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سخر و كم  ي ما ل ا ف ا و سما ما ل و ي  ف ض  ر ا عا ا ي جم منه  ي إن  ذ ف ا ل وم اي   ل
كرون ف ت  .ي

ي  جاث  (13) ال
 

 

Traduction du sens : 

« Et I l vous a assujetti tout ce qui est dans les cieux et sur la terre, le 

tout venant de Lui. Il y a là des signes pour les gens qui réfléchissent » * 

(Saint coran., sourate "Aljathya"=L'agenouillée., verset:13). 

 
 
 
 
 
 

 
* : Il est du devoir du croyant de méditer sur les données de la nature afin 

d’en tirer profit. 
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Résumé 

 
Introduction et objectifs: La lutte contre les microorganismes 

pathogènes et/ou altérants connait, de nos jours, un recours aux moyens alternatifs et 

de caractère bio à l’image des bactéries lactiquesqui s'avèrent être un outil prometteur 

pour la qualité des aliments. Cette étude s’intéresse à l’isolement des LAB à partir de la 

viande salée et séchée (Khliaa) pour une l’utilisation à la bioconservation et comme 

probiotiques. Méthodes: Pour s’en faire, l’isolement a été réalisé sur deux gélose 

(MRS-A et MRS-VA-VBC) avec incubation à 30 °C en anaérobiose. L’identification des 

isolats lactiques a été basée sur des tests morphologiques, biochimiques et 

physiologiques afin de les différencier au taxin genre et espèce. Résultats : L’activité 

antagoniste   à   l’encontre   de    six (06)    bactéries    pathogènes    et/ou    

d’altération : B. cereus ATCC 11778, E. fecalis ATCC 29212,  L.  ivanovii ATCC 19119, 

St. aureus ATCC 25923, St. aureus ATCC 43300 et St. aureussp., ainsi que l’étude de 

quelques propriétés technologiques (pouvoir protéolytique, lipolytique, épaississant et 

aromatisant) et de la potentialité probiotique (résistance aux conditions gastriques 

simulées et à la bile) ont fait ressortir que 3 isolats Lactobacillus spp., 1 isolatPediococcus 

acidilactici et 2 isolatsTetragenococcus spp. ont prouvé un grand potentiel antibactérien 

notamment   contre St. aureus   ATCC   25923,   E. fecalis ATCC 29212,    B. cereus 

ATCC 11778 et L. ivanovii ATCC 19119 ; avec des zones d’inhibition importantes 

(jusqu’à 12 mm) qui diffèrent d’un isolat à un autre et qu’ils jouissent, en plus, des 

qualités technologiques et probiotiques.Ces isolats sontconservés pour une éventuelle 

exploitation dans des futures recherches. Conclusion : les LAB sont des principaux 

acteurs de la bioconservation, et prochainement, leurs métabolites des possibles 

alternatifs aux antibiotiques et conservateurs chimiques. 

 
 
 
 
 
 
 
Mots clé :bactéries lactiques, Khliaa, effet antimicrobien, probiotique, technologie. 
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Absract 

Introduction and aims: Among the various methods to fight foodborne 

pathogenic and/or food spoilage microorganisms, the lactic acid bacteria (LAB) appear 

to be promising tools for the quality and the biopreservation. This experimentation 

interested to the isolation of LAB from salted and dried meat (Khliaa) in the aim to use 

them as biopreservative agents and as probiotics. Methods: Thus, isolation was 

realized using MRS agar (MRS-A and MRS-VA-VBC) anaerobically. Identification of 

isolates used morphological aspects, physiological and biochemical tests in order to 

classify LAB isolates in the range of genera and/or species. Results: The antagonistic 

activity has been evaluated against six (06) pathogens and/or food spoilage bacteria, 

namely: B. cereus ATCC 11778,      E.       fecalis  ATCC 29212,       L.       ivanovii ATCC 

19119, St. aureus ATCC 25923, St. aureus ATCC 43300 and St. aureus  sp.  and, 

complemented by studying some technological properties (proteolytic and lipolytic 

abilities, EPS and aroma production) and probiotic potentiality (resistance at simulated 

gastric  conditions and bile salts). Results highlighted 3 isolates Lactobacillus spp., 1 

isolate Pediococcus acidilactici and  2 isolates Tetragenococcus spp. as being the most 

important by their antimicrobial activity shown by different inhibition zones going 

from an isolate to another (10 mm or better), and having the most important 

technological properties and potentiality to be qualified as probiotics. Conclusion: 

LAB are main actors in bioconservation and the use of their metabolites will sibstitute 

antibiotics and chemical agents. 

 
Key words: Lactic acid bacteria, Khliaa, antimicrobial effect, Probiotic, technological 
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 ملخص

  

/ا المس للتلف  ض  ي المم ئ المج م ال ف في مق متع ء ال ه  أي يعي  للج ئط بديل  س

ستعم ي ك ي الل تي اعد لحفظ ال ال سيل  د  ي عيل  ي ي اأغ ي الل تي تم بع ال ب ت . ه التج

ي   مجفف )خليع(المملح اللحم المن  كيمي جي  بي ل ف ا م يق اخت ا عن  يف ه الع تع

ا عل مست ال جي  لتميي ه الع ل ي يلفي ا  ع  الف م الم تج ست ك  ( 06) تقييم نش

/ا مس للتلف ض  ب مم   مي

B. cereus ATCC 11778 ,   E. fecalis  ATCC 29212,  L. ivanovii ATCC 19119, 

St. aureus  ATCC 25923, St. aureus ATCC 43300 و   Staphylococcus aureus sp. 

جي  ل ئص الت اس بعض ال ا  ي ك تي بي ي ال م( الت عد عل ال ستعم  )كمس الع تم ب

.(MRS-A MRS-VA-VBC)  ين ع صل سطي   

ي  ل الل يف المست ت ال عتع ا خل تلف ااخت يف  م ا ااتي عل اس التع الع  

1 Pediococcus acidilactici,  3 Lactobacillus spp.,  2 Tetragenococcus spp. 

ل أنعل  ي  من حيثالمن حيث   اأف تي ي  ش الم لل الت جي  ل ئص الت بعض ال

ي تي بي   .ال

                                                              . 

          

 

يالكلما المفتاحي   ي الل تي ش الم للم .ليعال .ال تيك. ال بي جي. ال ل .            الت
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Introduction générale 

Les bactéries lactiques font référence à un groupe de genres de bactéries colonisant 

différents biotopes microbiens (sol, plantes, système digestif de l’homme, etc.). Elles sont 

bénéfiques pour l’homme et la caractéristique commune unissant ce groupe de bactéries étant 

la production d’acide lactique comme produit final de fermentation des glucides. 

 
En effet, l’utilisation de ces bactéries dans la production de nombreux aliments est 

vraiment ancestrale notamment dans la préparation des laitages fermentés, le saumurage des 

légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, etc. En industrie alimentaire, elles sont 

largement utilisées pour la production des produits fermentés et comme outils de sécurité 

(Leroy & de Vuyst, 2004; Adams & Mitchell, 2002; Ross et al., 2002), et qu’elles 

jouissent de différentes propriétés technologiques contribuant à la texture et à la flaveur des 

aliments, par la production de composés aromatiques notamment. Quant au plan hygiénique, 

les bactéries lactiques entravent le développement de la microfaune indésirable 

(Benkerroum & Tamime, 2004) et prolongent la durée de vie des aliments, par le 

décroissement du pH et les divers métabolites à un effet antimicrobien qu’elles produisent 

(Moraes et al., 2010 ; Dortu & Thonart, 2009 ; Piard & Desmazeaud, 1991). Leur 

incorporation, soit de manière empirique, dans les aliments (Ross et al., 2002) soit de façon 

industrialisée pour prolonger la conservation de l’aliment et améliorer sa qualité sanitaire est 

très répandue. 

 
L’utilisation de microorganismes vivants dans la conservation naturelle des aliments 

en   préservant   leurs   propriétés   organoleptiques   et   nutritionnelles   s’appelle   la   bio- 

conservation ou bien la technologie dite «douce» (Settanni & Corsetti, 2008 ; Gálvez et 

al.,  2007).  Cette  technologie  a  la  prérogative  de  réduire  le  recours  aux  conservateurs 

chimiques, qui ont montré, pour certains d’entre eux, des répercussions traitées indésirables 

sur la santé de l’homme, du même qu’aux traitements thermiques souvent préjudiciables aux 

propriétés  organoleptiques  et  nutritionnelles  des  aliments.  Les  bactéries  lactiques  sont 

utilisées   en   bioconservation   pour   leurs   capacités   à   produire   plusieurs   métabolites 

antimicrobiens,  tels  les  acides  organiques  (acide  lactique,  acide  acétique,  etc.),  l’éthanol,  le 

peroxyde  d’hydrogène,  le  diacétyl,  la  reutérine,  le  dioxyde  de  carbone  et  les  bactériocines 

(De Martinis et al., 2003;Carretal., 2002; Abee et al., 1995 ; Klaenhammer 1988). 
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Dans ce sens, il est intéressant d’étudier cet exemple d’interaction bénéfique entre les 

microorganismes dont les bactéries lactiques ont été, et elles sont encore mieux, des acteurs 

invincibles dans la préservation de nos aliments et la protection de notre santé contre les 

infections, et qu’il est lieu de méditer comment nos ancêtres ont, instinctivement, tiré profit 

de ces microorganismes avant même que personne ne savait le moindre détail sur leur 

privilège ; il s’agit vraiment d’une guidée divine et que toute créature est soumise au service 

de l’homme. 

 
Du fait, et comme la conservation traditionnelle des aliments dans notre région fait 

facilement allusion à la viande salée et séchée appelée encore Khliaa ; cette dernière était 

choisie comme biotope pour cette étude afin d’évaluer l’effet antimicrobien de son microbiote 

lactique. 

Par conséquent, ce travail de mémoire avait pour objectifs : 

L’isolement et l’identification phénétique des bactéries lactiques à partir de 

« Khliaa ». 

La mise en évidence d’une éventuelle activité antagoniste de ces isolats 

lactiques contre des germes pathogènes et/ou d’altération. 

La mise en crête de quelques propriétés d’ordre technologique ou probiotique. 

 
La première partie de ce mémoire servira d’une introduction au sujet par une analyse 

bibliographique comportant trois chapitres : le premier ; rappelle la composition 

physicochimique de viande, sa microbiologie et ses différentes qualités recherchées par le 

consommateur et l’industrie. Le deuxième, traite les bactéries lactiques, leur classification, 

métabolisme, culture et leurs principales applications industrielles notamment dans la filière 

agroalimentaire et met l’accent sur les bactériocines. Le troisième chapitre est un focus sur 

les probiotiques, leur définition, bienfaits ainsi que leurs critères de choix et validation pour 

l’usage. 

 
La seconde partie, exposera le matériel et les méthodes mis en œuvre dans la 

réalisation de l’étude. Elle comporte l’isolement, et l’évaluation de la capacité antagoniste du 

microbiote lactique contre les germes nuisibles ainsi que l’identification des bactéries 

lactiques purifiées et l’étude  de  quelques  propriétés  technologiques  et certaines épreuves 

in vitro pour dévoiler une éventuelle potentialité probiotique. La dernière partie du manuscrit 

affichera les résultats obtenus et une discussion. 
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Chapitre1 
 

Généralités sur la Viande 
 
 
 

1.1 Définition de la viande 
 

L’appellation « viande » fait référence à la chair des animaux dont on a coutume de se 

nourrir. Elle comprend la chair des mammifères, des oiseaux et quelquefois des poissons 

(Staron, 1979). 

 
Selon L’organisation mondiale de la santé animale (créée sous le nom d'Office 

International des Epizooties (OIE)), la viande désigne toutes les parties comestibles d'un 

animal et elle considère par le mot « animal », dans ce contexte « tout mammifère ou    

oiseau ». Dans ce vocabulaire est inclue la chair des mammifères (Ovin, bovin, caprin, 

camelin etc.) et des oiseaux (poulet, dinde, pintade, etc.). Mais la qualité de la viande est 

fonction de la race, de l'âge, et du sexe de l'animal (Elrammouz, 2005 ; Fosse, 2003). 

 
Etant  caractérisées  par  une  grande  hétérogénéité,  les  viandes  sont  principalement 

constituées   de   muscles   striés   squelettiques   qui   comportent   aussi   d’autres   tissus   en 

proportions  très  variables  selon  l’espèce,  la  race,  l’âge,  le  régime  alimentaire  et  la  région 

anatomique concernée. Ce sont surtout les tissus conjonctifs, adipeux parfois les os et la peau 

(Gondret et al., 2004 ; Debiton, 1994 ; Staron, 1982). 

 

1.2 Du muscle à la viande ; évolution, composition et 

caractéristiques 

Le   muscle   est   une   structure   anatomique   résultant   d’un   ensemble   de   cellules 

spécialisées rassemblées en faisceaux. Physiologiquement parlant, il s'agit de loges, capables 

de  contractions  et  de  décontractions  et  y  génératrices  de  mouvements   (Serg, 2005 ; 

Lawrie, 1998B ; Dumont et al., 1982). 
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1.2.1 Évolution 

 
Une fois l’abattage des animaux de boucherie effectué, les muscles seront scène de 

multiples modifications, plus ou moins importantes qui donnent naissance, définissent et 

déterminent des qualités organoleptiques inhérentes à la viande. Le passage du muscle en 

viande est la résultante d’un ensemble de processus très complexes, surtout d’ordre physico- 

chimique faisant appel aux systèmes enzymatiques (Ouali, 1990 a et b). On en peut 

valablement considérer que le muscle passe, au cours de sa transformation en viande, par 

trois états qui se succèdent laissant l’un place à l’autre (Ouali, 1990 a): 

 

   L’état pantelant : qui suit spontanément l’abattage. Au cours duquel, la musculature 

se caractérise par les contractions persistantes, sa durée coïncide en effet avec un laps 

de  temps  n’excédant  pas  les  20  minutes  et  qui  correspond  à  la  durée  de  survie  du 

système  nerveux  (Joanisse, 2004 ;  Ouali,  1991 ;  Soltner,  1979  ;  Rosset  et  al., 

1984) ; 

   L’état rigide : qui est le point d’aboutissement de la rigidité cadavérique dite encore 

Rigor   mortis.   Il   prend   place   après   l’épuisement   des   réserves   énergétiques   et 

l’acidification du tissu musculaire (Boccard et al., 1984) ; 

   L’état mature : qui est le point conséquent de la phase de maturation, c’est au cours 

duquel  que  s’élaborent,  en  grande  partie,  divers  facteurs  qui  définissent  les  qualités 

organoleptiques  de  la  viande  notamment  la  tendreté  (Balon  &  Yerneni,  2001 ; 

Lawrie, 1998 a). 

 

La viande résulte, donc, de l’évolution post mortem du tissu musculaire squelettique 

(ou strié) et du tissu adipeux. Ses qualités sont ainsi fonction de la structure et la 

composition de ces tissus (Elrammouz, 2005). 

 

1.2.2 Composition biochimique 

 
La composition du muscle varie entre les animaux et d'un muscle à l'autre chez un 

même animal (Stetzer et al., 2006). Le tableau 1.1indique la composition biochimique 

moyenne de la viande. 
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Tableau 1.1 : Composition biochimique moyenne de la viande rouge (Rosset et al., 1984) 
 
 

Composant Moyenne 

Eau 
Protéines 
Lipides 
Substances azotées non protéiques 
Glucides et catabolites 
Composés minéraux 

75 % 
15.5 % 

3 % 
1.5 % 
1 % 
1 % 

 

1.2.2.1 Protéines 

 
Grâce  à  leurs  protéines  riches  en  acides  aminés  indispensables  et  qui  les  classent 

parmi les protéines nobles, les viandes sont, par excellence, la première source de protéines 

(Youling et al., 2001 ; Staron, 1982 ; Truchot, 1979). 

