel biotechnologique. Cette optimisation vise à 

améliorer la synthèse de métabolites bioactifs tels que les acides organiques, les bactériocines 

et les peptides antimicrobiens, et à maximiser leur efficacité contre les agents pathogènes cibles 

(Chen et al., 2025). 

1. Importance de l’optimisation 

Les conditions environnementales et les paramètres de culture influencent fortement 

la production des substances antimicrobiennes. Ainsi, l’ajustement des variables comme le pH 

initial, la température d’incubation, le temps de fermentation, et la source de carbone et d’azote 

permet d’augmenter la productivité des BL et leur efficacité contre une large gamme de micro-

organismes indésirables (Veettil et al., 2022). 

2. Facteurs influençant l’activité antimicrobienne des BL 

2.1. Paramètres biologiques 

2.1.1. Diversité génétique des souches 

La diversité génétique au sein des souches de BL est un facteur déterminant de leur 

activité antimicrobienne. Chaque souche possède un génome unique qui influence sa capacité 

à produire des métabolites antimicrobiens, tels que les bactériocines, et à interagir avec d’autres 

micro-organismes. Par exemple, une étude de (Rodríguez-González et al., 2025) a révélé une 

variabilité significative dans la production de bactériocines parmi différentes souches de BL 

isolées de lait de chèvre, soulignant l’importance de la diversité génétique dans le potentiel 

antimicrobien des BL (Rodríguez-González et al., 2025).   

2.1.2. Capacité de production de bactériocines 

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens produits par certaines souches de 

BL, offrant une inhibition ciblée contre des pathogènes spécifiques. La production de ces 

peptides est codée par des gènes spécifiques, dont la présence et l’expression varient selon les 

souches. Par exemple, une étude (Prete et al., 2021).  a compilé l’occurrence de la production 

multiple de bactériocines chez certaines souches nouvelles de BL, mettant en évidence des 

mécanismes de partage uniques (Prete et al., 2021).   
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2.1.3. Production d’acides organiques 

Toutes les souches de BL produisent des acides organiques, principalement l’acide 

lactique, qui abaissent le pH du milieu environnant, créant un environnement défavorable à de 

nombreux pathogènes. Cependant, la quantité et le type d’acides produits peuvent varier selon 

la souche. Certaines souches produisent également de l’acide acétique, renforçant l’effet 

antimicrobien en synergie avec l’acide lactique (Chen et al., 2022 ; Ren et al., 2022 ). 

2.1.4. Production de H2O2 

Certaines souches de BL produisent du H2O2, un composé aux propriétés 

antimicrobiennes. La production de H2O2 est particulièrement importante dans des 

environnements anaérobies, où il peut inhiber la croissance de bactéries pathogènes sensibles 

au peroxyde. La capacité à produire du H2O2 varie significativement entre les souches, 

influençant ainsi leur potentiel antimicrobien (Ingle et al., 2022).  

2.1.5. Compétition pour les nutriments et adhésion aux surfaces 

Les BL peuvent inhiber les pathogènes en compétition pour les nutriments essentiels 

et en adhérant aux surfaces, empêchant ainsi l’adhésion des agents pathogènes. Cette capacité 

d’adhésion est souche-dépendante et est influencée par des facteurs tels que la présence de 

protéines de surface spécifiques et la composition de la paroi cellulaire (Anjana et Tiwari, 

2022). 

2.1.6. Production de substances antimicrobiennes spécifiques 

Outre les bactériocines et les acides organiques, certaines souches de BL produisent 

d’autres substances antimicrobiennes, telles que le diacétyle et le CO2, qui contribuent à leur 

activité antimicrobienne. Par exemple, Lactobacillus reuteri produit la reutérine, un composé 

antimicrobien efficace contre un large éventail de micro-organismes indésirables (Caulier et 

al., 2019). 

2.2.Facteurs environnementaux 

2.2.1.  Influence de la température 

La température joue un rôle fondamental dans la croissance des BL et la synthèse de 

leurs composés antimicrobiens, tels que les bactériocines, les acides organiques et les peroxydes 

(Łepecka et al., 2021). Une plage allant de 30 à 37°C est généralement favorable à cette 

production. D’autres études ont montré que certaines BL peuvent inhiber efficacement des 

pathogènes comme E. coli ou S. aureus dès 12°C, en induisant une phase stationnaire précoce 
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chez ces derniers (Yang et al., 2018). Ainsi, la température agit à la fois sur la cinétique de 

croissance, les voies de biosynthèse antimicrobienne et l’induction du stress cellulaire chez les 

pathogènes cibles (Yang et al., 2018). 

2.2.2.  Influence du pH 

Le pH du milieu est un facteur déterminant dans l’expression de l’activité 

antimicrobienne des BL. Des valeurs proches de la neutralité (pH 6,4 à 7) sont optimales pour 

la production de bactériocines. En revanche, un pH acide ou basique (4–5 ou 8) peut limiter 

cette activité par effet sur la stabilité des métabolites (Łepecka et al., 2021). Par ailleurs, les BL 

produisent naturellement des acides organiques (ex. : lactique, acétique) qui abaissent le pH des 

milieux, ce qui limite la croissance des pathogènes. Le pouvoir inhibiteur dépend aussi de la 

forme chimique des acides : seuls les acides sous forme non dissociée (à bas pH) peuvent 

traverser la membrane cellulaire et induire une destruction interne (Łepecka et al., 2021). 

2.2.3. Présence d’oxygène 

L’oxygène ambiant influence également l’activité des BL. En conditions aérobies, ces 

bactéries peuvent produire du H2O2, un composé antimicrobien puissant, notamment lorsqu’il 

agit en synergie avec la lactoperoxydase naturellement présente dans certains aliments comme 

le lait cru. Cette activité ajoute une dimension oxydative au spectre d’action des BL, en 

complément de l’acidification du milieu (Yang et al., 2018). 

2.2.4. Disponibilité des nutriments 

Les substrats disponibles dans le milieu conditionnent la croissance et la biosynthèse 

antimicrobienne (Ibrahim et al., 2021). Des sucres fermentescibles comme le glucose ou le 

lactose favorisent la production d’acide lactique et de bactériocines. Par ailleurs, la compétition 

nutritionnelle constitue une stratégie indirecte de domination, les BL limitent la croissance 

d'autres microorganismes en consommant les ressources essentielles plus efficacement 

(Ibrahim et al., 2021). 

2.2.5. Interactions microbiennes et co-cultures 

Les BL peuvent interagir avec d’autres microorganismes de manière synergique ou 

compétitive. Par exemple, dans le levain, la co-culture avec des levures telles que 

Saccharomyces cerevisiae stimule la croissance des BL en modifiant le pH ou en libérant des 
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vitamines. Ces interactions modifient l’environnement de culture, renforçant ou affaiblissant 

l’effet antimicrobien des BL (Ibrahim et al., 2021). 

3. Optimisation de l'activité antimicrobienne  

3.1.Stratégies d’optimisation 

Les stratégies d’optimisation de la production de bactériocines par les BL, comme 

Lactobacillus sakei, incluent l’ajustement des conditions de culture. L’ajout de glucose et de 

surfactants comme le Tween 20 dans le milieu MRS, combiné à un pH initial compris entre 5,5 

et 6,5 et une température d’incubation entre 25 et 30 °C, favorise significativement la 

production de bactériocines. Ces paramètres ont été évalués à l’aide d’un plan expérimental 

factoriel complet, permettant de cibler les combinaisons les plus efficaces pour maximiser 

l’activité antimicrobienne (Malheiros et al., 2015 ; El Ahmadi et al., 2025). 

3.2.Techniques avancées d’optimisation 

L’utilisation de la Méthodologie des Surfaces de Réponse (RSM) représente une 

technique avancée d’optimisation. Elle permet d’analyser les effets combinés de plusieurs 

facteurs sur la production de bactériocines et de modéliser ces interactions sous forme 

d’équation polynomiale (Malheiros et al., 2015 ; Bartkiene et al., 2019). 

3.3.Modélisation et prévisions 

La modélisation statistique obtenue par RSM permet de prévoir la production de 

bactériocine en fonction des paramètres de culture (pH, température, glucose, Tween 20). 

L’équation polynomiale générée permet d’identifier des effets significatifs et de visualiser les 

conditions optimales par des graphes en surface de réponse. Cette capacité prédictive est 

essentielle pour une mise à l’échelle industrielle maîtrisée et efficace de la production 

antimicrobienne des BL (Malheiros et al., 2015 ; Pujato et al., 2024). 

 

 

 



Synthése bibliographique 

21 
 

L’approche des plans d’expériences  Design of Experiments (DoE), notamment les 

plans de RSM et les plans factoriels complets ou fractionnaires, permet une évaluation 

systématique des facteurs influents et de leurs interactions (Shehata et al., 2022). Ces plans 

permettent d’identifier rapidement les conditions optimales tout en réduisant le nombre 

d’expériences nécessaires (Parada Fabián et al., 2025). 
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1. Lieux de réalisation du stage 

Le stage de fin d’études a été réalisé dans deux structures distinctes. La première partie 

a été effectuée au Laboratoire d’Hygiène Régional, spécialisé dans le contrôle microbiologique 

appliqué à l’hygiène et à la sécurité des produits.  

La seconde partie du stage a eu lieu aux laboratoires 08 et 09 de Microbiologie de 

l’Université Frères Mentouri 01 de Constantine. 