 
La   teneur   en   protéines   varie   entre   16   et   22%   du   poids   total   de   la   viande 

(Coibion, 2008)  et  elles  sont  réparties  en  :  protéines  intracellulaires  représentées  par  les 

protéines  sarcoplasmique  (albumine,  globuline,  hémoglobine  et  myoglobine),  les  protéines 

myofibrillaires  (actine,  myosine,  tropomyosine  et  actinine)  et  en  protéines  extracellulaires 

(collagène, réticuline et élastine) (Lawrie, 1998B). 

 
1.2.2.2 Lipides 

 
La fraction lipidique fait 3 à 5 % de la composition totale du muscle (Coibion, 2008). 

Les  lipides  de  la  viande  se  présentent  sous  forme  de  triglycérides  et  de  phospholipides 

(lipides  membranaires  insaturés)  et  sont  constitués  d’acides  gras  saturés  dont  45  à  55% 

d’acides gras sont indispensables (Sloan, 2009 ; Geay et al., 2002 ; Craplet, 1966). Ils sont 

localisés dans la fibre musculaire ou dans le tissu conjonctif entre les faisceaux musculaires 

(Janz  et  al., 2008 ;  Craplet, 1966).  La  qualité  lipidique  reste  fonction  de  l’espèce,  de 

l’animal et de l’alimentation (Thomas et al., 2008 ; Vierling., 2003). 

 
1.2.2.3 Glucides 

 
Au cours de la maturation de la viande, le glycogène du muscle se transforme en  

acide lactique ; la teneur en glucides des viandes est stable, elle est de 1.2 % chez le bovin 

(Monin & Ouali, 1991). 
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1.2.2.4 Vitamines 

 
Les viandes contiennent la Thiamine B1, la Riboflavine B2 et sont pauvres en 

vitamine C. Elles sont alors riches en vitamines hydrosolubles surtout le groupe B. Celles 

qui ont une teneur élevée en gras sont riches en vitamines liposolubles (Mansour, 1996). 

 

1.2.3 Caractéristiques physico-chimiques 

1.2.3.1 Teneur en eau 

 
La teneur du muscle en eau varie selon l’âge, le type de muscle et surtout la teneur en 

lipides (Schone et al., 2006). Le muscle peut contenir de 60 à 80 % d'eau dont 90 à 95 % 

sous forme libre et 5 à 10% sous forme liée (Coibion, 2008 ; Huff-Lonergan et al., 2005 ; 

Lawrie, 1998B). 

 
1.2.3.2 Minéraux 

 
Les viandes sont les aliments les plus riches en sélénium avec une teneur moyenne de 

9 μg/100 g de viande environ. Il s’agit d’un antioxydant qui protège l'organisme contre les 

peroxydations lipidiques, y donc contre le vieillissement, comme il prévient des maladies 

cardiovasculaires  (Interbew, 2005). Elles sont la meilleure  source de fer heminique (3 à     

6 mg), qui est beaucoup mieux que le fer non heminique assimilé par l'organisme humain 

(Interbew, 2005 ; Craplet, 1966). Les viandes font une source principale en zinc. Elles 

apportent du potassium et du phosphore, mais quant au calcium, elles en sont très pauvres 

(Henry, 1992). 

 

1.3 Viande et qualités 

La    notion    de    qualité    peut    se    définir    selon    International    Organization    for 

Standardization (ISO) dans sa nouvelle et dernière version ISO 9000 : 2015 comme l’aptitude 

d'un ensemble de caractéristiques intrinsèques d'un objet à satisfaire des exigences. En l’occurrence 

pour la viande, il s’agit de satisfaire les consommateurs et les industries de la transformation, 

qui  constituent  les  utilisateurs  à  hauteur  respective  de  20  à  35 %  et  de  65  à  80 %  de  la 

carcasse produite (Sayah, 2000). 
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En ce qui est de la notion de qualité intrinsèque des viandes, c’est une notion relative 

qui   dépend   d’éléments   composants   en   nombre   de   huit   (8) plus   ou   moins   objectifs   : 

hygiénique  (sécurité),  nutritionnelle  (santé),  organoleptique,  technologique  (marchande), 

usage  (service),  régularité,  rêve  et  étique,  dont  les  quatre  premiers  sont  liés  à  la  qualité 

microbiologique de la viande (Fraysse & Darre, 1990). 

 

1.3.1 Qualités organoleptiques 

 
La   qualité   organoleptique   comprend   les   propriétés   sensitives.   Ce   sont   les 

caractéristiques perçues par les sens du consommateur (l'aspect et la couleur, l'odeur et la 

flaveur, la consistance et la texture, le goût et la saveur,) (Lawrie, 2002 ; Touraille, 1994 ; 

Lameloise et al., 1984). Elles peuvent se classer en trois modalités de sensations : 

 

   Qualitative ; qui déterminant la nature de la viande. 

   Quantitative ; représente l’intensité de cette sensation. 

Hédoniste ; qui caractérise le plaisir ressenti à l’égard du produit (Kerry et al., 2002 ; 

Lameloise et al., 1984). 

 

1.3.1.1 Couleur 

 
C’est un critère déterminant pour le consommateur en appréciant l’aspect visuel de la 

viande. Le pigment conférant à la viande sa couleur est principalement la myoglobine qui est 

une  chromoprotéine.  L’oxymyoglobine,  avec  sa  couleur  rouge  vif,  est  synonyme  de  la 

fraîcheur recherchée par le consommateur. Elle résulte spontanément lors du contact entre 

la  viande  et  l’air  où  la  myoglobine  se  combine  avec  l’oxygène  formant ainsi  la  couleur  de 

viande (Coibion, 2008 ; Renerre, 1997). 

 
1.3.1.2 Flaveur 

 
Le  terme  «flaveur»  désigne  à  la  fois  les  impressions  olfactives  et  gustatives  qu’on 

éprouve     au     moment     de     la     consommation     d’un     aliment     (Fournier,     2003 ; 

Pearson et al., 1999 ;  Rosset  et al.,  1984).  Pour  la  viande,  divers  facteurs  influencent  la 

flaveur, à savoir : l’espèce, la race, l’âge, le sexe, le mode d’élevage et l’évolution post mortem 

(Toldra,  2010 ;  Henry,  1992 ;  Rosset  et  al.,  1984).  Et  elle  est  définie  par  plusieurs 

composés  chimiques  libérés  au  cours  de  la  cuisson  (Guillem  et  al.,  2009).Ces  composés 
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sont, selon la nature et l’effet, de 2 classes: 
 

   Les composés volatils responsables de l’arôme ou de l’odeur. Sont des 

composés soufrés, alcools, esters, hydrocarbures aliphatiques, etc. 

   Les composés non volatils responsables du goût. Ils comprennent les 

nucléotides, certains acides aminés, la créatinine. Ces précurseurs sont 

élaborés au cours de la maturation de la viande (Macleod, 1994). 

 

1.3.1.3 Tendreté 

 
La tendreté est la facilité avec laquelle la viande est coupée et broyée au cours de la 

mastication (Vierling, 2003). Elle joue un rôle déterminant dans l’acceptabilité de la viande 

par le consommateur (Rosset, 1984). 

 
La  tendreté  optimale  est  fonction  d’un  rapport  inversement  proportionnel  entre  la 

température de stockage et la durée de conservation. Elle est de 8 jours à 6 C°, de 14 jours à 

2 C° et de 16 jours à 0 C° (Coibion, 2008 ; Lameloise et al., 1984). 

 
1.3.1.4 Jutosité 

 
C’est une qualité organoleptique qu’on perçoit au cours de la mastication de la viande. 

Le facteur essentiel dans la jutosité ou succulence d’une viande est le pouvoir de rétention 

d'eau du muscle (hydratation). Elle se traduit par la faculté de la viande à conserver sa propre 

eau ou de l'eau ajoutée, ce qui est en relation avec la force de liaison de l'eau aux protéines de 

la fibre musculaire (Rosenvold et al., 2001 ; Henry, 1992). 

 

1.3.2 Qualités nutritionnelles 

 
La viande est de loin une source de protéines de haut rang. Les protéines diffèrent par 

leur digestibilité et par leur composition en acides aminés (Daurmaun, 1990); la digestibilité 

des viandes est très élevée ; le Coefficient d’Utilisation Digestive (CUD) est excellent et 

dépasse 95 % (Williams, 2007 ; Comelade, 1995). 

 
La viande est généreuse en fer; cet oligo-élément hautement indispensable à un grand 

nombre de fonctions vitales reste le plus représenté dans l’organisme (Goulet, 1990). Elle 

est aussi une bonne source de zinc et vitamines notamment de groupe B et très riche en 
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vitamine A (Robbins et al., 2003).La place des vitamines de la viande dans la croissance et 

dans l’entretien de l’organisme est parfaitement indiscrète (Rullier, 1999). 

 

1.3.3 Qualités technologiques 

 
Autres que ceux d’ordre strictement alimentaire, les critères technologiques attendus 

par le consommateur et auxquels la viande doit répondre sont, surtout, l’aptitude à la 

conservation, qui se traduit par la durée de vie de l’aliment après l’achat dans des conditions 

de conservation déterminées, la commodité d’emploi par la facilité de stockage et l’opération 

de préparation facile et de longue durée (Brewer, 2010 ; Touraille, 1994). 

 

1.3.4 Qualités hygiéniques 

 
Afin  d’être  sûre  et  préserver  la  santé  du  consommateur,  la  viande  ne  doit contenir 

aucun résidu toxique (métaux lourds, toxines bactériennes), aucun parasite, ni être le siège 

de développement bactérien (Coibion, 2008 ; FAO, 2000 ; Morisetti, 1971). Il faut qu’elle 

soit quasi absolument gardée dans les conditions de sécurité; Elle doit être donc protégée des 

différentes contaminations (Nutsch et al., 1997). 

 

1.4 Microbiologie de la viande 
 

Sur le plan nutritionnel, la valeur nutritive de la viande en fait un aliment de choix 

indispensable pour une ration alimentaire équilibrée en raison de sa richesse en protéines et 

en raison la nature de celles-ci. De l’autre angle, la viande est aussi un substrat favorable au 

développement des microorganismes influant sur les caractéristiques organoleptiques, 

essentiellement des bactéries protéolytiques qui entraînent des modifications surtout 

indésirables sur l'odeur, la couleur, la texture ou éventuellement des microorganismes qui 

peuvent présenter un danger biologique, tels que les germes pathogènes qui produisent des 

substances toxiques (Guiraud, 2003 ; Lozach, 2001 ; Larpent et al., 1997). 

 

1.4.1 Ecosystème microbien de la viande 

 
Généralement, il est admis que les muscles des animaux qui vont donner la viande et 

produits carnés que nous consommons sont stériles, ou éventuellement faiblement 

contaminés, mais dans des proportions très faibles. C’est donc au cours de la transformation 



10 | P a g e 

Chapitre 1 : Généralités sur la viande 
 

 

 

 

que les flores microbiennes présentes en surfaces des animaux ou dans les organes 

contaminés (tube digestif notamment) vont progressivement gagner la surface voire le cœur 

des produits carnés. Elles mêmes, ces flores microbiennes sont issues d’écosystèmes très 

divers, eaux, sols, végétaux, tube digestif, peau, etc. Et si l’on tient compte de l’énorme 

richesse microbienne que cela représente en terme de quantité ou de biodiversité, on pourrait 

croire que les produits carnés sont extrêmement pollués et forcément dangereux à 

consommer. En fait, il n’en est le plus souvent pas le cas, notamment lorsque les opérations 

mises en place dès le début des transformations visent à proscrire le plus possible la 

microflore contaminante, mais elles visent aussi à optimiser et à orienter les flores  

résiduelles vers être les plus longues à entraîner des altérations perceptibles. Les 

microorganismes qui survivent à l’issue des traitements adoptés font presque toujours, ce 

que les anglo-saxons appellent « Specific Spoilage Organisms » (microorganismes d’altération 

spécifiques (MAS)) (Labadie, 2006). 

 
La  flore  saprophyte  rencontrée  sur  les  viandes rouges  est  le  plus souvent faite  des 

germes des genres: les Entérobacteriaceae (Escherichia coli et les autres genres), Pseudomonas, 

Acinetobacter,       Micrococcus,       Flavobacterium,Bacillus,       Lactobacillus,       Streptococcus       et 

Clostridium(Hinton et al., 1998 ; Dachy, 1993). Hors les bactéries, il existe une diversité de 

levures et moisissures. Pour les levures sont rencontrés les genres : Candida (surtoutCandida 

lipolytica, Rhodotorula, Saccharomyces) (Simpson et al., 2006 ; Scionneau, 1993) et parmi les 

moisissures,   le   plus   souvent,   les   genres   Penicillium,   Mucor,   Aspergillus,   Rhyzopus 

(Cartier, 2004 ;  Rosset, 1982 ;  Desrosier, 1970).  La  microflore  des  viandes  est  donc 

composée  essentiellement  de  microorganismes  saprophytes  et  la  contamination  par  les 

germes pathogènes n’apparaît que rarement (Cartier, 2007). 

 
Les  germes  pathogènes les  plus fréquents susceptibles  de  contaminer  les  carcasses, 

sont:Staphylococcus  aureus,  Clostridium  botulinum,  Clostridium  perfringens,  Salmonella,  Shigella, 

en  plus  de  Yersinia  enterocolitica,  Escherichia  coli  (Bourgeois  et  al.,  2008 ;  Korsak  et  al., 

2004 ; Fournaud, 2000). 

 

1.4.2 Réduction de la charge microbienne de la viande 

 
Les méthodes de décontamination créent, en général, les conditions nécessaires pour 

réduire et maîtriser la flore microbienne de la viande (Huffman, 2002 ; Hardin et al., 1995) 



11 | P a g e 

Chapitre 1 : Généralités sur la viande 
 

 

 
 

A ce titre, de nombreuses méthodes basées sur des principes différents sont mises en 

œuvre: certaines utilisent des moyens physiques (température, pression, champs électriques 

pulsés, rayonnements ionisants..), d'autres utilisent des moyens chimiques (séchage, salage, 

fumage, conservateurs, huiles essentielles...). Les méthodes microbiennes sont également 

utilisables en exploitant les propriétés antagonistes des bactéries (Oussalah et al., 2006 ; 

Lücke, 2000). 

 
1.4.3 Evolution de la microflore et dégradation de la viande 

 
La  prolifération  de  la  flore  microbienne  de  la  viande  au  cours  de  la  conservation 

contribue  aux  changements  au  niveau  des  substrats  disponibles.  Ces  changements  sont 

essentiellement  dus  aux  activités  des  enzymes  protéolytiques  et  lipolytiques  d’origine 

microbienne. Et du fait, l’altération de la viande peut être considérée comme un phénomène 

écologique. (Nychas et al., 2008 ; Koutsoumanis & Sofos, 2004 ; Genot, 2000). 

 
Les proliférations microbiennes affectent les qualités organoleptiques (modifications 

de   la   couleur,   apparition   d’odeurs   anormales,   modifications   de   la   consistance   et 

éventuellement de la texture) et sanitaires de la viande (Ray & Bhunia, 2008 ; Jeantet et 

al., 2006). Ces altérations sont provoquées par la présence physique des microorganismes en 

augmentant leur nombre ce qui se constate par la formation d’un limon visible en surface 

suite à une dégradation de la viande (Marchandin, 2007 ; Guiraud, 2003 ; Lozach, 2001 ; 

Boulianne & King, 1998). Ainsi, par l’affection de la flaveur par la production des molécules 

à effet direct ou indirect en se recombinant avec d’autres molécules issues du catabolisme des 

lipides  et  des  acides  aminés,  qui  jouent  un  rôle  dans  la  formation  de  biofilms  (limon 

bactérien)  se  traduisant  par  un  aspect  visqueux,  très  fortement  dépréciateur  (Adams  & 

Moss, 2008 ; Jeantet et al., 2006). Les protéinases bactériennes provoquent la putréfaction 

de  la  viande  par  hydrolyse  des  protéines  et  les  lipases  ont  un  influx  sur  l’arôme  par 

dégradation de la matière grasse (Fournier, 2003). 

 
En revanche, cette altération microbienne est recherchée ; c’est le cas des produits 

fermentés (Muthukumarasamy & Holley, 2006). Pendant les différentes étapes de 

stockage, la protéolyse se produit d’ampleur extrêmement importante pour le  

développement des attributs finaux de texture et de goût/saveur résultant de la formation de 

petits composants, essentiellement les polypeptides, les peptides, les acides aminés et les 
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amines,  connus  sous  le  qualificatif  «instigateurs  de  goût»  et  «précurseurs  de  saveur» 

(Roseiro   et   al., 2008).   En   plus,   la   production   de   bactériocines   et   par   son   action 

antimicrobienne  contre  des  microorganismes  pathogènes  joue  un  rôle  bioconservateur 

(Drosinos et al., 2008 ; Budde et al., 2003 ; Holzapfel, 1998). 

 

1.5 Transformations traditionnelles de la viande 
 

Dans les pays à climat chaud, la conservation des denrées alimentaires d'origine 

animale n'est pas une chose facile en raison des facteurs climatiques et environnementaux qui 

optimisent la prolifération des germes microbiens et favorisent les processus d’altération. 

Tous les procédés de conservation de la viande sont, ainsi, basés sur l'inhibition ou le 

ralentissement des différents processus de dégradation. L'utilisation du froid est la seule 

méthode qui permet de maintenir les caractéristiques de la viande fraîche, mais dans ces pays 

d'autres procédés moins coûteux sont mis en œuvre à savoir, le séchage, le salage, le fumage, 

la friture et la fermentation et la plupart des produits à base de viande résultent de la 

combinaison de ces procédés. Certains auteurs classent d'ailleurs ces produits en fonction des 

traitements associés au séchage; on distingue ainsi les viandes séchées non salées, les viandes 

séchées salées, les viandes séchées fumées, les viandes conservées par la friture et les viandes 

fermentées séchées (Yacouba, 2009). 

 
Les produits carnés traditionnels ont toujours accompagné les peuples vivant dans  

les différentes régions du monde. Ils en constituent un héritage transféré d’une génération à 

l’autre à travers des siècles. Ces produits typiques font une partie intégrale de la culture 

gastronomique, des traditions, et de l’économie locale des pays. La diversité culturelle des 

peuples, les différentes méthodes traditionnelles de préservation et le revenu spécifique 

conséquent sont des facteurs qui contribuent à la diversité de ces produits d’un pays à l’autre 

(Sofos, 2013 ; Savic, 2002). Plusieurs produits carnés traditionnels existent dans les pays 

méditerranéens depuis l’antiquité (Daoudi et al., 2006). 

 
Beaucoup parmi ces produits sont préparés seulement dans des régions 

géographiques restreintes et consommés localement à titre familial à l’occasion des fêtes 

religieuses. En Algérie, plusieurs produits carnés traditionnels peuvent être trouvés dont le 

plus connu est El Gueddid ou Kaddid, obtenu par le salage et le séchage par le soleil. Pour les 

moins connus, on trouve Khliaa Ezir, Laknafetle Frégate. Khliaa Ezir parait être la seule 
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viande fumée cuite traditionnelle produite et consommée dans le Nord-est Algérien 

(Boudechicha. 2014). 

 
Toutefois, la complexité de la fabrication, les procédés de transformation, les 

méthodes de préservation et même les différents ingrédients ajoutés rendent extrêmement 

difficile de regrouper les produits carnés disponibles sur le marché (Warfield & Tume, 

2000 ; Dawood,  1995)  d’où  plusieurs  classifications  ont  été  apparues.  Pearson & 

Gillet (1999) ont simplifié le groupement quand ils ont catégorisé les produits carnés en 

viandes salées séchées, viandes fumées et viandes cuites. Tandis que Heinz & Hautzinger 

(2007) ont classé ces produits selon les techniques de transformation (salage, séchage, 

fumage et fermentation) en cinq catégories : 

 

   Viandes salées non séchées ; 

   Viandes fumées ; 

   Viandes séchées non fermentées ; 

   Viandes fermentées demi- séchées / séchées; 

   Viandes cuites et/ou confites dans la graisse. 

 

Concernant la troisième catégorie (le séchage), il s’agit de la forme la plus répandue 

de transformation traditionnelle de la viande (Nummer et al., 2004 ; Igene et al., 1990 ; 

Heikal et al.,1972). Ce procédé s’accompagne d’une forte diminution de l’activité de l’eau de 

la viande (Blackmer et al., 1997 ; Gailani, 1986). D’ailleurs, après séchage, c’est l’activité 

de  l’eau  atteinte  qui  détermine  les  caractéristiques  du  produit  fini  (texture,  couleur  et 

flaveur)  et  sa  durée  de  vie  (stabilité  chimique  et  microbiologique)  (Igene, 2008 ;  Farouk, 

1983). En ce qui est de l’utilisation, les viandes séchées sont, pour la plupart, des produits 

prêts à être consommées (ready to eat meat) comme des snacks, des repas faits maison avec ou 

sans  reconstitution  ou  encore  ajoutées  pour  assaisonner  certaines  sauces  et  améliorer  la 

qualité  nutritionnelle  et  organoleptique  de  quelques  plats  traditionnels   (Sloan, 2009 ; 

Yetim & Cankaya, 2001).La microflore dans la viande séchée se trouve souvent stabilisée 

(Zukál & Incze, 2010). Les altérations de ce type de produit sont dues, la plupart des cas, à 

une augmentation de l’humidité, ce qui conduit à un sûrissement dû au développement des 

bactéries  lactiques  ou  des  coliformes,  ainsi  qu’à  l’apparition  de  couleurs  diverses  sur  le 

produit   ou   encore   la   formation   de   zones   spongieuses   sous   l’action   des   Bacillus 

(Lonnecker et al., 2010 ; Guiraud, 2003 ; Jay et al., 2000). 



14 | P a g e 

Chapitre 1 : Généralités sur la viande 
 

 

 

 

1.5.1 Biltong 

 
Le plus souvent préparé à partir de la viande de bœuf, le Biltongest un type de viande 

séchée typique de la tradition sud-africaine. D’autres viandes telles que la viande d'autruche 

ou de chameau sont aussi utilisées (Petit et al.,2013). Naidoo & Lindsay (2010) ont décrit 

les méthodes traditionnelles et modernes de la préparation de Biltong ; traditionnellement, 

les morceaux de viande sont marinés dans une solution de vinaigre (vinaigre de cidre, 

vinaigre balsamique, vinaigre de malt), mélangés à un ensemble d'épices composé de sel, de 

coriandre, de poivre noir, de sucre brun et de l’ail. On laisse reposer la marinade durant 12 h. 

Les pièces marinées subissent ensuite un séchage à l’air libre jusqu’à ce qu’elles perdent 75 % 

de leur poids. Le Biltong séché est ensuite emballé dans des sacs en polyéthylène ou en 

cellulose. 

 

1.5.2 Kilishi 

 
Au Niger, la fabrication du  kilishi est une activité artisanale couramment pratiquée 

par les bouchers. Ce  produit est potentiellement intéressant pour les marchés sahéliens.  Il 

est  préparé  à  partir  de  fines  tranches  de  viande  (0,2  à  0,5 cm  d'épaisseur),  séchées  par 

exposition au soleil, enrobées avec une sauce puis séchées de nouveau au soleil et grillées. La 

sauce  d'enrobage  est  faite  d'épices  diverses  (poivre  noir,  gingembre,  ail,  piment,  clou  de 

girofle) et de pâte d'arachide. La viande utilisée est celle du bœuf provenant du muscle de la 

cuisse ou de l'épaule (Mgbemere et al. 2011 ; Kalilou & Zakhia, 1999 ; Farouk, 1983). 

Les critères d'appréciation de la qualité du produit finie sont déterminés par l'apparence du 

produit (couleur, aspect, odeur) et son état à la mastication (croustillance, dureté). Le Kilishi 

doit  avoir  une  odeur  d'arachide  grillée,  épicée  mais  pas  très  forte.  Il  doit  avoir,  selon  les 

épices utilisées, une couleur rouge sombre, brune claire à jaune et brune foncée. Il doit être 

consistant, sec, mais pas friable (Lonnecker et al., 2010). 

 

1.5.3 Guadid (Khliaa) 

 
Le "Guadid" ou "Kadid" est un produit carné salé et séché connu dans plusieurs pays 

d'Afrique du Nord. Il est, le plus souvent, préparé après la fête de l'Aïd El Adha où il y a une 

disponibilité en excès de viande. Il est préparé aussi bien à partir de viande d'agneau que de 

bœuf. Cependant, les méthodes de préparation divergent suivant les régions et les 
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ingrédients mis avec, ainsi que les techniques de salage et les utilisations finales du produit 

(Draganski, 2012 ; Bennani et al., 1995). 
 

Habituellement, les parties de la carcasse transformées en Guadid sont les viandes des 

entrecôtes ou, pour certains, ils ne font du Guadid qu'à partir des morceaux restant après la 

découpe de la carcasse. L'épaisseur des lanières ne doit pas être importante pour dépasser les 

3 cm (Essid et al., 2007). Pour le salage, il se fait généralement à sec et la quantité de sel à 

ajouter est appréciée visuellement. L'addition d'épices et/ou d'autres ingrédients est surtout 

liée à l'utilisation coutumière de chaque région. Après le salage, le Guadid est directement 

mis à sécher par l'exposition des pièces de viande au soleil pour une semaine d'environ 

pendant l'été et deux pendant l'hiver (Boudechicha, 2014). 
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Chapitre 2 

Bactéries lactiques 

2.1 Introduction 
 

Les bactéries lactiques font référence un groupe de bactéries bénéfiques 

largement répandues dans la nature ainsi que dans le tractus digestif de l’homme. Elles 

sont ubiquistes et se trouvent soit libres dans l’environnement, soit en association avec 

un hôte et sont utilisées, depuis des millénaires, dans l’alimentation humaine. A l’heure 

actuelle, les bactéries lactiques occupent une place importante parmi les auxiliaires de 

fabrication dans l’industrie agroalimentaire. Bien qu’elles sont connues pour le rôle 

qu’elles jouent surtout dans le secteur laitier (Moraes et al., 2010 ; Dortu & 

Thonart, 2009). Ces bactéries sont également utilisées dans les salaisons des viandes 

et des poissons, le saumurage des légumes, ainsi que dans la fabrication du vin et en 

boulangerie. Elles disposent généralement du statut GRAS (Generally Recognized as 

Safe) (Vescovo et al., 1996). 

 

2.2 Généralités 

 
Les bactéries lactiques sont des microorganismes unicellulaires, procaryotes, à 

Gram  positif,  hétérotrophes  et  chimioorganotrophes.  Elles  peuvent  avoir  des  formes 

coccoïdes,     coccobacillaires,     ou     bacillaires      (Badis et al., 2005 ;     Klein     et 

al., 1998)(Fig  2.1).  Elles  sont  non  pigmentées,  immobiles  et  non  sporulantes.  Les 

bactéries lactiques supportent des pH acides, sont à catalase négative et possèdent un 

métabolisme  anaérobie  strict  ou  aérotolérant  (Hardie  &  Whiley, 1997).  En  étant 

dépourvues  de  chaîne  respiratoire,  une  teneur  excessive  en  oxygène  peut  leur  être 

néfaste, alors que même la plupart d’elles sont génétiquement équipées pour avoir un 

métabolisme   respiratoire,   mais   incapables   de   respirer   si   l’hème   (un   cofacteur 

indispensable   au   cytochrome   c-oxydase   le   dernier   accepteur   d’électrons   de   la 

chaînerespiratoire) n'est pas présent dans le milieu (Lechardeur et al., 2011). 

 
En fermentant les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose, saccharose et 

lactose), les bactéries lactiques produisent de l’acide lactique (Kandler & Weiss, 1986) 

comme  produitprincipal  du  métabolisme  chez  les  bactéries  homofermentaires,  et  de 
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l’éthanol   et   CO2   en   plus   chez   les   bactéries   hétérofermentaires   (annexe.2).   Le 

pourcentage de contenu en guanine et cytosine GC % de leur ADN est compris entre 

30 et 60 % (Stiles & Holzapfel, 1997) et la taille de génome va de 1,8 à 3,3 Mpb. 

 
Les bactéries lactiques sont très exigeantes en acides aminés et en vitamine B et 

sont caractérisées par de faibles activités protéolytique et lipolytique (Caplice& 

Fitzgerald, 1999). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
a b c 

 
Figure2.1: Formes bâtonnet (bacille) (a) et sphérique (cocci) (b, c) des bactéries 

lactiques. Observations au microscope électronique à transmission 10000X 
(Ehrmann et al., 2009) 

 

L’amélioration de la qualité des produits fermentés en en améliorant certaines 

caractéristiques organoleptiques et en prolongeant leur durée de conservation en font 

le principal atout que les bactéries lactiques représentent pour l’industrie alimentaire 

(Stiles, 1996). Elles ont un effet inhibiteur contre certains microorganismes 

pathogènes, par la production de plusieurs métabolites à action antimicrobienne 

(Dortu&Thonart, 2009; Moraes et al., 2010). 

 

2.3 Historique et taxonomie 

 
Découvertes dans des sédiments datant de 2,75 milliards d’années, les bactéries 

lactiques sont de très anciennes créatures, existantes avant l’apparition de l’oxygène 

dans l’atmosphère ; une raison qui pourrait expliquer leur caractère anaérobie 

(Quiberoni et al., 2001). Elles sont apparues au monde avant les cyanobactéries 

photosynthétiques (Drider & Prevost, 2009 ; Quiberoni et al., 2001). 

 
La classification phénotypique des bactéries lactiques repose sur les critères 

morphologiques, la croissance à différentes températures, à différentes concentrations 
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de sel, le mode de fermentation des sucres, la tolérance aux pH acides et alcalins, la 

configuration  de  l’acide  lactique,  l’hydrolyse  de  l’arginine  et  la  formation  d’acétoine. 

Par ailleurs, d’autres classifications ont été proposées, dont une selon la composition de 

la paroi cellulaire (De Ambrosini et al., 1996) incluant la nature des acides gras qui la 

composent, (König & Fröhlich, 2009 ; Gilarováet al.,1994). Une autre classification 

a  subdivisé  les  bactéries  lactiques  en  trois  groupes  selon  la  nature  des  produits  du 

métabolisme   bactérien   des   glucides   (McLeod   et al., 2008).   Le   groupe   I   fait 

majoritairement   des   Lactobacilles   homofermentaires.   Le   groupe   II   renferme   les 

bactéries   hétérofermentaires   et   comprend   les   espèces   des   genres   Leuconostoc, 

Oenococcus,  et  Weissella,  ainsi  que  quelques  espèces  du  genre  Lactobacillus.  Quant  au 

groupe  III,  il  regroupe  quelques  espèces  appartenant  au  genre  Lactobacillus  et  la 

majorité des espèces appartenant aux genres  Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus. 

Ce  dernier  genre  renferme  des  espèces  capables  d’être  homo  ou  hétérofermentaires 

selon les conditions environnementales occupant ainsi une position intermédiaire entre 

les groupes I et II (McLeod et al., 2008). 

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

classe les bactéries lactiques dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et 

l’Ordre des Lactobacillales renfermant trente-cinq genres répartis en six familles : 

Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et 

Streptococcaceae (Brenner et al., 2005)(Tab 2.1). Seuls les douze genres: Aerococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Oenococcus,Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et Weissella sont utilisés 

en technologie alimentaire (Fig2.1) (Vandamme et al., 1996). 