2. Durée du stage 

La première partie du stage, réalisée au laboratoire d’Hygiène Régional, s’est étendue 

sur une période d’un mois de 04 avril jusqu’au 01 mai. 

La seconde partie, effectuée aux laboratoires 08 et 09 de Microbiologie de l’Université 

Frères Mentouri 01, sur une  durée de 21 jours, début le 28 mai et fini le 04 juin. 

3. Objectifs de travail 

- Isolement des bactéries lactiques à partir des produits laitiers ; 

- Etudier l’activité antimicrobienne des bactéries lactiques contre des bactéries 

pathogènes ; 

- Optimiser l’activité antibactérienne des BL contre E.coli. 

4. Isolement des bactéries lactiques 

Afin d’isoler les BL à partir de 04 produits laitiers commercialisés ; petit lait enrichi 

avec Bifidobacterium (leben), lait UHT (partiellement écrémé), yaourt sucré et yaourt enrichi 

avec Bifidobacterium (Annexe 2). Deux milieux sélectifs ont été utilisés : Man, Rogosa et 

Sharpe (MRS) dont la composition (Annexe 2) et M17 dont la composition (Annexe 2). Les 

manipulations ont été réalisées en duplicate, par un ensemencement en surface. Les boîtes ont 

été incubées à 37 °C pendant 24 heures (El Ahmadi et al., 2025). 

5. Criblage et isolement des bactéries pathogènes 

5.1.Criblage initiale des bactéries pathogènes 

Le laboratoire d’hygiène nous a offert plusieurs souches bactériennes pathogènes ;  E. 

coli, Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus et Enterococcus. 
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Dans cette étude on se limite aux souches responsables des toxi-infections. En se 

basant sur la littérature, seules E. coli, Staphylococcus spp et Bacillus spp sont choisies 

(Antunes et Peixe, 2020). 

Pour chaque souche, une suspension bactérienne a été préparée à partir de colonies 

isolées cultivées antérieurement. Quelques colonies ont été prélevées à l’aide d’une pipette 

Pasteur stérile et transférées dans de l’eau physiologique stérile, Ensuite, ont été ensemencées 

la gélose nutritive (GN) (Annexe 2). Les boîtes ont été incubées à 37 °C pendant 24 heures. 

5.2.Criblage secondaire des bactéries pathogènes 

Afin de trouver la bactérie la plus sensible parmi les trois souches choisies, nous avons 

préparés une co-culture entre les bactéries pathogènes cibles et les BL isolées, et un test de 

confrontation pour chercher la bactérie sensible. 

5.2.1. Préparation des co-cultures sur milieu liquide 

Des colonies isolées de chacune des 03 souches pathogènes (E. coli, Bacillus spp. et 

Staphylococcus spp.) Ont été prélevées à partir des boîtes de culture précédentes, puis 

ensemencées dans trois flacons contenant chacun 100 mL de petit-lait stérile. Ces milieux ont 

été incubés à 37°C.  

Après une incubation d’un mois, ont été prélevées à l’aide d’anse de platine un volume  

à partir de flacon contenant Staphylococcus spp, et ensemencés sur le milieu sélectif Chapman 

aussi sur MRS et M17. Parallèlement, ont été ensemencées sur un milieu sélectif Mac-Conkey 

un volume issu du flacon contenant E. coli, puis incubées à 37°C Pendant 24 heures (Madi et 

al., 2017). 

5.2.2. Test de confrontation (co-culture sur milieu solide) 

Afin d’évaluer l’interaction entre les Lactococcus et Bifidobacterium isolées et les 

bactéries pathogènes choisies et déterminer la capacité d’un microorganisme d’inhiber un autre. 

Un test de confrontation sur le milieu Muller-Hinton a été effectué.  

Les deux souches (Lactococcus et Bifidobacterium / une des trois souches pathogènes) 

inoculées côte à côte sur une gélose Muller-Hinton (Annexe 2).  Les boîtes ont été incubées à 

37 °C pendant 24 heures (Serna-Cock et al., 2019). 
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6. Etude de l’activité antibactérienne des BL sur E.coli  

A partir des résultats de la section 5.2.2. La souche la plus sensible est E.coli. Avant 

de tester l’effet de l’activité antibactérienne des BL une identification préalable d’E.coli a été 

réalisée comme suit :  

 6.1. Identification biochimique d’E.coli 

Afin de confirmer l’identité de la souche isolée, une galerie biochimique classique 

pour les entérobactéries (Mannitol mobilité, Citrate de Simmons, Triple Sugar Iron (TSI) et 

Indole) a été réalisée.  

Une suspension bactérienne a été préparée en suspendre quelques colonies d’E. coli 

dans de l’eau physiologique stérile. Chaque test a été ensemencé selon la méthode appropriée ; 

- Mannitol mobilité : par piqûre centrale à l’aide d’une pipette Pasteur ; 

- Citrate de Simmons : par stries en surface ; 

- TSI : par stries de la pente et piqûre du fond ; 

- Indole : ensemencement dans le milieu SIM, suivi de l’ajout du réactif de 

Kovacs après incubation.  

Les tubes ont été incubés à 37 °C pendant 24 heures. 

6.2.Test d’antibiogramme d’E. coli 

Afin d’évaluer le profil de sensibilité aux antibiotiques de la souche E. coli, un test 

d’antibiogramme a été réalisé. Les antibiotiques sélectionnés pour cette analyse comprenaient 

Triméthoprime (TMN), Céfotaxime (CT), Céfépime (FEP), Ampicilline (AMP) et 

Ciprofloxacine (CIP). 

La méthode consiste à prélever une colonie pure, préparer une suspension bactérienne, 

puis la densité cellulaire est ajustée en la comparant à 0,5 McFarland, ensemencer une gélose 

Mueller-Hinton, déposer les disques d’antibiotiques, puis incuber à 37 °C pendant 24 heures.  

6.3.Test de l’activité antibactérienne des BL sur E.coli (méthode des puits) 

Afin de tester l’activité antibactérienne, des fermentations de : 0, 24, 48 et 72 heures à 

37°C ont été réalisées en ajoutant 5% (v/v) des Lactoccus et Bifidobaterium préalablement 

isolées de yaourt enrichi dans 100 ml du lait UHT. 

Une suspension fraîche de E. coli a été préparée et utilisée pour ensemencer par 

inondation une boîte de Pétri contenant du milieu Müller-Hinton. Et les puits ont été remplis 

par 50 µl de la suspension bactérienne de 0, 24, 48 et 72 h. 
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La boite a été incubée à 37°C pendant 24 heures, puis les zones d’inhibition ont été 

mesurées (Imade et al., 2021 ; Sanam et al., 2022). 

7. Optimisation de l’activité antibactérienne des BL sur E.coli 

7.1.Optimisation de l’activité antibactérienne contre E.coli par enrichissement 

des probiotiques 

Afin d’optimiser l’activité anti-E.coli, un enrichissement par des probiotiques 

commercialisés (Lactobacillus acidophilus ; Lactobacillus plantarum ; Bifidobacterium lactis 

; Bifidobacterium breve) préalablement réactivés et conservés dans le lait UHT.  

Dans un premier temps, 5% (v/v) des Lactoccus et Bifidobaterium sont co-cultivé par 

les pathogènes issues de la section 5.2.1. Incube à 37°C durant 24 heures. 

Dans un deuxième temps, 5% (v/v) des probiotiques co-cultivé par les pathogènes issues 

de la section  5.2.1. Incube à 37°C durant 24 heures. 

Ensuite, l’activité anti-E.coli est testée par la méthode des puits sur la gélose Muller-

Hinton. La lecture par mesure des zones d’inhibition a été réalisée après 72 heures (Benfreha 

et al., 2022). 

8. Optimisation de l’activité antibactérienne par un enrichissement par les 

probiotiques et les prébiotiques 

8.1. Etude de l’effet de la concentration initiale des sucres sur l’activité 

antibactérienne  

5 et 10 g/L des sucres : simple (glucose) et disaccharides (Saccharose et lactose) ont 

été ajouté au lait UHT partiellement écrémé et inoculé par 5% (v/v) des probiotiques. 

Les tubes ont été incubés à 37°C pendant 72h. 

8.2.Optimisation de l’activité antibactérienne utilisant Plackett-Buremen 

Afin de trouver le (s) facteur (s) influençant l’activité antibactérienne, 6 variables ont 

été testés (Acétate de sodium (5g/L), Acide ascorbique (0,5 g/L), extrait de levure (4g/L), 

peptone (10g/L), NaCl (0,1 g/L) et tween 80 (1ml/L)) utilisant la Plackett-Burmen (tableau 03).  

12 manipulations ont été effectuées selon le tableau généré par le logiciel Minitab 

selon deux niveaux (+/-), présence ou absence des variables. Les tubes ont été incubés à 37°C 

pendant 72 heures. 



Matériel et méthodes 

 

32 
 

La réponse Y est la mesure de la zone d’inhibition, 50 µL de chaque manipulation est 

injecté dans un puits.  

Tableau 03 : Plackett-Burmen (Taux d’inoculum : 5% (v/v) (Probiotiques), Volume réactionnel (10 mL de lait 

UHT partiellement écrémé). 