 
Les    genres    bactériens :    Bifidobacterium,    Macrococcus,    Brevibacterium    et 

Propionibacterium sont apparentés aux bactéries lactiques, et dont l'appellation bactérie 

lactique  peut  souvent  s’étendre  (Fig 2.2  et  3.3)  et  sont  également  utilisés  pour  la 

fabrication    de    divers    produits    fermentés    (Pfeiler    &    Klaenhammer, 2007 ; 

Klaenhammer  et  al.,  2005).   De   même   que   le   statut   GRAS   leur   est   attribué 

(Klaenhammer et al., 2005 ; Adams & Marteau, 1995). Pour les bactéries du genre 

Bifidobacterium,    elles    appartiennent    au    phylum    Actinobacteria    et    sont    donc 

phylogénétiquement éloignées des bactéries lactiques (Trias, 2008). 

 
Parmi les bactéries lactiques, des unes sont néanmoins considérées comme des 

pathogènes opportunistes pouvant provoquer des maladies, il s’agit de quelques 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Aerococcaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aerococcaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enterococcaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Leucocytose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Streptococcaceae
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espèces du genre Streptococcus, Enterococcus et certains Lactobacillus 

(König & Fröhlich, 2009 ; Aguirre & Collins, 1993). 

 
Tableau 2.1 : Familles et principaux genres des bactéries lactiques 

(Brenner et al., 2005) 
 

Familles Principaux genres 
Lactobacillaceae Lactobacillus sp., Pediococcus sp. 
Leuconostocaceae Leuconostoc sp., Oenococcus sp., Weissella sp. 
Streptococcaceae Streptococcus sp., Lactococcus sp. 
Carnobacteriaceae Carnobacterium sp. 
Enterococcaceae Enterococcus sp., Tetragenococcus sp., Vagococcus sp. 
Aerococcaceae Aerococcus sp. 

 

 
Figure 2.2 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques avec les genres Aerococcus, 

Bacillus,Listeria et Staphylococcus (Axelsson, 2004) 
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Figure 2.3: Arbre phylogénétique des bactéries Gram positives basé sur la 
comparaison des séquences de l‘ARNr 16 S. La barre indique une divergence de 

séquence à 10 % (Schleifer & Ludwig, 1995) 
 
 

2.4 Culture des bactéries lactiques 

 
Les bactéries lactiques (LAB) exigent pour leur croissance la présence de 

différents nutriments dans les milieux de culture. Outre les sucres fermentescibles, ces 

bactéries nécessitent certains acides aminés essentiels comme le glutamate et la 

méthionine, des acides gras, des sels, des vitamines et des conditions généralement 

pauvres en oxygène pour donner une bonne croissance sur les milieux synthétiques 

(Manca de N, 2007 ; Letort et al., 2002). Elles sont généralement cultivées sur des 

milieux complexes comme les milieux MRS et M17, qui étaient souvent utilisés pour 

l’isolement et le dénombrement des bactéries lactiques de différentes niches 

écologiques (Gemelas et al., 2013). L’utilisation d’agar au lait écrémé a permis aussi 

l’isolement de Lb. bulgaricus et Streptococcus thermophilus à partir de yaourt (Coeuret et 

al., 2003). Cependant l’enrichissement de ce milieu par l’extrait de levure ou les 

hydrolysats de caséine a été souvent nécessaire pour l’isolement des autres espèces 

(Olmos-Dichara et al., 1997 ; Centeno et al., 1996).En industrie, l’utilisation des 
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milieux  enrichis  pour  les  fermentations  peut  conduire  à  plus  de  60 %  de  pertes 

économiques (Coelho et al., 2011). Les Leuconostocs se trouvant en co-culture avec 

d’autres   genres   lactiques   et  sont  généralement  isolés   seuls  sur   le  milieu   MRS 

additionné  de  30  mg/ml  de  vancomycine.  Le  milieu  M17  contenant  5 %  de  glucose 

peut  permettre  l’isolement  des  Leuconostocs  qui  nécessiteront  entre  24  à  48 h  pour 

donner  les  premières  colonies.  Ce  même  milieu  permet  l’appréciation  du  caractère 

mucoïde  des  Leuconostocs  quand  il  est  additionné  de  5 %  de  sucrose  (Hemme  & 

Foucaud-Scheunemann,  2004).  Le  milieu  glucose-extrait  de  levure,  le  bouillon 

extrait  de  levure-glucose-citrate  (YGC),  le  milieu  Tétrazolium-sucrose  (TS)  ont  été 

aussi utilisés pour l’isolement des Leuconostocs des végétaux (Dicks & Endo, 2009). 

 

2.5 Identification des bactéries lactiques 

 
La différenciation entre les genres lactiques était, pendant des décennies, fondée 

sur les caractères phénotypiques, morphologiques, physiologiques et biochimiques des 

bactéries. Sous le microscope photonique les bactéries lactiques sont des coques ou 

bacilles à Gram positif, de formes irrégulières, immobiles et non sporulés. Cependant la 

morphologie cellulaire est souvent instable et peut être partagée par plusieurs genres. 

Les Lactobacilles, par exemple, et quelques genres proches comme Carnobacterium et 

Weissella apparaissent sous différentes formes allant de bacilles longs ou incurvés aux 

formes de Corynbactéries ou cocobacilles. Afin de différencier les genres voisins il a 

fallu se baser sur d’autres critères comme la non utilisation d’acétate par 

Carnobacterium et la structure de la paroi de Weissella qui diffère de celle des 

Lactobacilles hétérofermentaires (Coeuret et al., 2003). Dans la caractérisation 

physiologique, sont considérés, pour les bactéries lactiques, leur type respiratoire, leur 

mobilité, leur croissance à différentes températures et en présence de divers pH et 

concentrations en NaCl. La caractérisation biochimique s’intéresse à leur type 

fermentaire (homo/hétérofermentaire), à leur capacité d’utiliser les carbohydrates ou 

l’arginine et à leur susceptibilité aux antibiotiques. D’autres caractères particuliers, 

comme l’activité hémolytique alpha ou bêta (pour les souches pathogènes), réduction 

du tellurite de potassium, décarboxylation de la tyrosine, la lipolyse, la mobilité 

électrophorétique, la production d’isomère optique de l’acide lactique, l’hydrolyse de 

l’esculine et de l’urée, la synthèse d’enzymes spécifiques comme la catalase, la 

pseudocatalase ou la phosphatase alcaline sont parfois recherchées (Alaoui Ismaili et 

al., 2016 ;Franciosi et al., 2009 ; Terzic-Vidojevic et al., 2009 ; Cortez S et 
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al., 2007 ; Facklam & Elliott, 1995). 

 
Les bactéries lactiques sont des microorganismes chimioorganotrophes ce qui 

signifie qu'elles utilisent comme source énergétique des substances hydrocarbonées 

telles que les sucres, les alcools et les acides organiques. Elles possèdent souvent des 

exigences nutritionnelles complexes en matière d'acides aminés, de peptides, de 

vitamines, de sels, d'acides gras et de sucres (Durlu-Ozkaya et al., 2001). 

 
L’empreinte des protéines cytoplasmiques totales ou l’analyse électrophorétique 

des enzymes sont des méthodes chimiotaxinomique permettant la discrimination des 

bactéries au niveau de l’espèce ou de la souche. Cependant pour certaines espèces, le 

pouvoir discriminatoire de ces techniques est limité, c’est le cas compliqué des groupes 

(Lb.  plantarum,  Lb.  paraplantarum  et  Lb.  pentosaceus),  (Lb.  casei,  Lb.rhamnosus,  et 

Lb. paracasei), Lb. brevis et Lb. buchneri. Pour cela ces techniques sont généralement 

utilisées pour compléter d’autres techniques phénétiques (Corsetti et al., 2003 ; De 

Angelis et al., 2001 ; Durlu-Ozkaya et al., 2001). Si la croissance des bactéries est 

réalisée dans des conditions standardisées, des résultats reproductibles peuvent être 

obtenus. L’électrophorèse des protéines cellulaires totales en gel de polyacrylamide est 

l’une des techniques simples à réaliser en conditions natives ou dénaturantes. Une 

séparation des protéines cellulaires selon leur charge ou leur poids moléculaire permet 

l’obtention des profils qui peuvent être ensuite stockés dans les bases de données après 

leur analyse (Coeuret et al., 2003). 

 
Les techniques génotypiques basées sur l‘analyse de l'ADN permettent une 

meilleure différenciation de ce groupe de genre de microorganismes à différents 

niveaux, allant du genre jusqu’à la souche en fonction des méthodes utilisées. En 

général, elles ont l'avantage de ne pas être influencées par les conditions de culture. 

L’hybridation ADN/ADN, le séquençage, le ribotypage, le polymorphisme de taille des 

fragments de restriction (RFLP), l’analyse de restriction enzymatique (REA), 

l’amplification aléatoire d'ADN polymorphe (RAPD), la réaction en chaîne par 

polymérase des séquences palindromiques extra-géniques répétées (REP-PCR), le 

polymorphisme de longueur des fragments amplifiés (AFLP), le profil plasmidique 

(PP) et l’électrophorèse sur gel en champ pulsé (PFGE) peuvent déterminer l’espèce 

puis la souche à laquelle une bactérie peut appartenir avec un degré élevé de certitude 

si les conditions de l’expérience et les amorces sont bien optimisées (Felis & 

Dellaglio, 2015 ; Saito et al., 2011 ; Singh et al., 2009 ;Nigatu, 2000). 

https://www.google.dz/url?sa=t&amp;amp%3Brct=j&amp;amp%3Bq&amp;amp%3Besrc=s&amp;amp%3Bsource=web&amp;amp%3Bcd=1&amp;amp%3Bcad=rja&amp;amp%3Buact=8&amp;amp%3Bved=0ahUKEwi0xcOltIDOAhUG7RQKHciiD1kQFggiMAA&amp;amp%3Burl=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FAmplification_al%25C3%25A9atoire_d%27ADN_polymorphe&amp;amp%3Busg=AFQjCNH-G46KPdjRbgfVmhbxr35GXqMm3w&amp;amp%3Bbvm=bv.127521224%2Cd.d24
https://www.google.dz/url?sa=t&amp;amp%3Brct=j&amp;amp%3Bq&amp;amp%3Besrc=s&amp;amp%3Bsource=web&amp;amp%3Bcd=1&amp;amp%3Bcad=rja&amp;amp%3Buact=8&amp;amp%3Bved=0ahUKEwiL9bCUtoDOAhXGaxQKHWZyCIAQFggfMAA&amp;amp%3Burl=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FPolymorphisme_de_longueur_des_fragments_amplifi%25C3%25A9s&amp;amp%3Busg=AFQjCNFuyQ3iVy24gZZ-A0YmL_2oZ-b51g&amp;amp%3Bbvm=bv.127521224%2Cd.d24
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L’analyse des séquences de l’ADNr 16S ribosomique procure un moyen rapide 

pour l’identification des bactéries. La séquence obtenue d’un isolat est rapidement 

comparée aux séquences des bases de données. La spécificité d’un gène isolé de 

Lactobacillus se trouvant entre l’ARN ribosomique 16S et 23S a permis une 

amplification positive avec des gènes isolés de souches du même genre bactérien parmi 

un mélange contenant 23 souches de lactobacilles de différentes origines, une souche 

d’Escherichia coli, deux souches de Leuconoctocsp., une souche de Carnobacterium piscicola, 

une souche de Pediococcus pentosaceus, une souche de Bifidobacterium bifidum, une souche 

de Weissella confusa, une souche d’Enterococcus faecalis, une souche de Staphylococcus 

aureus et une souche de Listeria monocytogenes (Coeuret et al., 2003). 

 

2.6 Utilité des bactéries lactiques 

 
Ce sont les propriétés fonctionnelles et technologiques qui déterminent une 

utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée. Ces 

propriétés recouvrent les aptitudes suivantes : activité acidifiante, propriétés 

enzymatiques (activité protéolytique, peptidasique et lypolytique), production de 

métabolites d’intérêt tel que la peroxyde d’hydrogène, les acides organiques et les 

bactériocines (Belyagoubi, 2014). Les bactéries lactiques ont depuis pu contracter 

d’autres qualités lorsqu’elles sont associées aux produits alimentaires comme 

l’augmentation des valeurs nutritionnelles des aliments, la réduction de la formation de 

produits toxiques et la propriété de probiotique. Cependant, pour les bactéries 

productrices de bactériocines, en plus de la propriété de bioconservation, plusieurs 

propriétés leur ont été attribuées telles que la diminution des gaz dus à la fermentation 

ainsi qu’à l’amélioration du goût et de la qualité du produit fini (Makhloufi, 2011). 

 

2.6.1 Dans le secteur alimentaire 

 
2.6.1.1 Pouvoir acidifiant 

 
Dans  les  industries  alimentaires,  le  pouvoir  acidifiant  constitue  la  propriété 

métabolique la plus importante et la plus recherchée des bactéries lactiques utilisées. 

Elle  se  manifeste  par  la production,  au  cours  de  la  croissance  bactérienne,  de  l’acide 

lactique  à  partir  de  la  fermentation  des  hydrates  de  carbone  (Monnet  et al., 2008 ; 

Mäyrä-Mäkinen  &  Bigret, 2004).  Pour  mesurer  l'activité  acidifiante  des  bactéries 

dans  le  lait,  il  est  nécessaire  de  détruire  au  préalable  de  la  flore  contaminante 
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(Chavarri et al., 1983).  Les  trois  bactéries  les  plus  fréquemment  citées  pour  leurs 

rôles majeurs différents pour l’aptitude acidifiante sont respectivement : 

L. lactis subsp. Lactis ssp.   cremoris et biovar Diacetylactis   (Lafarge et al., 2004 ; 

Casalta et al., 1995). 

 
2.6.1.2 Pouvoir texturant 

 
Les bactéries lactiques jouent un rôle important pour la consistance et la 

rhéologie des produits transformés grâce à leur capacité à synthétiser des 

exopolysaccharides (EPS) (Welman & Maddox, 2003 ; Ruas- Madiedo et al., 2002). 

Les exopolysaccharides sont des composés polymères généralement considérés comme 

des agents épaississants naturels utilisés en industrie alimentaire. Pour exemple, les 

Lb. Delbrueckii ssp. bulgaricus et Steptococcus thermophilus produisant des EPS sont 

utilisés en tant que cultures starters fonctionnelles dans la fabrication des yaourts, ceci 

afin d’améliorer la texture, éviter la synérèse et augmenter la viscosité des produits 

finis (Durlu-Özkaya et al., 2007 ; Amatayakul et al., 2006). Les  souches  

Lactococcus lactis ssp. cremoris ont connu une utilisation très prometteuse pour leurs EPS 

contribuant à la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Ruas- 

Madiedo et al., 2005). 

 
2.6.1.3 Pouvoir aromatisant 

 
Quelques bactéries lactiques peuvent produire des composés d’arômes qui 

participent aux qualités organoleptiques des fromages. Pour la plupart de ces composés 

d’arôme, ils sont issus du métabolisme du citrate et les plus importants en sont: 

l’acétoïne et le diacétyl (Tamime, 1990). La fermentation du citrate est généralement 

associée à la production de diacétyl (Vignola, 2002). Les Lactobacilles (Lb. helveticus, 

Lb. bulgaricus) produisent de l’acétaldéhyde. La teneur en acétaldéhyde est à la fois 

fonction de son degré de synthèse et du rythme de sa dégradation (Vignola, 2002). 

Les Leuconostocs hétérofermentaires sont associés souvent aux Lactocoques dans la 

production de composés aromatiques (éthanol, acide acétique, diacétyl et acétoïne) 

(Mahaut et al., 2000). 

 
2.6.1.4 Pouvoir protéolytique 

 
Les bactéries lactiques sont incapables de synthétiser les acides aminés 

nécessaires à la synthèse protéique, cela nécessite un fonctionnement actif de leur 
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système protéolytique dans les environnements où les protéines constituent la 

principale source d'azote (Law & Haandrikman, 1997). 