 

Tubes Acétate de 

sodium 

Acide 

ascorbique 

Extrait de levure Peptone NaCl Tween 80 

1 - + + - + - 

2 - - + + + - 

3 - + - - + + 

4 + + - + + - 

5 - - - - - - 

6 + - + - - - 

7 - - - + + + 

8 - + + + - + 

9 + - + + - + 

10 + + + - + + 

11 + - - - + + 

12 + + - + - - 
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8.3.Optimisation de l’activité antibactérienne utilisant le Box Benhken 

A partir des résultats de la section précédente et afin d’identifier le facteur le plus 

influençant pour optimiser l’activité antimicrobienne, ainsi que d’analyser et de comprendre les 

interactions entre les différents variables testées, un modèle de Box-Benhken a été proposé avec 

15 manipulations (tableau 05) avec 3 niveaux (tableau 04). La réponse Y est la mesure de la 

mesure de la zone d’inhibition. Les boites ont été incubées à 37 °C pendant 72 h. 

Tableau 04 : Niveaux de variables. 

 

Variables Code -1 0 +1 

Extrait de levure (g/L) X1 3 5 7 

Tween 80 (mL/L) X2 0,5 1 1,5 

Acide ascorbique (g/L) X3 0,25 0,5 0,75 
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Tableau 05 : Plan expérimental Box Benhken (Taux d’inoculum : 5% (v/v) (Probiotiques), Volume réactionnel 

(10 mL de lait UHT partiellement écrémé). 

 

Tubes Extrait de levure Tween 80 Acide ascorbique 

1 1 1 0 

2 1 -1 0 

3 0 1 -1 

4 -1 0 -1 

5 0 0 0 

6 -1 0 1 

7 0 -1 1 

8 1 0 -1 

9 -1 -1 0 

10 0 0 0 

11 0 -1 -1 

12 0 1 1 

13 0 0 0 

14 -1 1 0 

15 1 0 1 
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9. Effet de différentes concentrations de glucose sur l'activité anti-E.coli 

Afin d’évaluer l’effet de différentes concentrations de glucose sur l’activité anti-E.coli 

des probiotiques, trois tubes ont été préparés, chacun contenant 10 mL de lait UHT avec 5 % 

(v/v) de culture probiotique. Les milieux ont été enrichis respectivement avec 5, 10 et 15 g/L 

de glucose. Les tubes ont ensuite été incubés à 37 °C pendant 72 heures. 

10. Effets de taux d’inoculum de Staphylococcus sur l’activité anti-E.coli 

Dans cette phase expérimentale, l’étude visait à évaluer, d’une part, l’influence du taux 

d’inoculum de staphylococcus spp issue de la section 5.2.1. sur l’activité antimicrobienne vis-

à-vis E. coli, et d’autre part, le comportement des BL en réponse à une exposition répétée à 

cette bactérie pathogène.  

Des volumes d’inoculum 25, 50, 75 et 100 µL ont été ajoutés respectivement dans 04 

tubes contenant chacun 10 ml de lait UHT enrichi à 5 % (v/v) de probiotiques. Les échantillons 

ont ensuite été incubés à 37 °C pendant 72 heures. 

La réponse Y est la mesure de la zone d’inhibition d’où on ensemencée par 50µL. 

11. Méthodes analytiques 

11.1. Test des puits 

Le test des puits, également appelé test de diffusion sur gélose, il consiste à créer de 

petits puits dans une boite de gélose ensemencé par le microorganisme cible. Les BL sont 

ensuite ajoutées à ces puits. Après incubation, la présence d’une zone d’inhibition claire autour 

du puits indique l’efficacité de l’agent antimicrobien.  

11.2. Mesure de pH 

La mesure du pH est effectuée par pH mètre à 25°C. 

12. Visualisation des données 

Les plans de Plackett-Burman et de Box-benhken ont été générés à l’aide du logiciel 

Minitab, et les représentations graphiques ont été créées avec Excel. 
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1. Isolement des BL 

L’isolement des BL a été entrepris à partir de 04 types d’échantillons : lait, petit-lait 

enrichi en Bifidobacterium, yaourt enrichi en Bifidobacterium, et yaourt sucré avec des valeurs 

de pH de 6,02, 4,04, 4,24 et 4,31 respectivement (Figure 02). L’identification dans cette étude 

est basée sur l’aspect morphologique des bactéries sur les deux milieux de culture sélectifs : 

MRS et M17. 

Après incubation ; 37°C, 24 h ; aucune croissance bactérienne n’a été observée sur le 

milieu sélectif de MRS indiquant l’absence des Lactobacillus dans les échantillons utilisés 

(Figure 04). À l’inverse, une croissance bactérienne a été constatée sur le milieu M17 indiquant 

la dominance des Lactococcus et de Bifidobacterium dans les échantillons de yaourt enrichi en 

Bifidobacterium (croissance abondante) (Figure 03) et de petit-lait enrichi en Bifidobacterium 

(croissance modérée) (Figure 05), dans ce milieu les colonies apparaissent en petite taille de 

couleur blanche à créme, elle présentent une forme ronde avec des bords réguliers, avec un 

surface légèrement bombée. En revanche, Aucune croissance n’a été constatée à partir des 

échantillons de lait ou de yaourt sucré sur ce milieu (Figure 06). 

Il est important de souligner que nos résultats diffèrent de manière significative de 

celles publiées par Taye et al., 2021 qu’ils sont trouvés que les Lactobacillus sont majoritaire 

dans les produits laitiers particulièrement le fromage et le yaourt.  
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Figure 2 : Résultats de la mesure du pH des échantillons. 

 

Figure 3 : Observation macroscopique des Lactococcus et de Bifidobacterium isolées à partir de yaourt enrichi 

par Bifidobacterium. 
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Figure 4: Observation macroscopique des Lactobacillus sur milieu sélectif de MRS. 

 

Figure 5: Observation macroscopique des Lactococcus et de Bifidobacterium isolées à partir de petit lait enrichi 

par Bifidobacterium. 

 

Figure 6: Observation macroscopique à partir des échantillons de lait et de yaourt aromatisé ensemencé sur le 

milieu M17. 
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2. Criblage et isolement des bactéries pathogènes 

2.1.Criblage initial des bactéries pathogènes 

Parmi les souches bactériennes pathogènes fournies par le laboratoire  et en se basant 

sur la littérature; uniquement  E. coli, Staphylococcus et Bacillus sp. Ont été retenues. 

 E. coli 

Certaines souches pathogènes comme E. coli O157 :H7 produisent des shigatoxines, 

responsables de diarrhées hémorragiques et de syndromes hémolytiques et urémiques (SHU). 

La contamination est généralement liée à l’ingestion de viande crue, de légumes souillés ou 

d’eau non potable (Kashima et al., 2021). 

Après incubation de 24 h à 37°C (Figure 07), une croissance d’E.coli sur le milieu GN, 

les colonies apparaissent rondes, de taille petite à moyenne, à bords réguliers. Elles présentent 

une surface lisse et brillante, un relief légèrement bombé, une couleur beige à grisâtre et une 

opacité marquée. La croissance est dense du côté de l’ensemencement initial et devient plus 

dispersée vers le centre de la boîte. Cette morphologie est conformée à la description classique 

des colonies d’E. coli sur milieu nutritif, telles que rapportées dans la littérature Deng et al., 

2022. En complément, les travaux de Chen et al., 2025 portant sur l’isolement de souches Shiga 

toxin-producing Escherichia coli (STEC) à partir de viande de bœuf crue ont mis en évidence 

des caractéristiques morphologiques semblables à celles observées ici, confirmant la cohérence 

des résultats avec la littérature.  

 

Figure 7: Aspect macroscopique d’une croissance ordinaire d’E.coli sur GN. 
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 Staphylococcus spp. 

Productrice d’entérotoxines thermorésistantes, cette bactérie est responsable 

d’intoxications rapides (2 à 6 heures après ingestion), entraînant vomissements, douleurs 

abdominales et diarrhée. Elle est souvent retrouvée dans des plats préparés et mal réfrigérés 

(Wu et al., 2016). 

Après incubation de 24 h à 37°C, on constate une croissance de Staphylococcus spp 

sur le milieu GN (figure 08), Les colonies apparaissent rondes, de couleur blanchâtre à crème, 

avec un relief bombé. Elles présentent des bords réguliers, une surface lisse, opaque et 

légèrement brillante. Ces caractéristiques morphologiques sont typiques des colonies de 

Staphylococcus sp, ce qui confirme leur présence sur le milieu de culture. Comme décrit dans 

plusieurs travaux. Par exemple, Abdalrahman et al., 2015 ont rapporté des colonies blanches 

opaques à crémeuses, bien limitées et convexes sur GN et milieux enrichis. De même, Lim et 

al., 2023 confirment ces observations en identifiant des colonies similaires chez des isolats de 

viande contaminée. 

 

 

Figure 8: Aspect macroscopique de Staphylococcus sur GN. 

 

 

 



Résultats et discussions 

22 
 

 Bacillus spp. 

Responsable de deux types d’intoxications : une forme émétique causée par une toxine 

stable à la chaleur et une forme diarrhéique due à une toxine thermolabile. Elle est souvent 

présente dans des plats à base de riz ou pâtes conservés à température ambiante (Dietrich et al., 

2021). 

Après incubation de 24 à 37°C, on constate une croissance de Bacillus sur le milieu 

GN (Figure 09), Les colonies sont circulaires, de taille moyenne à grande, d'aspect lisse à 

légèrement irrégulier, opaques, et de couleur crème à beige. Leur disposition est dispersée sur 

l’ensemble de la surface du milieu, traduisant une croissance homogène. L’odeur est légèrement 

caractéristique, typique des bactéries du genre Bacillus. Selon Bursava et al., 2024, les colonies 

de Bacillus cereus cultivées sur GN ou  Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) apparaissent 

typiquement rondes, mates ou légèrement brillantes, avec des bords irréguliers, une coloration 

crème à grise, et une légère odeur spécifique. La présence de cette odeur particulière, souvent 

décrite comme « terreuse » ou « ammoniaquée », est également rapportée par les travaux de 

Ceuppens et al., 2015 comme un critère empirique supplémentaire pour suspecter la présence 

de Bacillus spp.  

 

Figure 9 : Aspect macroscopique de Bacillus sur GN. 
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2.2.Criblage secondaire des bactéries pathogènes 

2.2.1. Préparation des co-cultures en milieu liquide 

Après un mois d’incubation à 37°C, les résultats de la co-culture entre les BL et les 

bactéries pathogènes sont illustrés sur les figures 10, 11 et 12. 

La figure 10 présente les résultats de la co-culture entre les Lactococcus, 

Bifidobacterium et Bacillus spp après incubation, on observe une homogénéité apparente du 

mélange, sans stratification marquée, et une texture qui semble plus stable. La surface du 

liquide, quant à elle montre une opalescence typique. L’absence de séparation nette pourrait 

indiquer une activité enzymatique plus modérée ou une meilleure tolérance du produit aux 

souches sporulées de Bacillus. Les espèces du Bacillus cereus sont connues pour produire des 

toxines (diarrhéiques ou émétique) sans nécessairement induire de déphasage visible dans les 

milieux alimentaires fermentés. Selon Farina et al., 2024 et Dietrich et al., 2021 leur croissance 

dans les produits laitiers peut engendrer une altération progressive, souvent perceptible par un 

goût amer, une modification de l’odeur ou une floculation tardive. 

 

Figure 10 : Petit lait enrichi par Bifidobacterium après incubation d’un mois avec la bactérie pathogène Bacillus 

sp. 

La figure 11 montre les résultats de la co-culture entre les Lactococcus et de 

Bifidobacterium et E.coli, Après incubation, un flacon contenant un mélange d’E. coli et de lait 

fermenté (leben). Visuellement, on observe une séparation nette en deux phases une couche 
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supérieure plus épaisse, floconneuse et blanchâtre, et une phase inférieure plus liquide et 

jaunâtre. Cette stratification suggère une activité métabolique intense d’E. coli, associée à une 

dégradation des composants du leben, notamment les protéines et les lipides. De telles 

modifications physiques sont fréquemment rapportées dans la littérature lors de la 

contamination de produits laitiers par E. coli, en particulier les souches entéropathogènes (Lim 

et al., 2023). Cette modification du milieu est souvent attribuée à la production d’enzymes 

extracellulaires telles que des protéases et lipases, mais également à la production d’acides 

organiques modifiant le pH, ce qui favorise la précipitation des caséines (Gonçalves et al., 

2024). De plus, des travaux récents de Hossain et al., 2024 ont montré que les interactions entre 

E. coli et la flore lactique peuvent influencer la texture du lait fermenté, en perturbant l’équilibre 

microbiologique du produit.  

 

Figure 11 : Petit lait enrichi par Bifidobacterium après incubation d’un mois avec la bactérie pathogène E.coli. 
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La figure 12 montre les résultats de la co-culture entre les Lactococcus et de 

Bifidobacterium et Staphylococcus spp. Le flacon présenté un changement de couleur vers le 

jaune, une importante production de gaz, et une odeur spécifique. Aucune coagulation n’a été 

observée. Ces modifications traduisent une activité microbienne notable, sans altération visible 

de la phase liquide. Plusieurs études récentes comme Mousavi Khaneghah et al., 2020 ont 

montré que les co-cultures de BL, notamment Lactococcus et Bifidobacterium, peuvent exercer 

une activité antimicrobienne significative contre des pathogènes comme Staphylococcus 

aureus. Cette inhibition repose principalement sur la production d'acides organiques (acide 

lactique, acétique), l’abaisse du pH, et la synthèse de bactériocines, des peptides antimicrobiens 

spécifiques. Ces mécanismes permettent non seulement de limiter la croissance de 

Staphylococcus mais également d'altérer ses capacités de colonisation, ce qui correspond aux 

changements observés dans la co-culture en petit-lait, tels que la modification de la couleur du 

milieu ou la diminution de la turbidité. 

Par ailleurs, des recherches Dinkci et al., 2023 ont mis en évidence que la fermentation 

du petit-lait par des co-cultures probiotiques peut entraîner une production naturelle de gaz 

(principalement du CO2), liée au métabolisme des sucres présents dans le lactosérum. Cette 

production de gaz contribue à une carbonatation naturelle, accompagnée souvent de 

changements visuels et sensoriels comme la mousse, les bulles et parfois des modifications 

d’arôme ou de couleur du substrat. D'autres études Gutierrez-Cortés et al., 2023 ont montré que 

la co-culture de souches comme Lactococcus lactis avec d'autres probiotiques améliore la 

viabilité bactérienne, stimule la production de composés antimicrobiens, et augmente la 

tolérance au stress. Cette synergie entre souches permet de renforcer l’effet inhibiteur contre 

des contaminants comme les staphylocoques, en particulier lorsqu’elles sont incubées dans des 

milieux riches comme le lactosérum, une recherche plus récente Islam et al., 2020 a confirmé 

que les co-cultures multistrains intégrant Bifidobacterium lactis ont un effet inhibiteur direct 

sur Staphylococcus aureus en conditions simulées gastro-intestinales. Cette interaction 

microbienne est modulée par plusieurs paramètres tels que la température, la durée d’incubation 

et les conditions de culture anaérobie ou aérobie. 
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Figure 12: Petit lait enrichi par Bifidobacterium après incubation d’un mois avec la bactérie pathogène 

Staphylococcus sp. 

La figure 13 montre un milieu sélectif Mac-Conkey ensemencé avec un extrait de 

fermentation à base de petit-lait ayant incubé pendant un mois avec E. coli. Aucune colonie 

visible n’est présente sur boîte suggérant une inhibition complète ou une forte réduction de la 

croissance d’E. coli, très probablement en raison de l’activité antimicrobienne des BL présentes 

dans le petit lait fermenté. De nombreuses études récentes ont mis en évidence la capacité des 

BL à inhiber la croissance d’E. coli dans divers milieux, notamment les sous-produits laitiers 

fermentés. Ces bactéries, comme Lactobacillus plantarum, L. fermentum ou L. casei, produisent 

des substances antimicrobiennes. Par exemple, Ibrahim et al., 2021 Ont démontré que 

l’acidification du milieu, combinée à la production de bactériocines, peut inhiber 

significativement la croissance de pathogènes tels qu’E. coli dans des environnements 

alimentaires simulés, Une autre étude menée par Lee et al., 2020 a évalué l'effet antimicrobien 

du petit-lait fermenté par Lactobacillus plantarum contre E. coli et d’autres pathogènes 

entériques. Les résultats ont montré une réduction de plus de 4 CFU/ml d’E. coli après 48 heures 

de fermentation,  

Par ailleurs, une recherche récente de Prete et al., 2021 a exploré l’efficacité de BL 

productrices d’exopolysaccharides (EPS), isolées de produits laitiers fermentés, contre E. coli. 



Résultats et discussions 

23 
 

L’étude a révélé une synergie entre les EPS et les métabolites acides produits, renforçant l’effet 

inhibiteur sur les entérobactéries. Une revue approfondie par Wei el al., 2022 montre que les 

aliments fermentés, en particulier les produits laitiers comme le yaourt et le petit-lait, 

constituent d’excellents vecteurs de probiotiques capables d’exercer une action antimicrobienne 

naturelle contre des pathogènes intestinaux.  

 

Figure 13: Résultats du petit lait co-cultivé par les BL et E.coli sur milieu Mac-Conkey après un mois 

d’incubation. 

La figure 14 montre un isolement bactérien a été effectué à partir d’un flacon de petit 

lait ayant incubé durant un mois, contenant à la fois des BL et quelques colonies de 

Staphylococcus. Pour évaluer leur interaction, des échantillons ont été ensemencés sur trois 

milieux de culture : le milieu Chapman, sélectif pour les staphylocoques, ainsi que les milieux 

MRS et M17, favorables à la croissance des BL. Les résultats ont révélé une croissance modérée 

de Staphylococcus sur le milieu Chapman et une croissance abondante sur le milieu M17. Cette 

croissance importante en milieu M17 indique que, bien que les BL soient actives, elles n’ont 

pas totalement inhibé Staphylococcus, mais ont exercé une inhibition partielle. Ainsi, il est 

possible qu’il existe une activité antimicrobienne exercée par les BL contre Staphylococcus, 

même si cette action reste modérée dans les conditions expérimentales appliquées. Ces résultats 

sont en accord partiel avec ceux de la littérature récente. Par exemple, Islam et al., 2020 et Liu 

et al., 2022 ont rapporté une inhibition significative de Staphylococcus aureus par les BL, 

principalement par la production d’acides organiques, de peroxyde d’hydrogène ou de 

bactériocines.  
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Figure 14 : Résultats de l’isolement du petit lait co-cultivé par des BL et Staphylococcus spp sur le milieu 

sélectif Chapman et les deux milieux M17 et MRS. 