 
La machinerie protéolytique des bactéries lactiques est composée de protéases 

associées  à  la  paroi  cellulaire,  qui  catalysent  l'hydrolyse  de  protéines  en  peptides 

contenant  de  7  à  16  résidus  aminés,  ces  peptides  sont  dégradés  ensuite  par  des 

exopeptidases ou endopeptidases en unités transportables d'acides aminés et de petits 

peptides. Pour l’intérêt industriel, des études comparatives effectuées sur la protéolyse 

du cheddar fait avec ou sans ferments lactiques ont démontré le rôle de ces bactéries 

pour  la  libération  de  petits  peptides  et  d'acides  aminés  libres  durant  la  maturation 

fromagère (Lynch et al., 1997; Lane & Fox., 1996; Farkye et al., 1995). L’activité 

protéolytique   est   généralement   plus   prononcée   chez   les   Lactobacilles   que   les 

Lactocoques (Roudj et al., 2009 ; Monnet et al.,2008 ;Donkor et al., 2007). 

 

2.6.2 Intérêts à la bioconservation 

 
La  prolifération  de  la  flore  indésirable  dans  un  produit  alimentaire  peut  être 

limitée par l’utilisation  des additifs vivants capables  d’inhiber  in  situ  la croissance de 

ces   germes   et   contribuer,   par   conséquent,   à   la   sérénité   du   produit   pour   le 

consommateur et promouvoir sa conservation. La technologie de biopréservation fait 

recours,  dans  la  plupart  des  cas,  aux  cultures  bioprotectrices  de  bactéries  du  groupe 

lactique, bien réputées pour leurs effets bactéricides et bactériostatiques. En effet ces 

bactéries sont souvent associées à la production des composés inhibiteurs comme les 

acides organiques, le peroxyde d'hydrogène, le gaz carbonique et le diacétyl pendant 

leur    croissance    (Tuma et al., 2008).    La    production    d’acides    organiques    qui 

accompagne  la  croissance  des  bactéries  lactiques,  conduit  à  l’abaissement  du  pH 

extérieur  et  cytoplasmique.  Cette  acidification  inhibe  l’activité  de  la  majorité  des 

enzymes  cytoplasmiques.  De  plus,  ces  acides  organiques  comme  l’acide  lactique 

s’accumulent  dans  le  milieu  de  culture  en  raison  de  leur  faible  dissociation  et 

s’associent aux phospholipides de la membrane entrainant ainsi un dysfonctionnement 

des systèmes de transports membranaires (Ammor et al., 2006). 

 
2.6.2.1 Les métabolites à effet antimicrobien 

a.Peroxyde d’hydrogène 

L’effet antimicrobien lié au peroxyde d’hydrogène est dû à l’oxydation des 
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groupements sulfhydriles des enzymes cellulaires. Cette oxydation conduit à la 

dénaturation puis à la perte de l’activité enzymatique. Le peroxyde d’hydrogène est, en 

plus, le précurseur principal des groupements superoxydes (O-2) et des groupements 

hydroxyle (OH) qui causent des dommages irréversibles dans l’ADN bactérien 

(Ammor et al., 2006). 

 
b. Diacétyl 

 
Le  diacétyl  est  un  composé  issu  du  métabolisme  du  citrate  par  les  bactéries 

lactiques. Ce composé agit sur l’utilisation de l’arginine par bactéries à Gram négatif et 

affecte ainsi leur croissance (Jay, 1982). 

 
c. Dioxyde de carbone 

 
Le dioxyde de carbone (CO2) est l’un des produits du métabolisme caractérisant 

des bactéries lactiqueshétérofermentaire. L’accumulation du CO2 dans le milieu 

provoque le dysfonctionnement des lipides membranaires et conduit à la 

décarboxylation des enzymes cellulaires des bactéries cibles (Ammor et al., 2006). 

 
d. Bactériocines 

 
En plus des mécanismes précédents, les bactéries lactiques sont aussi capables 

de synthétiser les bactériocines ; des molécules protéiques douées des propriétés 

antimicrobiennes. Il s’agit des peptides de faible poids moléculaire qui agissent par des 

interactions électrostatiques avec la membrane plasmique de la bactérie cible. Ces 

liaisons finissent par la formation de pores dans la membrane de la bactérie cible. les 

bactéries lactiques produisent diverses bactériocines qui sont actuellement utilisées 

dans le domaine de bioconservation alimentaire. Parmi ces bactériocines ont peut citer 

la Plantaricine J produite par Lb. plantarum, la Lactococcine G, la Lactacine Q et la 

Lactacine Z produites par Lb. lactis QU 5 et Lb. lactis QU14, l’Entérocine L50 produite 

par E. faeciumL50, la Lactococcine A, la Lactococcine B et la Lactococcine M produites 

par Lc. lactis lactisssp.cremoris9B4, la Thermophiline A et la Bovicine 255produites 

respectivement par Streptococcus thermophilus ST134 et Streptococcus gallolyticus 

LRC0255, la Durancine TW-49M produite par Enterococcus durans QU, la 

Carnobactériocine A et la Piscicoline 61 synthétisées respectivement par 

Carnobacteriumpiscicola   (Cb.piscicola)   LV17A   et   Carnobacterium    piscicola  

(Belkheir, 2017). 
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2.7 Bactériocines 

 
La biopréservation est basée sur l’utilisation de la microflore (naturelle et/ou 

contrôlée)  et/ou  des  substances  antibactériennes  produites  par  cette  dernière.  Les 

applications des bactéries lactiques produisant des bactériocines sont très prometteuses 

en sécurité alimentaire en association « Hurdle Technology » avec d’autres techniques de 

préservation des aliments (Ho, 2008) (Fig 2.4). 

 

 

 
 

 

Figure 2.4 : Technologie des barrières pour la préservation des aliments (adapté par 
Leistner (1999)) ; exemple d’un aliment modèle avec 6 barrières. Les bactéries 
lactiques peuvent intervenir à 2 niveaux (2 barrières) ; par l’abaissement significatif de 
pH et par la production des substances antimicrobiennes (bactériocines) 

 
 

2.7.1 Définition de bactériocines 

Selon Garneau et al (2002), les bactériocines sont des molécules de nature 

protéique, sécrétées dans le milieu extracellulaire et douées d’une activité bactéricide 

dirigée essentiellement contre des bactéries taxinomiquement proches de la souche 

productrice et contre certains pathogènes tels que Bacillus, Clostridium et Listeria. Ces 

bactériocines, selon Diep et al (2002), représentent une large classe des substances 

antagonistes qui varient considérablement en fonction de leur poids moléculaire, de 

leurs propriétés biochimiques, de leur spectre d’action et de leur mode d’action. 

 
D’un point de vue législatif, les bactériocines sont utilisées en tant qu’additifs 

alimentaires. Jusqu’à présent, seule la Nisine, un lantibiotique, est acceptée comme 

additif alimentaire (E234) (Guinane et al., 2005). Les bactériocines peuvent être 

Hurdle technology with 6 hurdles: high temperature during processing (ALTA: 
High T ºC), low temperature during storage (BAJA:Low T ºC), limited water 
activity, acidity (pH), potential redox (Eh), and preservatives (Con). 
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présentes dans le produit alimentaire soit conséquemment à la présence des bactéries 

lactiques (qui les produisent) utilisées comme cultures starter (cultures de départ), ou 

encore purifiées et administrées directement dans l’aliment. Cependant, pour les 

bactériocines des bactéries lactiques, aujourd’hui, il n’y a que la  Nisine  et  la  

Pediocine PA-1qui   sont   commercialement   valables   pour    l’application 

alimentaire (EFSA, 2006). Plusieurs recherches au sein d’autres bactériocines sont 

entreprises comprenant des variantes de la Nisine qui ont présenté une efficacité 

croissante (Cotter et al., 2005). Les études s’intéressant aux bactériocines sont en 

développement continuel; l’antagonisme bactérien entre les cultures de bactéries 

probiotiques et les pathogènes d’origine alimentaire démontre que les bactériocines : 

Nisine, Coaguline, et Thermophiline produites par Lactococcus lactis subsp. lactis,  

Bacillus coagulanset Streptococcus thermophilus, respectivement sont capables d’inhiber la 

croissance des Clostridies producteurs de la neurotoxine botulinique (BoNT) et 

Cronobacter spp. (Kieran et al., 2014). 

 
Selon leurs caractéristiques structurelles et leurs activités biologiques, trois 

classes de bactériocines ont été définies (Diep et al., 2002) : 

Classe I : les lantibiotiques (taille < 5 KDa) : renferment dans leur séquence des 

acides aminés inhabituels tels que la lanthionine et la β-méthyllanthionine ; 

Classe II : petits peptides non lantibiotiques (taille< 10 KDa) thermorésistants; 

Classe III : protéines thermolabiles de poids moléculaire supérieur à 30 KDa. 

 
En complément à ces trois classes, on note un quatrième groupe (la classe IV) 

qui   renferme   de    petitspeptides    cationiques    de    structure    cyclique   

(Maqueda et al., 2004). 

 
Beaucoup de pays sous-développés ont saisi l’opportunité d’initier la recherche 

sur l’usage des bactériocines dans la thérapie et la transformation alimentaire. Dans la 

décennie 2004-2015, 37% des recherches publiées sur les bactériocines s’étaient 

focalisées sur les applications biomédicales (Fig 2.5). Les chercheurs sont en quête des 

alternatifs pour confronter les problèmes pathologiques tels que le cancer, les 

infections systémiques, respiratoires, orales, gastriques et vaginales : cependant, la 

conservation des aliments, les bio nanomatériaux et les usages vétérinaires ont 

représenté 29%, 25% et 9% respectivement (López-Cuellar et al., 2016). 
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Figure 2.5: Contribution des articles publiés (%) concernant les différentes 

applications des bactériocines de 2004 à 2015 

 
2.7.2 Mécanisme d’inhibition de la flore indésirable 

Le   mécanisme   de   la   biosynthèse   des   bactériocines   par   les   bactéries   est 

généralement  régulé  par  un  système  de  Quorum  Sensing  qui  est  un  mécanisme  de 

régulation contrôlant l’expression de gènes localisés soit sur le chromosome, comme 

c’est le cas de la mersacidine (Altena et al., 2000), soit sur un plasmide, comme c’est le 

cas de la sakacine A (Axelsson et al., 1995), ou sur un transposon, comme c’est le cas 

de la Nisine (Rauch et al., 1992) et  de la Lacticine 481 (Dufour et al., 2000).  Les 

transposons étant des fragments linéaires d’ADN double-brin qui peuvent « sauter », 

avec ou sans réplication simultanée, du chromosome bactérien sur un plasmide ou d’un 

site sur un autre site du chromosome (Mainil, 2005). 

 
Les bactériocines présentent des modes d’action similaires. Il se forme en effet 

un pore dans la membrane de la cellule cible, occasionnant une perméabilité de celle-ci 

et donc une dissipation de la force proton motrice, entrainant la  mort  cellulaire 

(Bauer et al., 2005). 

 
Penons l’exemple de la Nisine qui est connue de s’attacher à la membrane 

cellulaire par la partie C-terminale via une interaction électrostatique et puis insère sa 

partie N-terminale dans la phase lipidique de la bicouche lipidique ce qui entraine un 
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afflux rapide des petits composés cytoplasmiques et la mort cellulaire 

(Milette et al., 2007). 
 

Les bactériocines sont reconnues d’être plus efficaces contre les bactéries 

Gram+ que les bactéries Gram-. La résistance des bactéries Gram- s’explique par la 

possession d’une protection externe présentée par une double paroi protectrice. De 

plus, les chercheurs ont trouvé que l’activité de la Nisine peut être améliorée  

lorsqu’elle est simultanément utilisée avec un agent détruisant la membrane externe 

(Belfiore et al., 2007). Ghrairi& Hani, (2013) ont reporté l’amélioration de l’effet de 

la Nisine avec l’exposition à des agents chélateurs(EDTA), le chauffage sub-létal, le 

choc osmotique et la congélation, car ces traitements rendent la membrane externe des 

bactéries Gram- plus perméable et donc plus susceptible à la Nisine. La Nisine en 

combinaison avec l’EDTA démontre une activité antimicrobienne contre quelques 

altérants et pathogènes Gram- tels que E. coli, P. aeruginosa, S. Typhimurium (Martin- 

Visscher et al., 2011). La Nisine peut être appliquée soit seule ou aussi en 

combinaison avec d’autres composés naturels comme conservateurs. La Nisine, par 

exemple, en combinaison avec la Natamycine inhibe significativement la croissance 

fongique (levures/champignons) dans l’huile d’olives (Hondrodimou et al., 2011). 

 

2.8 Les probiotiques 

 
2.8.1 Définition et bienfaits 

 
Littéralement, le terme probiotique est d’origine grecque, où : pro signifie en 

faveur de et bios la vie. Et par définition,« Sont considérés comme probiotiques les 

organismes vivants qui lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent des 

effets positifs sur la santé, au-delà des effets nutritionnels traditionnels » (Reid, 2005; 

FAO/ OMS, 2002). Les probiotiques sont associés à la prévention et l’allègement des 

désordres intestinaux sévères comme les diarrhées associées aux antibiotiques, la 

maladie de l’intestin irritable, le cancer du colon, l’intolérance au lactose, les allergies 

aux aliments entre autres (Rijkers et al., 2010 ; Alander et al., 1999). Ces effets 

bénéfiques sont liés à un ou plusieurs mécanismes, comme la modulation du microbiote 

intestinal, le blocage des sites d’adhésion des pathogènes, la modulation de la réponse 

immunitaire de l’hôte et la compétition aux nutriments (De Champs et al., 2003). 
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Indépendamment du mécanisme, les bactéries probiotiques doivent être aptes à 

survivre en traversant le tractus gastro-intestinal afin de conférer des bienfaits 

sanitaires, ainsi pour persister en nombre suffisant dans le tube digestif pour exclure 

les pathogènes et interagir avec les cellules épithéliales et immunitaires de l’hôte 

(Balgir et al., 2013; Sathyabama et al., 2012 ; Jacobsen et al.,1999). 

 
Les microorganismes probiotiques peuvent être introduits via la consommation 

des aliments fermentés en tant que produits fortifiants ou comme médicaments. En 

Europe, et à cause de l’attitude générale contre la médication, les probiotiques sont 

surtout pris comme composants des produits alimentaires, principalement comme des 

laits fermentés (Yerlikaya, 2014). Toutefois, plusieurs facteurs doivent pris en 

considération lors de l’utilisation des probiotiques dans les produits fermentés, en 

particulier, leur viabilité et la présence en nombre suffisamment important au moment 

de la consommation (Muller et al., 2013; Vinderola et al., 2011). 

 
Les  souches  les  plus  utilisées  comme  probiotiques  représentent  les  bactéries 

lactiques      (LAB)      et      les      Bifidobactéries      (Sathyabama      et al.,      2012 ; 

Vinderola et al., 2011).  La  dose  effective  recommandée  doit  être  supérieure  à  100 

millions UFC/dose.   Le nombre couramment trouvé dans des essais cliniques  est au 

rang de 1-10 billion UFC /dose (WGO, 2008 ; Naidu et al., 2012; Reid, 2006). 

 
Il y a plusieurs essais souvent utilisés in vitro en vue vérifier la survie dans les 

conditions intestinales et la persistance de la souche à potentiel probiotique en se 

basant sur l’exposition aux facteurs stressants gastro-intestinaux simulés (pH bas, 

enzymes digestives, acides biliaires) et pour vérifier sa capacité d’adhésion aux cellules 

épithéliales digestives cultivées ou des muqueuses isolées (Papadimitriou et al., 2015; 

Tuomola et al., 2001). Bien que ces tests sont importants pour une sélection 

préliminaire des souches à potentialité probiotique, des essais in vivo du probiotique 

sont nécessaires afin de construire une réclamation crédible sur la survie et la 

persistance (De Champs et al., 2003; Oozeer et al., 2006). 

 

2.8.2 Une alternative prometteuse 

 
Face aux multi résistances des pathogènes communs à plusieurs antibiotiques 

traditionnels, la découverte et l’orientation concentrée vers les bactéries probiotiques 

est devenue une nouvelle alternative pour la gestion de diverses infections 
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bactériennes et fongiques (Vizioli et al., 2002 ; Hancock et al., 1999) ; du tractus 

digestif des humains et des animaux (Chou et al., 1999). 

 
On  croit  que  les  bactéries  lactiques  sont  dominantes  dans  l’intestin  grêle 

(Marco et al., 2006)   et   sont   connues   de   produire   l’acide   lactique,   le   peroxyde 

d’hydrogène,      le      dioxyde      de      carbone,      le      diacétyl,      les      bactériocines 

(Bhattacharya et al., 2010 ;Mobaarez  et al., 2008)  qui  contribuent  à  la  destruction 

des germes nuisibles in situ.   Les bactéries lactiques sont capables d’interagir avec le 

système  immunitaire  (Ménard  et al., 2004 ;  Martín  et al., 2013)  et  peuvent  agir 

comme   agents   thérapeutiques   bio   dans   la   maladie   inflammatoire   des   viscères 

(Martín et al., 2013),   syndrome   de   l’intestin   irritable   (Clarke   et al., 2012)   ,la 

diarrhée  du  voyageur  (Paredes-Paredes  et al., 2011),  les  diarrhées  associées  aux 

antibiotiques (Szajewska et al., 2006), les affections entériques (Casadei et al., 2009), 

les infections bactériennes vaginales et de la cavité orale (Dover et al., 2008) et cela 

en plus de la propriété de réduction du cholestérol et la production de β-galactosidase 

(ICMR, 2011 ; FAO/WHO, 2002)(Fig 2.4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2.6 : Bienfaits sanitaires des probiotiques (Suresh K et al., 2012) 

 
Dans les dernières années, les probiotiques ont gagné encore de signification 

pour leurs rôles dans les soins gastro-intestinaux et immunologiques ainsi que dans 

l’approvisionnement du marché mondial en produits probiotiques (Vieira, 2013). 
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Différentes études ont démontré le rôle préventif aussi bien que curatif des 

bactéries lactiques sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyanet al., 2010). D’autres 

ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grâce à leur activité 

protéolytique. (El-Ghaishet al., 2011).Ueharaet al. (2006) ont démontré la capacité 

des souches deLactobacillus crispatus , utilisées sous forme de suppositoires pour 

empêcher la colonisation du vagin par les bactéries pathogènes et de prévenir ainsi les 

rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la 

vessie. 

 

2.8.3 Critères de sélection 

 
Pour satisfaire à cette définition et assurer à la fois leur efficacité et leur 

innocuité pour l’hôte, les souches utilisées comme probiotiques doivent répondre à des 

critères fonctionnels, technologiques et de sécurité. La figure ci-après résume les 

caractéristiques requises. 

 
 
 

 

Figure 2.7: Caractéristiques des souches probiotiques (FAO/WHO, 2015) 
 

2.8.3.1 Critères sécuritaires 

 
a. Identification 

 
Il est important que l’identification taxinomique soit requise pour établir de 

nouvelles souches potentiellement probiotiques. Chaque souche doit être identifiée par 

des techniques moléculaires fiables tels que le séquençage de l’ADN codant pour 
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l’ARN  16S  ribosomal  qui  est  largement  utilisé  et  confrontée  à  une  nomenclature 

actualisée..  Pour  la  confirmation,  il  est  recommandé  que  la  technique  d’identification 

moléculaire  soit  combinée  avec  des  tests  phénotypiques  (approche  polyphasique) 

(Sutton, 2008 ; Reid, 2005). 

 
b. Origine 

 
Une autre information à vérifier pour la souche: elle doit être d’origine humaine 

pour celle destinée à l’usage humain et de préférence du même site que celui visé pour 

que son efficacité soit maximale (FAO/WHO, 2015). 

 
Beaucoup d’études publiées sur les propriétés physiologiques des souches 

probiotiques ont considéré que celles originaires des cavités internes devraient être 

mieux adaptées à coloniser le tube gastro-intestinal humain et animal. Par contre, 

quelques souches d’origine végétale ou isolées à partir d’un produit laitier tel que 

Saccharomyces cerevisiaespp. boulardiiet Bifidobacterium animalis/lactis sont, sur le plan 

international, reconnues pour leur statut probiotique (Andrea, 2012). 

 
c. Absence d’effets négatifs 

 
Les souches probiotiques doivent être sûres et sans effet négatif pour la santé 

humaine. Pour cet effet, elles doivent subir une évaluation par des essais cliniques chez 

l’animal et chez l’homme afin qu’il ne soit détecté aucun des effets secondaires suivants: 

infections systémiques, activité métabolique nuisible, stimulation immune excessive 

chez des individus susceptibles et transfert de gènes (par exemple de résistance aux 

antibiotiques) (FAO/WHO, 2015). 

 

2.8.3.2 Critères fonctionnels 

 
a. Résistance à l’acidité gastrique et la bile 

 
Afin  que  leur  fonctionnalité  optimale  soit    assurée,  les  souches  probiotiques 

doivent conserver leur viabilité jusqu’à atteindre le tractus intestinal; leur site d’action. 

Elles  doivent donc  résister  principalement à  l’environnement  acide  de  l’estomac  (pH 

compris entre 2,0 et 3,4) et à la bile sécrétée dans le duodénum. Le degré de tolérance à 

ces conditions diffère pour chaque souche (Butel, 2014 ; Sutton, 2008). A ce titre, des 

tests  in  vitro  sont  réalisés  pour  sélectionner  les  probiotiques  qui  maintiendront  leur 
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intégrité cellulaire et leur activité métabolique lors du passage dans le tractus digestif 

humain. 

 

b. Adhésion aux cellules épithéliales 

 
La   capacité   d’adhésion   à   la   muqueuse   est   également   une   des   propriétés 

essentielles  que  les  souches  probiotiques  doivent  avoir.  Elle  permet  d’accroître  le 

temps  de  rétention  sur  la  zone  d’action  et  met  en  contact  étroit  les  bactéries  et  les 

cellules épithéliales. Ainsi, un probiotique ayant un fort pourcentage d’adhésion pourra 

éventuellement   stimuler   le   système   immunitaire   et   prévenir   l’implantation   de 

pathogènes  par  compétition  (Foligné, 2013 ;  Sutton, 2008 ;  Saarela, 2000).  Parmi 

l’ensemble des critères, l’aptitude à produire des effets bénéfiques sur la santé demeure 

encore  délicate  à  évaluer  notamment  du  fait  que  les  modes  d’action  par  lesquels  les 

probiotiques exercent un rôle fonctionnel in vivo restent encore méconnus. 

 

c. Critères technologiques 

 
Afin de pouvoir bénéficier de leurs propriétés, les souches retenues doivent 

supporter les différentes étapes de la fabrication du produit probiotique fini et 

retrouver leur pleine efficacité lors de leur utilisation sans contamination ni variation 

de leurs propriétés. Du fait que les techniques de production et les procédés de 

conditionnement et de conservation industrielle sont susceptibles d’altérer l’intégrité 

structurelle et fonctionnelle des probiotiques, leur mise en œuvre doit être basée sur  

un choix inoffensif et être suivi de contrôle de qualité (taux de survie et persistance 

d’activité) et de pureté. Il faut que la viabilité mais aussi la stabilité des probiotiques 

soient maintenues dans le temps (Iaconelli, 2015 ; Perraut, 2015). 
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Chapitre 3 

Matériel et méthodes 
 

3.1 Objectifs 

Les objectifs à emprunter au cours de la présente étude se résument en : 

L’isolement et la purification des bactéries lactiques à partir d’un produit 

alimentaire traditionnel de terroir, à savoir, la viande salée et séchée, et cela en 

s’appuyant sur des méthodes et des milieux d’isolement qui en sont fiables. 

L’étude de l’activité antagoniste de ces isolats lactiques à l’encontre des germes 

pathogènes et/ou d’altération par la méthode directe dite de spot. 

L’identification au moins au rang du genre, aussi l’étude de quelques propriétés 

technologiques et la mise en crête de quelques potentialités probiotiques des 

isolats les plus performants en terme d’activité antagoniste. Les différentes 

étapes sur lesquelles s’articulera le travail expérimental jusqu’au test 

d’antagonisme sont ci-après démontrées en bref, (Fig 3.1). 

 

 
Figure 3.1 : Diagramme des étapes arpentées de l’isolement au test de l’activité 

Antagoniste 
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3.2 Lieu de réalisation de l’étude 
Cette  expérimentation  s’est  quasiment  déroulée  au  sein  du  laboratoire  de 

la Microbiologie appliquée relevant du centre universitaire NOUR Bachir-El-Bayadh 

durant la période s’étalant du 17 décembre 2017 au 04 juin 2018. 

 
3.3 Isolement et identification présomptive de bactéries lactiques 
3.3.1 Matériel, milieux et réactifs 

a. Matériel de paillasse et produits de laboratoire 
 Stomacher et sachet stomacher(400 sachets) NAHITA ,700/4 ; 
 Sachets de prélèvements stériles ; 
 Agitateur plaque chauffante, LABTECH model : lms-1003 ; 
 Réfrigérateur ENIEM 240 L; 
 Etuve BINDER température nominale 70° ; 
 Etuve à régulation électronique 32L, MEMERT UN30 ; 
 Microscope optique binoculaire NAHITA revolver 4 positions 

équipées de 04 objectifs 4x, 10x, 40x et 100 ; 
 Autoclave l WISECLAVE WAC°- 60 L ; 

 Balance de précision 0.1 mg max 400 g OHAUS modèle SE402F ; 
 bain marie MEMERT affichage numérique; 
 Tubes à essais + cloches de durham ; 
 Boites de pétri en matière plastique ; 
 Compteur de colonie SCHÜTT® ; 
 Dessiccateur en verre ambré ; 
 Anse de platine ; fil à boucle et fil droit; 
 Pince en bois ; 
 Pipette en verre de 1, de 20 ml ; 
 Pipette Pasteur ; 
 Bec Bunsen (diamètre 13 mm) ; 
 Bac de coloration ; 
 PH-mètre de paillasse OHAUS; 
 Burette avec statif ; 
 Portoir métallique à tubes à essai ; 
 Papier collant ; Papier filtre ; Papier hygiénique ; 
 Ciseaux ; 
 Bistouris stériles ; 
 Pince stérile ; 
 Spatule ; 
 Coton cardé ; 
 Parafilm ; 
 Marqueur noir permanent; 
 Appareil photo numérique. 
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b. Milieux  
 Bouillon TSE (Tryptone Sel Eau): 

 
Formule par litre :  

Tryptone 1 g 
Na Cl 8.5 g 

 

Préparation du milieu : additionner les ingrédients à l’eau distillée dans un volume de 

1 litre, agiter avec chauffage, distribuer dans des tubes à essais et 

autoclaver 15 min à 15 psi (121 °C). Le pH du milieu est ajusté à 7.5 ± 0.2 à 25 °C. 
 
 

 Bouillon MRS (De Man., Rogosa & Sharpe, 1960) 
 

Formule par litre :  

Peptone 10 g 
Extrait de viande 8.5 g 
Extrait de levure 5 g 
Glucose 20 g 
Acétate de sodium 5 g 
Tween‐80 1 ml 
Citrate d’ammonium 2 g 
K2HPO4 0.2 g 
MgSO4∙7H2O 
MnSO4∙4H2O 

0.05 g 

Préparation du milieu : additionner les ingrédients à l’eau distillée dans un volume de 

1 litre, agiter avec chauffage, distribuer dans des tubes à essais et autoclaver 15 min à 

15 psi (121 °C). Le pH du milieu est ajusté à 6 à 25 °C. 

 
 Bouillon MRS (Fluka®) 

Préparation du milieu : dissoudre 52.25 g dans un volume de 1 litre d’eau distillée, 

agiter avec chauffage jusqu’à l’ébullition, distribuer dans des tubes à essais et 

autoclaver 15 min à 15 psi (121 °C). Le pH du milieu est ajusté à 6 à 25 °C. 

 Gélose MRS 
 

Préparée à partir du bouillon MRS (Fluka®), additionnée de 15.0 g/L d’agar. 
 

 Lait écrémé 40 %. 

Préparation: additionner le lait écrémé anhydre (40 %) à l’eau distillée (60 %) (w/w). 

Agiter avec chauffage jusqu’à la parfaite homogénéisation, mettre dans un flacon en 

verre ou distribuer dans des tubes à essais et autoclaver 15 min à 15 psi (121 °C). 
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 Gélose MRS-A 
Gélose MRS acidifié à pH 5.2 par l’acide chlorhydrique (HCl solution à 1M). 

 
 Gélose MRS‐VA-VBC 

Gélose MRS supplémenté de 25 mg/L de vert de Bromocrésol et de 25 mg/L de 
vancomycine. 

 

 Soude solution 1 N 
 

Formule par litre  

Na OH 40 g 
Eau distillée 1 L 

Préparation de la solution : dissoudre 40 g de la soude caustique dans 1 litre de l’eau 

distillée. 

 Solution de Phénolphtaléine 

Préparation de la solution : dissoudre 1 g de la Phénolphtaléine anhydre dans un 

volume de 60 ml de l’éthanol à 95° et compléter à 1 L avec de l’eau distillée. 

 

c. Réactifs  
 Vert de Bromocrésol ; 
 Vancomycine anhydre en flacon de 1g ; 
 Huile à immersion ; 
 Ethanol à 95° ; 
 Solution tampon phosphate, pH 7.01 ; 
 Eau oxygéné à 10 % (10 V) ; 
 L’huile de paraffine ; 
 Glycérol entier ; 
 La gélose blanche ; 

 

Préparation: additionner 15 g de l’agar agar bactériologique à 1 L de l’eau distillée, 

agiter avec chauffage jusqu’à atteindre l’ébullition, distribuer dans des tubes à essais et 

autoclaver 15 min à 15 psi (121 °C). 

 Violet de gentiane ; 
 Lugol ; 
 Fuschine de Ziehl. 

 
Formule pour 10 ml  

Fuschine basique 0.1 g 
Éthanol à 95° 1 ml 
Phénol 0.5 g 

 
Préparation du réactif : additionner les ingrédients à l’eau distillée ensuite filtrer et 

diluer avant l’utilisation au 1/15ième  (Guiraud, 1980). 



  Chapitre 3 : Matériel et méthodes 

39 | P a g e 

 

 

3.3.2 Collecte des échantillons 

La viande salée et séchée (Khliaa) a fait l’objet de cette étude comme matériel 

biologique. Pour se faire, cinq (5) échantillons préparés à base de la viande ovine ont 

été collectés et réceptionnés de différents points géographiques et codés : K1, K2, K3, 

K4 et K5 (Tab 3.1). 

 
Tableau 3.1 : Codification, origines et âge des échantillons de Khliaa 

 

Échantillon Provenance Age approximatif 
K1 Adrar 8 mois 
K2 Adrar 8 mois 
K3 Bougtob 3 mois 
K4 ElkafLahmar 6 mois 
K5 ElkafLahmar 6 mois 

 
 

3.3.3 Isolements des bactéries lactiques 

Dans les conditions d’asepsie, et dès leur avènement au laboratoire, les 

échantillons de Khliaa ont subi une préparation en vue de leur analyse; 10 g de chaque 

échantillon ont été pesés et découpés en petits morceaux à l'aide de lame bistouri et en 

se servant d’une pince métallique stérile, puis aseptiquement introduits dans des 

sachets Stomacher stériles avec 90 ml de diluant TSE et digérés par le Stomacher 

pendant 1 min en deux à trois reprises selon la convenance. Et dès lors, les dilutions 

10-1, 10-2, 10-3et 10-4ont été réalisées à partir de  l’homogénéisât  dans  le  même  

diluant (Mekriet al., 2015), signalant que l’étape de préparation des dilutions était 

précédée par un préenrichissement par incubation des prises d’essai (dilutions mères) 

24 h    à    37 °C    en    guise    d’amplifier    la    microfaune    cible    de    la    

recherche (Najjari et al., 2007 ; Schillinger et al., 2003). 