2.2.2. Test de confrontation (co-fermentation sur milieu solide) 

Afin d’étudier l’effet des BL sur la croissance des 03 bactéries pathogènes et de 

sélectionner la bactérie la plus sensible, les figures 15, 16 et 17 montrent les résultats. 

La figure 15 représente le résultat après l’incubation de boîte de Pétri contenant les 

deux types de bactéries, Bacillus spp et les BL. Le test de confrontation a été réalisé afin 

d’évaluer l'effet antimicrobien potentiel exercé par les BL sur la souche pathogène. Une 

croissance modérée de Bacillus a été constatée, visible par la formation de colonies dispersées 

sur le milieu. En parallèle, une croissance plus abondante des BL a été observée, notamment 

dans les zones où les stries ont été déposées initialement. Plusieurs revues récentes Nguyen  et 

al., 2020 montrent que les souches de BL (en particulier Lactobacillus plantarum et L. gasseri) 

produisent des bactériocines et exopolysaccharides capables d’inhiber la formation de biofilms 

de Bacillus spp, limitant ainsi la virulence sans bloquer complètement la croissance 

planctonique. 
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Figure 15: Résultat de test de confrontation entre les BL et la bactérie pathogène Bacillus spp. 

 

              Après incubation (figure 16), une croissance très abondante de Staphylococcus est 

observée, recouvrant presque toute la surface du milieu. La croissance des BL est modérée, sans 

formation de zone d’inhibition nette. La revue intégrative Islam et al., 2020 met en évidence 

que les bactériocines produites par certaines souches de Lactobacillus (ex L. casei, L. 

acidophilus) possèdent une activité ciblée contre S. aureus (notamment les souches résistantes), 

souvent en perturbant le quorum sensing et la formation de biofilm. Toutefois, la croissance en 

phase libre (planctonique) de S. aureus reste souvent élevée malgré la présence des lactiques, 

reflétant une inhibition plus efficace du biofilm que du nombre global de bactéries. Cela rejoint 

nos observations expérimentales d’une croissance importante de Staphylococcus et seulement 

modérée pour les BL. 
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Figure 16 : Résultat de test de confrontation entre les BL et staphylococcus spp. 

Après incubation (figure 17), une croissance abondante des BL est observée, tandis 

que la croissance d’E. coli reste très faible. Ces résultats indiquent qu’E. coli est la bactérie la 

plus sensible à l’activité antimicrobienne des BL. La revue de Nguyen et al., 2020 consacrée 

au rôle probiotiques des BL soulignent que des souches telles que L. plantarum et L. rhamnosus 

produisent des «proteobiotics» (peptides bioactifs), de l’acide lactique ou des lectines, capables 

d’inhiber fortement l’adhésion, la virulence et la croissance d’E. coli pathogènes, jusqu’à 

supprimer quasi totalement leur développement tout en favorisant la prolifération des BL. Ce 

constat concorde parfaitement avec nos résultats montrant une croissance minimale d’E. coli 

en présence de BL.  
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Figure 17 : Résultat de test de confrontation entre les BL et la bactérie pathogène E.coli. 

Suite aux résultats obtenus lors des tests de co-culture, une différence notable de 

sensibilité des souches pathogènes vis-à-vis des BL a été observée. Afin de poursuivre l’étude 

de l’activité antimicrobienne et d’optimiser les conditions de culture en vue de renforcer cette 

activité, la souche pathogène la plus sensible a été retenue comme indicateur principal. Ainsi, 

E. coli, ayant montré une croissance minimale en présence des BL, a été sélectionnée. Ce choix 

permet de maximiser la mise en évidence des effets antimicrobiens des BL, dans le but d’obtenir 

des résultats plus significatifs et exploitables. 

3. Etude de l’activité antibactérienne des BL sur E.coli  

3.1.Identification biochimique d’E.coli 

Afin de confirmer l'identité de la souche isolée en tant que E. coli, une série de tests 

biochimique a été réalisée, incluant le test de production d'indole, le test TSI (Triple Sugar 

Iron), le de Mannitol-Mobilité et le test citrate de Simmons. 

- Test à l’indole : un anneau rouge s’est formé à la surface après l’ajout du 

réactif de Kovacs, indiquant une production positive d’indole. 

- Test TSI : le fond du tube était jaune et la pente rouge, traduisant une 

fermentation du glucose uniquement, sans production de sulfure d’hydrogène (H2S) ni 

gaz. 
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- Test Mannitol-Mobilité : changement de couleur vers le jaune donc la 

bactérie est mannitol+, aucune turbidité n’a été observée autour de la ligne 

d’inoculation, indiquant une absence de mobilité bactérienne. 

- Test au citrate de Simmons : le milieu est resté vert, sans virage au bleu, 

traduisant une incapacité à utiliser le citrate comme unique source de carbone (résultat 

négatif).  L’ensemble de ces résultats est compatible avec le profil biochimique typique 

d’E. coli (Figure 18). 

 

Figure 18 : Résultat de galerie biochimique. 

3.2.Test d’antibiogramme d’E. coli 

Afin d’évaluer la sensibilité de la souche pathogène E. coli dans le cadre de l’étude de 

l’activité antibactérienne, un test d’antibiogramme a été réalisé selon la méthode de diffusion 

en gélose. Les standards utilisés son ceux du CLSI (Clinical and laboratory standards institute), 

qui définissent les conditions expérimentales et les seuils cliniques d’interprétation des 

diamètres d’inhibition pour chaque antibiotique. Ces normes précisent notamment : 

- La composition du milieu de culture : gélose Mueller-Hinton, recommandée pour sa 

reproductibilité et sa faible interaction avec les antibiotiques ; 
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- La concentration standardisée de l’inoculum bactérien, ajustée à une échelle 0,5 de 

McFarland (≈1,5 × 10⁸ UFC/mL) ; 

- Le temps et la température d’incubation : 18 à 24 heures à 35 ± 2 °C ; 

- Les diamètres critiques pour déterminer si une souche est sensible (S), intermédiaire (I) 

ou résistante (R) à un antibiotique (Haley et al., 2024). Les résultats obtenus ont montré 

dans le tableau 06, les diamètres suivants des zones d’inhibition autour des disques 

antibiotiques. La figure 19 montre que la souche d’E. coli testée est sensible à la plupart 

des antibiotiques utilisés. On constate une formation d’un ‘’8’’ entre les zones 

d’inhibition d’antibiotiques (CIP et FEP) qui témoigne d’une synergie entre deux 

substances antimicrobiennes. 

Tableau 6 : Zones d’inhibition autour chaque puits d’antibiotiques 

 

Antibiotiques Diamètres 

 Triméthoprime (TMN) 19 mm 

Céfotaxime (CT) 15 mm 

Céfépime (FEP) 40 mm 

Ampicilline (AMP) 20 mm 

Ciprofloxacine (CIP) 43 mm 

 

 

Figure 19 : Résultat de teste de sensibilité d’E .coli aux différents antibiotiques. 
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3.3.Test de l’activité antibactérienne des BL sur E.coli (méthode des puits) 

Dans cette expérience, l’activité antimicrobienne des BL issues de la fermentation du 

petit-lait (Leben) a été évaluée par la méthode des puits contre E. coli. 04 extraits ont été 

préparés selon différentes durées de fermentation (0, 24, 48 et 72 h). Le test de diffusion en 

gélose (figure 20) a révélé des zones d’inhibition de 11 mm pour les extraits fermentés pendant 

24 et 72 h, indiquant une activité antimicrobienne notable. En revanche, les extraits fermentés 

pendant 48 h et l’échantillon témoin (T0, non fermenté) n’a montré aucune zone d’inhibition, 

suggérant l’absence d’effet antimicrobien dans ces cas. Ces résultats sont en accord avec 

plusieurs travaux publiés dans la littérature scientifique. D’après l’étude de Somashekaraiah et 

al., 2015, l’activité antimicrobienne des BL dépend largement du temps de fermentation, de la 

souche utilisée et du milieu de culture. L’étude souligne que les métabolites antimicrobiens 

(comme les bactériocines, l’acide lactique, et le peroxyde d’hydrogène) atteignent leur 

concentration optimale à des périodes spécifiques, généralement entre 24 et 72 heures, selon 

les souches et les conditions. De même, Malheiros et al., 2015 dans leur revue sur les BL, 

mentionnent que certaines souches produisent des composés antimicrobiens maximaux entre 

18  et 30 h de fermentation, avec une diminution d’activité après des durées plus longues, 

probablement en raison de la dégradation des composés actifs ou d’une diminution de viabilité 

des cellules. Dans l’étude présente, l’absence d’effet pour les extraits à 48 h pourrait s’expliquer 

par une phase transitoire où la production de métabolites actifs est réduite, ou bien par une 

dégradation de ces composés. Cela est cohérent avec les observations de Ibrahim et al., 2021, 

qui notent également que l’activité antibactérienne peut fluctuer fortement selon la dynamique 

de croissance et le métabolisme des BL. 
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Figure 20 : Résultats de l’activité antimicrobienne des BL incubées pendant 0 (JM), 24, 48 et 72h sur la 

croissance d’E. coli. 

4. Optimisation de l’activité antibactérienne des BL sur E.coli 

4.1.  Optimisation de l’activité antibactérienne contre E.coli par 

enrichissement des probiotiques 

Dans le cadre de cette expérience, une optimisation de l'activité antimicrobienne contre 

E. coli a été entreprise par enrichissement en probiotiques. L’approche expérimentale s’est 

déroulée en deux étapes : dans un premier temps, une co-culture a été réalisée en combinant 5 

% de BL isolées à partir de yaourt, avec les probiotiques commerciaux préalablement réactivés 

et incubés dans du lait UHT à 37 °C pendant 24 heures. Ensuite, cette culture enrichie a été 

incubée avec E. coli à 37 °C durant 24 heures supplémentaires. Les observations finales sur 

milieu solide (gélose) ont révélé l’absence de colonies d’E. coli, mais également l'absence de 

halos d’inhibition ou de zones claires autour des points d’ensemencement (figure 21). Ces 

résultats suggèrent que, malgré l’absence de développement visible d’E. coli. Selon Dimidi et 

al., 2019, l’efficacité antimicrobienne des probiotiques contre E. coli dépend fortement de la 

souche utilisée, du milieu de culture, de la méthode d’administration et du temps d’incubation. 

Ils soulignent que certaines souches probiotiques peuvent inhiber E. coli par acidification du 

milieu ou par production de métabolites antimicrobiens, mais que ces effets ne sont pas 

systématiques en condition in vitro, surtout en présence de lait qui peut neutraliser l'acidité. 

Ainsi, les résultats obtenus dans notre étude sont cohérents avec les données de la littérature, 
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qui montrent que l’enrichissement en probiotiques ne garantit pas nécessairement une activité 

antimicrobienne observable contre E. coli, surtout en conditions co-cultures courtes. 

 

Figure 21: Résultats de l’optimisation de l’activité antibactérienne contre E.coli par enrichissement des 

probiotiques. 

5. Optimisation de l’activité antibactérienne par un enrichissement par les 

probiotiques et les prébiotiques  

5.1.Etude de l’effet de la concentration initiale des sucres sur l’activité 

antibactérienne  

Dans le cadre de cette expérience, l’effet de différentes sources de carbone (glucose, 

lactose, saccharose) sur l’activité antimicrobienne de BL, Des concentrations de 0,5 % et 1 % 

ont été testées pour chaque sucre, et les extraits fermentés obtenus ont été incorporés dans des 

puits réalisés sur une boîte ensemencée avec Escherichia coli, afin d’observer les zones 

d’inhibition (figure 22). 

Les résultats ont montré que les plus grandes zones d’inhibition ont été obtenues avec 

le glucose, notamment aux concentrations de 0,5 % et 1 %, suggérant une synergie d'effet 

antimicrobien entre les deux concentrations. Cette synergie pourrait refléter une réponse 

métabolique optimisée des BL en présence de glucose, favorisant la production de composés 

antimicrobiens. En revanche, les milieux enrichis en lactose et en saccharose aux mêmes 

concentrations ont généré des zones d’inhibition nettement plus faibles (tableau 07), ce qui 

suggère une utilisation moins efficace de ces substrats par les BL dans le cadre de la production 

d’agents antimicrobiens.  
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Yang et al., 2018 ont montré que l’ajout de glucose augmentait significativement la 

production de nisine chez Lactococcus lactis, alors que le lactose et le saccharose donnaient 

des rendements plus faibles. 

 

Figure 22 : Résultats de l’effet de la concentration initiale des sucres (G : glucose), (S : sucre), (L : lactose) et (T 

: témoin) sur l’activité anti-E.coli. 

5.2.Optimisation de l’activité antibactérienne utilisant Plackett-Buremen 

La figure 23 montres les résultats d’incubation des tubes contiennent les 06 variables, 

les résultats ont révélé des transformations visibles dans plusieurs tubes, notamment au niveau 

de la structure du lait. On a noté une absence de coagulation significative, accompagnée de 

modifications de la couleur et de l’odeur dans la majorité des essais. Cependant, les tubes 

numérotés 3, 5 et 11 ont présenté des profils particuliers. En effet, ces derniers n’ont montré 

aucun changement notable de couleur et ont présenté une faible coagulation. Suite à 

l’optimisation des conditions de culture par la méthode de Plackett-Burman, un test de diffusion 

sur gélose a été réalisé afin d’évaluer l’effet des différentes variables testées sur l’activité 

antimicrobienne des BL vis-à-vis d’E. coli. Pour cela, des puits ont été creusés dans une gélose 

ensemencée avec une suspension d’E. coli, puis remplis avec 50 µL issus des milieux de culture 

contenant différentes combinaisons de facteurs. Après incubation à 37 °C pendant 24 heures 

comme le montre la figure 24, les zones d’inhibition autour des puits ont été mesurées comme 

indicateur de l’efficacité antimicrobienne (tableau 05). Les résultats ont montré que la plus 

grande zone d’inhibition a été observée dans le puits contenant la combinaison suivante (tube 

8) : extrait de levure, Tween 80, NaCl et acide ascorbique. Cela suggère que l’interaction 

synergique entre ces composés pourrait jouer un rôle déterminant dans l’amplification de 

l’activité antimicrobienne des BL contre E. coli.  
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Figure 23 : Résultats après incubation des tubes contiennent 06 variables utilisant Plackett-Buremen. 

Suite aux manipulations de la plackett-Burmen d’autres tests en été réalisés les 

probiotiques ont été enrichis par l’extrait de levure et les bactéries pathogènes ; E.coli, 

Staphylococcus sp. et Bacillus sp. Une zone d'inhibition nettement (figure 25) plus importante 

a été observée autour du puits contenant l'extrait co-fermenté avec Staphylococcus par rapport 

aux autres conditions. Les puits contenant Bacillus sp., E. coli et le témoin ont montré des zones 

d'inhibition plus faibles, voire quasi nulles (tableau08). 

Ces résultats suggèrent que la présence prolongée de Staphylococcus dans le système 

fermentatif a pu induire une stimulation de la production de métabolites antimicrobiens par les 

BL, probablement en réponse à un stress interspécifique, ce qui a renforcé leur capacité 

inhibitrice vis-à-vis d'E. coli. Mokoena, 2017 a mis en évidence l'effet synergique entre les 

extraits de levure et les BL sur la production d’acides organiques et de composés inhibiteurs. 
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Figure 24 : Résultats de l’optimisation de l’activité antibactérienne utilisant Plackett-Buremen. 

 

 

Figure 25: Résultats d’enrichissement des probiotiques par extrait de levure (EL) témoin (T) et co-cultivés avec 

E.coli, avec Bacillus sp. (B), avec Staphylococcus sp. (S). 
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Tableau 07 : Résultats de diamètres des zones d’inhibitions et le pH. 

 

Manipulations Y= Diamètre de zone d’inhibition pH 

1 5mm 3,70 

2 3mm 4,40 

3 4mm 5,22 

4 1mm 5,41 

5 1mm 5,02 

6 8mm 4,80 

7 4mm 4,64 

8 15mm 4,15 

9 5mm 5,14 

10 7mm 5,19 

11 8mm 5,03 

12 8mm 5,31 

 

Tableau 08 : Résultats de diamètres des zones d’inhibitions et le pH. 

 

 

Manipulations Y= Diamètre de zone d’inhibition pH 

Glucose 0.5 10mm 3,81 

Glucose 1 9mm 3,57 

Lactose 0.5 1mm 4,30 

Lactose1 6mm 3,97 

Saccharose 0.5 5mm 9,89 

Saccharose 1 8mm 3,80 
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Tableau 09 : Résultats de diamètres des zones d’inhibitions et le pH. 

 

Manipulations Y= Diamètre de zone d’inhibition pH 

Extrait de levure témoin 10mm 3,75 

Extrait de levure Bacillus 8mm 7,79 

Extrait de levure E.coli 6mm 3,79 

Extrait de levure 

Staphylococcus 

15mm 3,75 

5.3.Optimisation de l’activité antibactérienne utilisant le Box Benhken 

Sur la base des résultats obtenus lors des étapes précédentes, les 03 variables les plus 

prometteuses à savoir l’extrait de levure, le Tween 80 et l’acide ascorbique, ont été retenues 

pour une validation ciblée de leur effet sur l’activité antimicrobienne des BL vis-à-vis d’E. Coli. 

Les cultures ont été préparées en incorporant ces 03 variables dans le milieu contenant les BL, 

puis incubées dans des tubes contenant du lait UHT (15 manipulations). Une coagulation 

significative a été observée dans la majorité des tubes comme le montre la (figure 26), 

accompagnée d’un aspect clarifié du surnageant, témoignant d’une activité métabolique accrue. 

Parallèlement, un test de diffusion sur gélose a été réalisé avec 50 µL. Les résultats (figure 27) 

ont révélé des zones d’inhibition larges et bien définies sur la plupart des boîtes, avec une 

croissance très réduite d’E. coli, limitée aux bordures périphériques des boîtes. Ces observations 

confirment l’effet synergique des 03 composés dans le renforcement de l’activité 

antimicrobienne des BL. 
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Figure 26 : Résultats après incubation des tubes de Box Benhken. 
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Figure 27 : Résultats d’optimisation de l’activité antibactérienne utilisant le Box Benhken. 