 
Par  la  suite,0.1 ml  de  chacune  des  dilutions :  10-2,10-3  et  10-4est  inoculé  par 

étalement en surface (annexe.3) et en double série, à la fois sur la gélose MRS acidifiée 

au pH 5.2 (MRS-A)(Khalisanni et al., 2012) et sur la gélose MRS à la vancomycine et 

au  vert  de  Bromocrésol  (MRS-VA-VBC)(Dal  Bello  et  al., 2006 ;  Hartemink  et 

al., 1997).    Ce    dernier    comme    milieu    électif    pour    Lactobacillus    spp.et    les 

Leuconostocs spp. L’incubation est réalisée dans les conditions d’anaérobiose partielle 

(microaérobie)  assurées  par  la  méthode  classique  à  la  bougie  en  se  servant  d’un 

dessiccateur (Guiraud, 1980). Les colonies typiques de bactéries lactiques isolées ont 



  Chapitre 3 : Matériel et méthodes 

40 | P a g e 

 

 

fait l’objet d’une purification par trois repiquages successifs sur milieu MRS suivant la 

technique d’épuisement et dans les mêmes conditions de culture (Mekri et al., 2015). 

3.3.4 Conservation des isolats 
 

Une conservation a été réalisée afin de maintenir les microorganismes 

disponibles, à l’identique, viables et en plein propriétés physiologiques. Elle est de 

court et de long terme. 

 
3.3.4.1 Conservation à court terme 

 
Pour un usage journalier ou hebdomadaire, le maintien des souches pures à 

court terme a été effectué sur gélose MRS solide inclinée suivi d’une incubation à 30 °C 

pendant 16 h (culture jeune). Des cultures tellement obtenues sont à conserver à une 

température    de    +4 °C    à    renouveler    toutes    les    quatre    semaines 

(Merzouk et al., 20.13 ; Kanza et al., 2012 ; Badis et al., 2005). 

 
3.3.4.2 Conservation à long terme 

 
Pour une conservation à long terme, les souches sont conservées à -20 °C dans 

du    lait     écrémé     (70 %)     additionné     de     glycérol     (30 %)     (v/v)  

(Merzouk et al., 2013; Kanza et al., 2012 ; Badis et al., 2005). Pour se faire, et afin 

de conserver les cellules en plein propriétés physiologiques, une culture de la veille est 

centrifugée 10 min à 6000 rpm, le culot est retenu et additionné avec un mélange du 

lait écrémé à 40 % et de glycérol, dans le rapport (70%) conjugué à (30 %) v/v, 

respectivement. 

3.3.5 Identification préliminaire des bactéries lactiques 
 

Une fois purifiés, les isolats obtenus font l’objet d’une identification au niveau 

du genre selon leurs caractéristiques morphologiques (macroscopiques et 

microscopiques), physiologiques, ainsi que certaines propriétés biochimiques qu’ils 

vont exprimer (Stiles & Holzapfel, 1997). 

 
Cette identification préliminaire fait référence à la coloration de Gram, la 

recherche   de   l’enzyme   catalase,   et   d’éventuelle   production   des   spores   

(Mekri et al., 2015) ; trois tests d’orientation à entreprendre avant l’évaluation de 

l’activité antagoniste, pour que l’identification se poursuive que pour les isolats les plus 

performants. 
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3.3.5.1 Examen macroscopique 
 

Les isolats de bactéries lactiques purifiés ont été décrits par examen 

macroscopique de leurs colonies à l’œil nu : forme, taille, couleur, et aspect des 

colonies, ont été prélevés (Najjari A et al., 2007). 

 

3.3.5.2 Tests d’orientation 
 

a. Test catalase 

Pour mettre en évidence l’activité catalasique de ces isolats, un petit volume de 

H2O2 à 10 % a été directement introduit dans un tube contenant l’inoculum bactérien 

(une culture jeune en suspension). Un dégagement de bulles de gaz témoigne la 

présence de l’enzyme catalase qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogène en 

libérant ainsi de l’oxygène (Hart, 1997 ; Larpent-Gourgaud et al., 1997). 

 
b. Examen microscopique après fixation (coloration de Gram) 

 
La technique de Gram a été réalisée selon la procédure conventionnelle 

(Chaskes, 2009) et les lames destinées à l’observation sous microscope optique ont été 

préparées pour chaque isolat de la manière suivante : 

 Une suspension bactérienne a été étalée sur d’environ 2 cm2 de la lame ; 
  Fixation de la suspension par passage au-dessus du la flamme du bec 

Bunsen ; pendant une minute ; 
 Inondation du frottis par le violet de gentiane (1 min) ; 
 Lavage avec de l’eau ; 
 Addition du lugol (1 min) ; 
 Lavage avec de l’eau ; 
 Décoloration pendant 15 secondes avec de l’éthanol à 95° ; 
 Inondation par la fuschine de Ziehl diluée au 15eme pendant (1mn) ; 
 Lavage avec de l’eau ; 
 Séchage, examen au grossissent x100 avec immersion de l’objectif. 

L’observation microscopique fait constat soit à des bactéries Gram positif de 

couleur bleue pourpre ou encore à des bactéries Gram négatif qui se colorent en rose. 

 
c. Test de sporulation 

 

Le test de sporulation des isolats a été réalisé sur gélose MRS en anaérobiose 

partielle après pasteurisation des suspensions bactériennes durant 10 min à 80 °C dans 

un  bain  marie  (Guiraud,  1980).Les  bactéries  asporogènes  donnent  des  cultures 

négatives au terme de l’incubation (30 °C pendant 24 h). 
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3.4 Test d’antagonisme et sélection des bactéries lactiques à potentiel 
inhibiteur élevé 

 
3.4.1 Matériel, milieux et réactifs 

a. Matériel 
 Réfrigérateur ENIEM 240 L ; 
 Congélateur, LIEBHERR capacité 217 L; 
 Spectrophotomètre SPECTRONIC© 1201 + cuvette en quartz ; 
 Centrifugeuse, NAHITA 2660 capacité 12x15 ml, 6000 t/m 

angle 45° ; 
 Compteur de colonie, ficher scientifique ; 
 Micropipette 10‐100 μl + embouts stériles ; 
 Boites de pétri en matière plastique ; 
 Bocaux ; 
 Cryotubes avec caps à vis ; 
 Anse à fil droit ; 
 Vortex IKA® LABORTECHNIK ; 
 Règle millimétrique ; 
 Appareil photo numérique. 

 
 

b. Milieux 
 Gélose nutritive GN 

 

Préparation du milieu  : Le milieu est préparé à partir  du bouillon nutritif Merck© 

(8 g/L), mélangé d’agar (15.0g/L). Additionner les ingrédients à l’eau distillée dans un 

volume  de  1 litre,  agiter  ensuite  avec  chauffage  et  distribuer  dans  des  tubes  à  essai. 

Enfin  autoclaver  15 min  à  15 psi  (121  °C).  Le  pH  du  milieu  est  ajusté  à  7.0  ±  0.2  à 

25 °C. 

 Solution tampon phosphate, pH 7.02, 0.1 M 
 

Préparation de la solution : 
 
 

Solution (A) à 0.1 M :  

KH2 PO4 5.44 g 
Eau distillée 195 ml 
Solution (B) à 0.1 M:  

K2HPO4 10.44 g 
Eau distillée 305 ml 

 
 

Les deux solutions (A) et (B) sont mélangées dans le rapport 19.5 parts et 30.5 parts 
dans un total de 100 parts, homogénéisées par agitation puis le    volume est complété 
à un litre. 
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 Solution standard de sulfate de barium BaSO4 "0.5 McFarland" 
(Roe-Carpenter, 2007) 

 
Préparation de la solution : 

 
Solution (A) : BaCl2 à 0.048 mol/ L : 
BaCl2 1.1 75 g 
Eau distillée 100 ml 

Solution (B) : H2SO4 à 0.18 mol/L : 
H2SO4 1 g 
Eau distillée 100 ml 

 
0.5 ml de la solution A est ajouté à 99.5 ml de la solution B, l’agitation est utilisée pour 
le maintien d’une suspension homogène. 

 
 Milieu différentiel ADH au BCP 

 
Formule par litre :  

extrait de levure 3 g 
NaCl 5 g 
Glucose 1 g 
Arginine 5 g 
BCP 0.17 g 

Etant donné que pour la recherche de l’ADH, la même formule avec la soustraction de 
l’arginine sert de témoin négatif. 

 
 Solution de sucres 

Préparation  de  solution  à  10 %  :  dissoudre  0.5 g  de  chaque  sucre  D (+) glucose, 

D (+) maltose,  D (+)  galactose,  saccharose,  D mannitol,  L rhamnose,  D (+) lactose, 

arabinose,  D fructose,  raffinose,  D  xylose,  sorbitol  dans  5 ml  d’eau  distillée  stérile, 

autoclaver à 118 °C pendant 10 min. 

 Gélose uréase 
 

Formule par litre :  

Peptone 1 g 
Na Cl 5 g 
Mono potassium phosphate 2 g 
Glucose 1 g 
Urée 20 g 
Agar 15 g 
Vert de bromocrésol 0.025 

 
Préparation du milieu : additionner les ingrédients à l’eau distillée dans un volume de 

1litre, agiter avec chauffage, distribuer dans des tubes à essais et autoclaver 15 min à 

15 psi soit 121 °C. Le milieu est ajusté à pH 6.8 ± 0.2 à 25 °C. 
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c. Réactifs 

 Bouillon TSE (cf. isolement et identification, milieux). 
 

 Huile de vaseline stérile ; 
 Bromocrésol pourpre (BCP). 
 Glycérol ; 
 Réactifs de révélation des tests biochimiques : 
 VPI et VPII ; 

 

3.4.2 Souches bactériennes 
 

Pour détecter une activité antagoniste de isolats obtenus, un matériel bactérien 

comprenant 6 souches de référence indicatrices mentionnées C1, C2, C3, C4, C5 et C6  

a été utilisé, ces bactéries indicatrices représentent des germes pathogènes et/ou 

d’altération le plus souvent associés à la viande et aux produits à base de viande. La 

référence et la codification de ces souches sont démontrées, pour chacune (Tabl 2.2). 

 
Tableau 3.2 : Bactéries indicatrices candidates à l’épreuve d’antagonisme 

 
Souchesindicatrices Référence Codification 
Bacillus cereus ATCC 11778 C1 
Enterococcus fecalis ATCC 29212 C2 
Listeria ivanovii ATCC 19119 C3 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 C4 
Staphylococcus aureus ATCC 43300 C5 

  Staphylococcus sp. - C6  
 

Ces souches ont été, en premier lieu, sujettes d’une régénération dans du TSB à 

37 C° pendant 24 h, repiquées ensuite à la même température sur boites contenant de 

la gélose nutritive, et enfin maintenues sur gélose nutritive inclinée à une température 

de +4 C° pour un usage à court terme. En vue de contrôler leur pureté, ces souches ont 

été mises à l’épreuve afin de confirmer l’identité par la coloration de Gram et du test 

catalase. 

 
3.4.3 Evaluation de l’activité antibactérienne 

Le point d’aboutissement de cette étape est la sélection d’isolats bactériens 

prouvant une action inhibitrice sur la croissance des souches pathogènes et/ou 

d’altération figurant sur le tableau précédent. Les candidats bactériens sont soumis à ce 

screening en utilisant la méthode directe (spot agar test) ; dont le principe est 

d’ensemencer simultanément les cultures jeunes des deux candidats permettant ainsi 

contact cellulaire directe sur le même milieu de culture et sous les mêmes conditions 
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d’incubation. Pour exclure l’inhibition due à l’abaissement du pH par la production des 

acides organiques (l’acide lactique notamment), le même test a été refait en utilisant 

pour scène d’interaction la gélose MRS tamponnée préparée dans une solution tampon 

phosphate pH 7.02. La lecture se fait de la même manière, et la constatation d’un effet 

inhibiteur cette fois-ci laisse prétendre l’existence d’autres facteurs inhibiteurs hors 

l’effet acide et dont le plus probable est la production des bactériocines ; substances de 

nature protéique à action antibactérienne. A l’issue de ce test, un screening dit 

secondaire a été réalisé par la technique de puits (well diffusion assay), qui repose sur 

une interaction entre le métabolite supposé être inhibiteur et les germes ciblent, 

toujours, sur gélose MRS tamponné et non tamponné. La lecture des résultats a été 

faite comme précédant et les cultures ont été dans les mêmes conditions incubation. 

 
3.4.3.1 Spot agar test (détection directe) 

Ce screening est orienté à vérifier la présence d’une action antagoniste putative 

des   souches   de   bactéries   lactiques   isolées,   inspiré   du   protocole   décrit   par 

Fleming, (1975) & Schillinger, (1989). 

 
Après avoir reçu un volume de 12 ml de gélose MRS, des boites de pétri sont 

recouvertes  de  0.1 ml  de  la  suspension  bactérienne  de  culture  indicatrice  (6  pour 

chaque  isolat  à  tester)  dont  la  charge  microbienne  est  préalablement  ajustée  à  une 

longueur d’onde de l’ordre de 450 nm se trouvant dans l'intervalle de densité optique 

égale  à  0.08  -  0.1  qui  correspond  à  une  concentration  cellulaire  de  1 à 2×108UFC 

(Domínguez,  2001).  Les  précultures  des  bactéries  indicatrices  (C1,  C2,  C3,  C4,  C5, 

C6) ont été préparées par ensemencement dans du TSB à une température optimale de 

37 °C pendant 24 h. La  standardisation a été faite selon le principe de la dilution en 

utilisant du TSE comme diluant. 

 
Après une incubation à 30 °C pendant 48 h, les candidats bactériens test ont été 

ensemencés à l’aide d’une anse de platine par touche (spot) sur la surface pré inondée 

de sorte que chaque boite de pétri reçoit 7 isolats test dans un espacement approximatif 

de  3 cm  (annexe.4).  Le  site  d’inoculation  en  spot  est  préalablement  marqué  par 

l’empreinte de l’anse (fil enlevé) surchauffée dans la flamme du bec. L’incubation a été 

faite dans des conditions de microaérophilie à 30 °C pendant 24 h. 
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Pour l’interprétation des résultats, les boites sont placées couvercles en bas sur 

le compteur de colonies muni d’un système d’éclairage, l’activité antagoniste de l'isolat 

envers les souches indicatrices est exprimée par la présence d'une zone claire (halo 

transparent) autour des spots correspondants et dont les diamètres ont été mesurés par 

une règle millimétrique. 

 
3.4.3.2 Exclusion de l’inhibition par l’abaissement du pH 

La possibilité des inhibitions des souches indicatrices par l’abaissement du pH 

conséquent à la production d’acides organiques (l’acide lactique notamment et l’acide 

acétique) est levée par réaliser le test sur milieu MRS tamponné à pH 7.02 à l’aide de 

tampon phosphate (K2HPO4, KH2PO4) (Mami, 2012) et cela conformément à la 

méthode directe de Fleming, (1975) fraichement élucidée. 