6. Effets de différentes concentrations de glucose sur l'activité anti-E.coli 

Dans cette phase expérimentale, l’effet de différentes concentrations en glucose (5, 10 

et 15 g/L) sur l’activité antimicrobienne des BL a été évalué. Les souches bactériennes ont été 

cultivées dans du lait UHT supplémenté avec les concentrations indiquées, puis incubées à 

37 °C pendant 72 heures. Les observations visuelles des cultures (figure 28) ont révélé une 

coagulation marquée dans tous les tubes, avec une modification notable de la couleur, traduisant 

une activité métabolique intense. Ces résultats suggèrent que l’augmentation de la disponibilité 
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en glucose pourrait favoriser la production de métabolites bioactifs par les BL. Par ailleurs, les 

tests de diffusion sur gélose (figure 29) ont mis en évidence des zones d’inhibition larges autour 

des puits, indiquant une forte activité antimicrobienne contre E. coli. La croissance bactérienne 

pathogène a été très limitée, ne se manifestant que sous forme de développement marginal sur 

les bordures des boîtes. Ces résultats concordent avec plusieurs études récentes qui ont montré 

que l’enrichissement en glucose du milieu de culture favorise la biosynthèse de substances 

antimicrobiennes par les BL, Par exemple, Zhou et al., 2016 ont démontré que l’augmentation 

de la concentration en glucose améliorait significativement la production de lactate et d’autres 

métabolites inhibiteurs chez Lactobacillus plantarum. De même, Gaspar et al., 2018 ont 

observé une relation directe entre la concentration en sucre et l’activité antimicrobienne de 

Lactobacillus acidophilus contre des entérobactéries pathogènes. 

 

Figure 28 : Résultats d’incubation des tubes contiennent des concentrations variables de glucose (5,10 et 15 

g/L). 
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Figure 29 : Effet de la concentration initiale (5, 10 et 15%) de glucose (G) sur l’activité anti-E.coli. 

7. Effets de taux d’inoculum de Staphylococcus sur l’activité anti-E.coli 

Dans le but d’évaluer l’impact d’une exposition prolongée et répétée des BL à une 

souche pathogène, et l’effet d’inoculum différant, une série d’expériences a été réalisée en 

incubant les BL avec différentes concentrations d’un inoculum de Staphylococcus (25, 50, 75 

et 100 ml). Cette co-incubation a été effectuée dans du petit lait pendant une période de 30 

jours, afin de simuler une exposition prolongée au pathogène. L’objectif était de déterminer si 

une exposition initiale influence la réponse antimicrobienne des BL lors d’une exposition 

ultérieure. À l’issue de l’incubation (figure 30), une coagulation significative du lait a été 

observée dans tous les tubes, indiquant une activité métabolique intense des BL, probablement 

liée à la production d’acides organiques et autres composés antimicrobiens. Le test de diffusion 

sur gélose (figure 31) mis en évidence des zones d’inhibition de grande taille contre E.coli. Une 

faible croissance bactérienne a été détectée uniquement aux bordures des boîtes de Pétri, ce qui 

reflète une forte activité antimicrobienne persistante. Les observations obtenues sont en accord 

avec plusieurs travaux récents ayant exploré les interactions entre BL et pathogènes. Des études 

ont montré que l'exposition répétée ou prolongée à des bactéries pathogènes peut moduler le 

comportement des BL, en stimulant la production de métabolites antimicrobiens. Anjana et 

Tiwari, 2022 ont mis en évidence que certaines souches de Lactobacillus rhamnosus 

augmentent la production de bactériocines et d’acides organiques après une première exposition 

à Staphylococcus aureus, renforçant ainsi leur effet inhibiteur lors d’une exposition ultérieure. 
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De même, Ibrahim et al., 2021 ont rapporté que la co-culture prolongée de Lactobacillus 

plantarum avec des souches pathogènes induit une modulation de l’expression génique, 

notamment des gènes liés à la synthèse de composés antimicrobiens. 

Plus récemment, Anjana et Tiwari, 2022 ont montré qu’une exposition répétée à des 

agents pathogènes peut renforcer la résistance des BL et améliorer leur efficacité 

antimicrobienne, en particulier contre des cocci Gram positifs comme S. aureus. 

 

Figure 30 : Résultats d’incubation des tubes avec un taux d’inoculum de staphylococcus (25, 50, 75 et 100µL). 
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Figure 31 : Effet de taux d’inoculum de Staphylococcus (S) (25, 50, 75 et 100µL) sur l’activité anti-E.coli.
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Ce travail de recherche avait pour objectif principal d’optimiser l’activité 

antimicrobienne des bactéries lactiques (BL) vis-à-vis des certaines bactéries pathogènes, dans 

le but d’explorer leur potentiel en tant qu’agents bioactifs. Dans un contexte marqué par la 

montée alarmante de la résistance antimicrobienne, une attention particulière a été portée à 

l’évaluation des bactéries lactiques comme alternatives potentielles aux antibiotiques 

conventionnels. Par ailleurs, l’étude visait également à analyser le comportement adaptatif des 

BL suite à une première interaction avec une bactérie pathogène, afin de déterminer si une 

exposition antérieure, qu’elle soit à la même souche ou à une autre souche pathogène, peut 

modifier leur réponse antimicrobienne lors d’un contact ultérieur. 

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont mis en évidence l’existence de plusieurs 

leviers d’optimisation de l’activité antimicrobienne des bactéries lactiques. Il a notamment été 

observé que l’ajout de certains composés prébiotiques tels que l’extrait de levure, le Tween 80 

et l’acide ascorbique au milieu de culture a permis de stimuler significativement l’effet 

inhibiteur des BL, en particulier contre Escherichia coli. Ces substances, intégrées au processus 

de fermentation, semblent jouer un rôle favorable dans l’induction ou la modulation de la 

biosynthèse des composés antimicrobiens. 

Par ailleurs, les résultats ont montré que l’exposition préalable des bactéries lactiques 

à une souche pathogène entraîne une réponse antimicrobienne renforcée lors d’un contact 

ultérieur, même lorsque la seconde exposition concerne une souche pathogène différente. Cela 

suggère que les BL pourraient développer une forme de mémoire adaptative ou une réactivité 

accrue après une interaction initiale, ce qui ouvre des perspectives intéressantes pour leur 

valorisation en tant qu’agents antimicrobiens naturels. 

Sur le plan scientifique, ce travail met en évidence la possibilité d’orienter ou 

d’intensifier l’activité antimicrobienne des BL en agissant sur les conditions de culture ou par 

des expositions contrôlées à des souches pathogènes. Cette capacité d’adaptation ou de 

modulation, observée après une première interaction, suggère une forme de plasticité 

fonctionnelle des BL, potentiellement exploitable dans des applications thérapeutiques ou 

agroalimentaires. 

Bien que les résultats obtenus soient prometteurs, certaines limitations expérimentales 

doivent être prises en compte. En premier lieu, le nombre de souches bactériennes testées a été 
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restreint, ce qui ne permet pas de généraliser les conclusions à l’ensemble des bactéries 

pathogènes ou lactiques. Par ailleurs, le temps alloué à l’expérimentation n’a pas permis 

d’approfondir certains aspects, notamment la répétition des tests sur une plus grande variété de 

conditions de culture ou d’interactions microbiennes. 

De plus, l’identification précise des molécules responsables de l’activité 

antimicrobienne n’a pas pu être réalisée, en raison de l’absence d’analyses biochimiques 

poussées (comme la chromatographie ou la spectrométrie de masse). Cette étape aurait permis 

de mieux comprendre les mécanismes d’action sous-jacents 

Enfin, les conditions expérimentales contrôlées en laboratoire ne reflètent pas toujours 

fidèlement les environnements réels (digestif, alimentaire ou clinique), ce qui peut limiter 

l’extrapolation des résultats à une échelle appliquée. 

À la lumière des résultats obtenus, plusieurs perspectives scientifiques et appliquées 

peuvent être envisagées. Une suite logique de ce travail consisterait à purifier et caractériser les 

molécules bioactives produites par les bactéries lactiques, notamment les métabolites 

secondaires ou peptides antimicrobiens responsables de l’effet inhibiteur. Cette étape 

permettrait de mieux comprendre leur mécanisme d’action et d’évaluer leur potentiel en tant 

que molécules alternatives aux antibiotiques, notamment dans le domaine clinique. 

D’autre part, l’exploitation de ces composés naturels pourrait être envisagée dans la 

formulation de compléments alimentaires, visant à renforcer la flore intestinale, à favoriser la 

digestion ou encore à prévenir les infections intestinales causées par des bactéries pathogènes. 

Ces axes de recherche ouvrent ainsi la voie à une valorisation biotechnologique durable des 

bactéries lactiques dans les secteurs de la santé humaine et de l’agroalimentaire. 

En somme, ce travail a permis de poser les premières bases expérimentales en faveur 

d’une utilisation raisonnée et innovante des bactéries lactiques dans la lutte contre les 

pathogènes, en proposant des alternatives naturelles prometteuses face aux enjeux mondiaux de 

la résistance antimicrobienne.
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Annexe 1 : Matériel et produits 

Produits et réactifs 

Glucose ; 

Lactose ; 

Saccharose ; 

Extrait de levure ; 

Peptone ; 

Tween 80 ; 

Acétate de sodium ; 

Acide ascorbique ; 

NaCl ; 

Kovacs. 

Antibiotiques  

Triméthoprime (TMN) ; 

Céfotaxime (CT) ; 

Céfépime (FEP) ; 

Ampicilline (AMP) ;  

Ciprofloxacine (CIP). 

Appareils 

Etuve (Memoret) ; 

Vortex (Top Mix) ; 

Balance (Adventurer) ; 

pH mètre (HANNA instruments). 



 
 
  

 
 

 

Annexe 2: Composition des milieux 

Composition du lait UHT partiellement écrémé (g/L) 

Lipides…………………………………………………………………………………1,5 

Glucides……………………………………………………………………………….. 4,5  

Protéines……………………………………………………………………………….... 3  

Sel……………………………………………………………………………………… 0,1  

Calcium…………………………………………………………………………….....   0,12 

pH = 6,2 

Composition de Petit lait (leben) enrichi avec Bifidobacterium (g/L) 

Lipides……………………………………………………………………………….. 1,65  

Lactose………………………………………………………………………………. 3,62  

Protéines ……………………………………………………………………………… 2,7  

Calcium……………………………………………………………………………… 0,098  

Sel……………………………………………………………………………………. 0,07  

pH = 4,04 

Composition de yaourt enrichi avec Bifidobacterium (g) 

Glucides………………………………………………………………………………… 11,34  

Lipides…………………………………………………………………………………… 3,15  

Protéines…………………………………………………………………………………. 3,25  

Calcium………………………………………………………………………………121,14 mg 

Sel…………………………………………………………………………………………0,11  

pH = 4,24 



 
 
  

 
 

Composition de Yaourt sucré (g/L) 

Lipides…………………………………………………………………………………… 1,55  

Glucides……………………………………………………………………………………. 12  

Protéines…………………………………………………………………………………. 3,57  

Sel……………………………………………………………………………………….. 0,11  

Calcium………………………………………………………………………………… 152 mg 

pH = 4,31 

Gélose nutritive (GN) (g/L) 

Extrait de viande………………………………………………………………………….. 3  

Peptone……………………………………………………………………………………. 5  

NaCl………………………………………………………………………………………. 5  

Agar-Agar……………………………………………………………………………….. 15  

pH = 7 

Composition du milieu M17 (g/L) (Hayek et al., 2019) 

Peptone…………………………………………………………………………………… 5  

Extrait de viande………………………………………………………………………….. 5  

Extrait de levure………………………………………………………………………... 2,5  

Acétate de sodium………………………………………………………………………... 5  

Phosphate di-potassique………………………………………………………………… 19  

Sulfate de magnésium…………………………………………………………………. 0,25  

Acide ascorbique……………………………………………………………………….. 0,5  

Tween………………………………………………………………………………...... 80 ml 



 
 
  

 
 

Glucose…………………………………………………………………………………… 5  

pH = 7 

Composition de Milieu Man, Rogosa et Sharpe (MRS) (g/L) (Yoon et al., 2023) 

Peptone………………………………………………………………………………….. 10  

Extrait de viande…………………………………………………………………………. 8  

Extrait de levure……………………………………………………………………….......4   

Glucose………………………………………………………………………………….. 20   

Acétate de sodium………………………………………………………………………..  5   

Citrate de sodium…………………………………………………………………………. 2  

Phosphate mono-potassique……………………………………………………………… 2  

Sulfate de magnésium heptahydraté……………………………………………………. 0,2 

Sulfate de manganèse mono-hydraté…………………………………………………. 0,05  

Tween 80……………………………………………………………………………... 1,0 ml 

Agar……………………………………………………………………………………... 15  

pH = 6,2 

Milieu Mannitol mobilité (g/L) (Emeanuru et al., 2024) 

Extrait de viande………………………………………………………………………… 3  

Peptone ………………………………………………………………………………….10  

Mannitol…………………………………………………………………………………. 2  

Rouge de phénol……………………………………………………………………... 0,025  

Chlorure de sodium………………………………………………………………………. 5  

Agar………………………………………………………………………………………. 3  



 
 
  

 
 

pH = 7,4 

Milieu Citrate de Simmons (g/L) (Ndlovu et al., 2023) 

Citrate de sodium…………………………………………………………………………. 2  

Phosphate di-hydrogéné d'ammonium ……………………………………………………1  

Chlorure de sodium………………………………………………………………………. 5  

Sulfate de magnésium………………………………………………………………….. 0,2  

Bleu de bromothymol ………………………………………………………………… 0,08   

Agar……………………………………………………………………………………... 15  

pH = 6,8 

Composition de Milieu Triple Sugar Iron (TSI) (g/L) (Hezil et al., 2021) 

Peptone………………………………………………………………………………….. 15  

Extrait de levure………………………………………………………………………….. 3  

Extrait de viande…………………………………………………………………………  3  

Glucose…………………………………………………………………………………… 1  

Lactose…………………………………………………………………………………... 10  

Saccharose………………………………………………………………………………. 10  

Chlorure de sodium…………………………………………………………………….. 5,0  

Thiosulfate de sodium…………………………………………………………………  0,3  

Citrate ferrique…………………………………………………………………………. 0,2  

Rouge de phénol…………………………………………………………………….  0,024  

Agar……………………………………………………………………………………... 12  

pH = 7,4 



 
 
  

 
 

Composition de milieu Sulfide Indole Motility (SIM) (g/L) (Hardy, 2020) 

Peptone………………………………………………………………………………….. 30  

Extrait de viande…………………………………………………………………………. 3  

Fer ammoniacal………………………………………………………………………… 0,2  

Thiosulfate de sodium……………………………………………………………….. 0,025  

Agar……………………………………………………………………………………. 3,0  

pH = 7,3 

Composition de Milieu Muller Hinton (g/L) (Whelan et al., 2024) 

Extrait de viande………………………………………………………………………. 17,5  

Amidon…………………………………………………………………………………. 1,5  

Agar…………………………………………………………………………………….. 17  

pH = 7,3 

Composition de milieu Chapman (g/L) (Jakubczyk et al., 2023) 

Peptone…………………………………………………………………………………… 10  

Extrait de viande………………………………………………………………………….. 1  

Mannitol…………………………………………………………………………………. 10  

Chlorure de sodium…………………………………………………………………….... 75  

Rouge de phénol……………………………………………………………………..... 0,025  

Agar…………………………………………………………………………………….... 15  

pH = 7,4  

Composition de Milieu Mac-conkey (g/L) (Aziz et al., 2025) 

Peptone………………………………………………………………………………....... 17  



 
 
  

 
 

Extrait de bile………………………………………………………………………………. 1,5  

Lactose……………………………………………………………………………………… 10  

Chlorure de sodium………………………………………………………………………….. 5  

Rouge neutre……………………………………………………………………………… 0,03  

Cristal violet…………………………………………………………………………….. 0,001  

Agar……………………………………………………………………………………… 13,5  

pH =  7,1  
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Résumé  

Dans le cadre de la recherche d’alternatives naturelles aux antibiotiques face à la montée de 

la résistance microbienne, cette étude s’est focalisée sur l’évaluation et l’optimisation de l’activité 

antibactérienne des bactéries lactiques. La démarche expérimentale a débuté par l’isolement de souches 

de bactéries lactiques à partir de produits fermentés du commerce, cultivées sur milieu MRS et M17. 

Les isolats ont ensuite été soumis à un criblage contre un panel de bactéries pathogènes fournies par le 

laboratoire d’hygiène régionale de constantine, parmi lesquelles Escherichia coli, Staphylococcus et 

Bacillus ont été retenues sur la base de leur implication fréquente dans les toxi-infections. L’évaluation 

préliminaire par la méthode des puits en gélose a permis de détecter une inhibition variables, avec une 

sensibilité marquée d’E. coli. Un criblage secondaire en milieu liquide a ensuite été réalisé, en exposant 

ces pathogènes à du petit-lait fermenté pendant un mois, révélant une intensification de l’effet 

antimicrobien au fil du temps. Suite à un test de confrontation en co-culture, E. coli a été identifiée 

comme la souche la plus sensible, ce qui a justifié son choix pour les essais ciblés. L’optimisation de 

l’activité anti-E. coli a été entreprise par l’enrichissement du milieu avec des probiotiques 

commerciaux. Un plan Plackett-Burman a ensuite permis d’identifier les facteurs expérimentaux les 

plus déterminants dans l’augmentation de l’activité antibactérienne, tels que la source de carbone, la 

durée de fermentation et l’origine des souches. Enfin, une série d’expériences a été menée pour 

analyser l’effet d’une double exposition des bactéries lactiques à une bactérie pathogéne, montrant une 

réponse adaptative significative. Les résultats ont démontré une nette amélioration des zones 

d’inhibition après optimisation, atteignant des diamètres plus larges comparés aux conditions initiales, 

et confirmant une augmentation de la production de substances bioactives, probablement des 

bactériocines. Ces observations confirment non seulement le potentiel des bactéries lactiques comme 

agents antimicrobiens naturels, mais suggèrent aussi leur capacité d’adaptation face à une pression 

microbienne prolongée, ce qui renforce leur intérêt comme alternative crédible aux traitements 

antibiotiques classiques. 

 

 Mots-clés : Bactéries lactiques, Activité antibactérienne, Escherichia coli, Staphylococcus, 

alternatives d’antibiotiques. 
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