 
3.4.3.3 Diffusion en puits sur gélose (détection indirecte) 

Les  dix-neuf  (19)  isolats  jugés  être  les  plus  performants  dans  le  screening 

primaire ont été retenus pour cette étape (well-diffusio assay). Ils ont fait l'objet d'une 

culture de 24 h à 37°C sur bouillon MRS. Les cultures jeunes ont été centrifugées à 

6000  rpm  pendant  20  min  (Jones, 2008).  Pour  exclure  toute  forme  de  vie,  les 

surnageants  ainsi  obtenus  font  l'objet  d'un  traitement  thermique  de  10  min  à  80°C 

dans  un  bain  marie  l'élimination  des  formes  végétatives  (Harris,  1989)  suivi  d’un 

refroidissement  brusque  à  +4 °C.  L'activité  antibactérienne  de  ces  surnageants  est 

ensuite évaluée envers les mêmes six souches indicatrices (Tab 3.2) par la méthode de 

diffusion en puits (Schillinger, 1989) légèrement modifiée : 

 
Dix (10) ml de gélose TSA à 1.5 % Agar sont coulés dans des boites de pétri et 

laissées se solidifier à la température ambiante. Après solidification, 10 ml de la gélose 

TSA à 0.75 % Agar ensemencés avec 0.2 ml de culture indicatrice (avec une charge 

bactérienne ajustée à une densité optique comparable à celle du standard 0.5 Mc 

Farland) ont été coulés en superposition à la gélose précédente. Une courte incubation 

à température ambiante (environ 20 °C) facilitera par la suite la confection des puits 

(Ayr-Hartinag, 1972). Sept puits de 7 mm de diamètre par boîte ont été pratiqués à 

l’aide de l’extrémité  ouverte  de la  pipette  Pasteur  stérilisée dans un espacement de  

3 cm environ. Ainsi, le puits reçoit un volume de 50 microlitres de surnageant pour 

être rempli. Le septième puits au centre témoin est rempli de 50 µL de bouillon MRS 

pour servir de témoin. 
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Une fois préparées, les boites sont entreposées pendant 2 h à 20 °C pour que le 

surnageant puisse se pré diffuser, puis incubées à 30 °C pendant 24 h dans des 

conditions d'anaérobiose. L'observation, au terme de l’incubation, consiste à la 

constatation des halos d'inhibition de la même manière que dans le screening primaire. 

 
La zone d'inhibition à la périphérie des puits suggère une activité 

antibactérienne due à la production d'éléments antimicrobiens et cette fois-ci le test est 

en qualité de confirmation de l’activité antagoniste de façon indirecte (les éventuels 

métabolites en absence des cellules). L'expérience a été réalisée simultanément sur 

milieu tamponné et milieu non tamponné et a été répétée maintes fois. 

 
3.4.4 Identification phénotypique et biochimique des isolats à potentiel 

inhibiteur élevé 
 

3.4.4.1 Production de CO2 à partir du glucose 
 

Durant leur croissance, les bactéries lactiques dégradent les sucres existants 

dans leur milieu de culture en empruntant soit une voie homofermentaire en 

produisant que l’acide lactique, soit une voie hétérofermentaire en produisant de l’acide 

lactique et aussi en plus de l’éthanol, de l’acétate, et  du  CO2  (De  Rossart  &  

Luquet, 1994). 

 
Pour se faire, le milieu MRS préalablement fondu, refroidi et solidifié a été 

ensemencé par les cultures bactériennes par piqûre centrale, puis un bouchon de 1 ml 

de la gélose blanche stérile a été coulé en surface. L’incubation est faite à  37 °C 

pendant 7 jours. Le développement d’une bactériehomolactique ne provoque pas de 

discontinuité entre le milieu et le bouchon de la gélose blanche. Le gaz produit par un 

métabolisme hétérofermentaire pousse, au contraire, le bouchon de gélose vers le haut 

du tube (Larpent, 1997). 

 
3.4.4.2 Croissance à différentes températures 

 
L’habilité  à  croître  à  différentes  températures  a  été  testée  sur  milieu  MRS 

liquide dont le pH a été ajusté à 6.39 à 25 °C avant l’autoclavage. Pour chaque isolat 

trois tubes à essai ont été ensemencés à partir de cultures jeunes. Chaque tube à essai a 

été  incubé  à  une  température  différente  des  deux  autres  tubes  :  le  premier  à  10 °C 

pendant  7  à  10 jours.  Le  deuxième  et  le  troisième  à  15 °C  et  à  45  °C  pendant  3  à 

5 jours (Schillinger, 1987). 
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3.4.4.3 Test de tolérance à NaCl 
 

L’habilité à croître cette fois-ci à différentes concentrations en Na Cl a été testée 

sur milieu  MRS  solide  en  adoptant  la  méthode  d’ensemencement  par  des  gouttes 

(Hossein Naghili et al., 2013). A partir d’une culture de 18 h des LAB. Le volume de 

l’inoculum est de 10 µl avec des concentrations en NaCl de 6.5 et 10 %, en ajustant le 

pH  à  6.38  à  25  °C  avant  l’autoclavage.  L’incubation  s’est  faite  à  30  °C  pendant  2  à 

3 jours (Schillinger, 1987). 

 
3.4.4.4 Croissance à différents pH 

 
La croissance à différentes valeurs de pH a été testée sur milieu MRS solide par 

la méthode des gouttes (Hossein Naghili et al., 2013). pH est ajusté aux valeurs : 3.9, 

4.4, et à 9.6. Après ensemencement à partir d’une culture jeune de 18 h les boites ont 

été incubées à 30 °C pendant 2 à 3 jours (Schillinger, 1987). 

 
3.4.4.5 Tests biochimiques divers 

 
a. Recherche de l’Arginine DiHydrolase (ADH) 

L’arginine dihydrolase est l’enzyme responsable de la dégradation de l’arginine 

en ornithine. La recherche de cette enzyme repose sur la modification du pH notée par 

le  virage  de  l’indicateur  de  pH  dans  le  milieu.  Un  tube  contenant  3 ml  de  milieu 

différentiel ADH au BCP était additionné de 5 g/l d’arginine. Le tube témoin contenait 

le milieu de base sans arginine. Les deux tubes étaient ensemencés par la même culture 

et incubés à 30 °C pendant 24 à 48 h. La croissance des bactéries dans le milieu de base 

se manifeste par une acidification et un virage du violet au jaune de l’indicateur de pH 

dû au métabolisme du glucose. La dégradation de l’arginine et la libération de l’amine 

dans le deuxième tube entrainent une alcalinisation et le retour à la couleur primaire 

du milieu (le violet). Donc la persistance de la coloration violette implique une activité 

ADH positive (Belkheir, 2017). 

 
b. Uréase 

 
Ce  test  a  été  réalisé  sur  gélose  uréase  solide  inclinée  ensemencée  par  stries 

serrées  puis  incubée  à  30 °C  pendant  3 jours.  Le  virage  de  la  couleur  indique  la 

décomposition de l’urée (Forouhandeh, 2010 ; Guiraud, 1980). 



  Chapitre 3 : Matériel et méthodes 

49 | P a g e 

 

 

3.4.4.6 Profil de fermentation des sucres 
 

Le  profil  fermentatif  des  douze  (12)  sucres  a  été  réalisé  en  se  basant  sur  la 

technique employée par Guessas & Kihel, (2004) en gardant le principe reposant sur 

l’utilisation de milieu liquide, et dont les solutions des sucres préparées à part (solution 

à   10 %)   sont   ajoutées   aseptiquement   au   milieu   de   culture   pour   obtenir   une 

concentration  finale  (solution  à  2 %).  L’anaérobiose  est  assurée  par  l’ajout  d’huile 

minérale  stérile.  L’incubation  est  à  30 °C  pendant  48 h.  Un  virage  de  coloration  de 

milieu au jaune indique la fermentation du sucre. Pour faciliter l’exécution de ce test, 

une sorte de galerie est réalisée en miniaturisant les volumes des milieux de culture sur 

une matrice de la gélose blanche simulant les microplaques comme suit : une boite de 

Pétri  reçoit  30 ml  de  la  gélose  blanche  à  1.7 %  d’agar  agar.  Ensuite  des  puits  au 

nombre  des  sucres  sont  confectionnés  de  façon  équilibrée  dans  la  gélose  à  l’aide  de 

l’extrémité cylindrique de la pipette Pasteur stérile puis remplis à ras d’environ 150 µl 

par le milieu de culture ADH-BCP base (sans arginine ni glucose). Enfin, chaque puits 

est additionné de l’une des solutions des sucres (à 2 %), un volume d’environ 5 µl, et les 

puits de chaque boite furent ensemencés par une anse à partir de la culture jeune de 

chaque isolat (une boite par isolat). L’opération est achevée par recouvrir les puits par 

une ou deux gouttes de l’huile de vaseline stérile  avant l’incubation. La fermentation 

du sucre s’accompagne de l’acidification du milieu et, en présence de l’indicateur coloré, 

elle se traduit par une coloration jaune dans et autour du puits. Il est lieu de signaler 

que   la   durée   d’incubation   est   abrégée   à   18 h   au   maximum   en   raison   de   la 

miniaturisation  des  milieux  de  culture  et  pour  que  les  résultats  ne  s’interférent  par 

l’ultime contigüité et en soient plus perceptibles. 

 
3.5 Etude de quelques propriétés technologiques et critères probiotiques 

 
3.5.1 Propriétés technologiques 

Dans la fabrication des aliments, et en plus du goût acidulé qu’elles confèrent au 

produit, les LAB sont utilisées comme agents aromatisants et texturants. Elles 

produisent plusieurs composants tels que les exopolysaccharides (EPS), l'acétate, 

l'éthanol, le diacétyl et acétaldéhyde qui peuvent améliorer la texture, l'arôme et la 

saveur des produits alimentaires fermentés. Elles exercent souvent des activités 

protéolytiques et lipolytiques, et produisent des composants aromatiques à partir des 

acides aminés (Ho et al., 2007; Cholet, 2006 ; Gerrit et al., 2005; Bourgeois & 

Larpent , 1996 ). 
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3.5.1.1 Pouvoirprotéolytique 

Pour  déterminer  l’activité  protéolytique  des  bactéries  lactiques,  et  selon  la 

méthode de Veuillemard, (1986) légèrement modifiée. La gélose MRS additionnée de 

lait écrémé à 10 % a été coulée, solidifiée et séchée puis des spots en nombre de 7 par 

biote  ont  été  déposés  en  surface  de  la  gélose.  Les  spots  sont  appliqués  par  l’anse  à 

partir des colonies jeunes. Après une incubation à 37 °C pendant 24 h, la protéolyse est 

révélée par des zones claires autour des spots. 

 
3.5.1.2 Pouvoir lipolytique 

L’activité  et  recherchée  sur  milieu  MRS  solide  tamponné  à  pH 7.02  (tampon 

phosphate) additionné à1 % et à 3 % de tween 80 comme unique source lipidique. Après 

la  solidification  du  milieu,  les  souches  lactiques  sont  ensemencées  par  touches  en 

nombre  de  7  par  biote  à  partir  des  cultures  de  18 h.  Après  une  incubation  à  30 °C 

pendant  7 jours,  une  activité  lipolytique  se  traduit  par  l’apparition  d’un  halo  opaque 

autour de la colonie (Guiraud & Galzy, 1980). 

 
3.5.1.3 Production des exopolysaccharides (EPS) 

La production des EPS est recherchée pour sa contribution à l’augmentation de 

la viscosité et la fermeté, l’amélioration de la texture et la réduction de la sensibilité à 

la synérèse. Les souches à tester ont été ensemencées en stries sur gélose 

hypersaccharosée déjà coulée et solidifiée, chaque boite avec trois secteurs a reçu trois 

cultures. Après incubation à 37 °C pendant 24 h, la production des exopolysaccharides 

se manifeste par l’apparition de colonies larges et gluantes (Leveau et al., 1991). 

 
3.5.1.4 Production d’acétoine 

Pour la réalisation de ce test, tubes contenant du lait écrémé stérile (à 9 %) ont 

été ensemencés chacun par une culture à tester. Après une incubation pendant 24 h à 

37 °C et la vérification de la coagulation, des gouttes des deux réactifs de Vogues 

Proskaeur VPI et VPII ont été ajoutés à chaque tube positif, suivi d’une agitation 

intense. Après un délai de 10 minutes, une coloration rose traduit la formation 

d’acétylméthylcarbinol. Cette substance se transforme en acétoïne sous l’action de la 

soude (VPII) et se combine avec l’a-naphtol (VPI) en donnant un complexe rouge. 
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3.5.2 Critères probiotiques 

Les souches probiotiques doivent avoir certaines caractéristiques pour d’une 

part, atteindre leur site d’action, en général l’intestin et, d’autre part, agir au profit de 

l’hôte. Les épreuves requises à être surmontées dans un cadre expérimental in vitro 

sont la survie dans les conditions gastriques et intestinales simulées. 

 
3.5.2.1 Résistance aux conditions gastriques simulées 

Un jus gastrique simulé a été préparé in vitro par la suspension de 3 mg/ml de 

la pepsine dans de l’eau physiologique (0.85 % NaCl, m/v) et l’ajustement de pH à 3.0 

par une solution HCl 1.0 M. 1 ml des cultures jeunes de 24 h des souches lactiques a 

subi une centrifugation pour 10 min suivie de deux lavages par de l’eau physiologique 

afin  d’éliminer  les  traces  du  milieu  de  culture.  Le  culot  ainsi  obtenu  a  été  ensuite 

suspendu  dans  le  jus  gastrique  simulé.  La  résistance  aux  conditions  gastriques  est 

évaluée par numération des cellules viables sur MRS solide au terme de deux heures 

(2 h) d’incubation à 42 °C (Musikasang et al., 2012). 

 
3.5.2.2 Résistance aux sels biliaires 

Un bouillon MRS supplémenté de 0.3 % de sels biliaires (Bovine bile salt, Sigma) 

est  inoculé  de  1 %  d’une  culture  d’une  nuit des  bactéries  lactiques  et  incubé  à  37 °C 

pour 24 h. Au terme de ce challenge, les cellules sont ensemencées sur la gélose MRS 

et la viabilité est déterminée au bout de 48 h d’incubation à 30 °C (Atte, 2016). 
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Chapitre 4 

Résultats 

 

4.1 Résultats de l’isolement des bactéries lactiques sur milieu MRS    

4.1.1 Collecte des échantillons et isolement 

L’isolement des bactéries des cinq échantillons sur les milieux gélosés MRS-A 

et le MRS-VA-VBC a donné des colonies bactériennes de différentes caractéristiques 

morphologiques (Fig 4.1) et parmi lesquelles50 isolats, qui ont été numérotés de 1 à 

50,ont fait l’objet d’une purification sur gélose MRS par trois repiquages successifs. 

Ces isolats ont été choisis au hasard à l’ordre de moyennement dix colonies de toutes 

les deux boites issues des deux dilutions du même échantillon. Par la même occasion, 

un dénombrement des bactéries lactique (LAB) était entretenu et les charges étaient 

proches des 10 6, où celle de la dilution 10 -4 était de 2.5 10 6 qui est la charge en unité 

formant colonie (UFC/g) la plus importante qu’a représentée l’échantillon K1.Il est 

lieu de signaler qu’aucune colonie bactérienne n’a été détectée pour l’échantillon K 5 

sur les milieux d’isolement, tous deux (Tab 4.1). 

 

Tableau 4.1 : Dénombrement des bactéries lactiques 

 

 

 

 

4.1.2 Résultats de l’identification présomptive des bactéries lactiques 

4.1.2.1 Examen macroscopique 

 Les colonies bactériennes ont exhibé différentes tailles, formes, sur le MRS-A, il 

s’agissait des colonies de petite taille, ponctiformes, crémeuses, lisses, à contours 

réguliers, et concernant celles isolées sur le MRS-VA-VBC. Elles ont présenté une 

gamme de rapport entre le vert et le blanc variant entre le clair et le foncé (colonies 

claires avec centre vert, larges grises avec centre vert, grises foncées, vertes foncées). 

Sont représentées ci-joint les caractéristiques macroscopiques constatables des isolats, 

chacun sur son milieu d’isolement ou lors du repiquage sur l’MRS gélosé (Tab 4.2).  

 

Échantillons K 1 K 2 K 3 K 4 K5  

UFC/g 2.5 10 6 210 6 1.3 10 6 1.8 10 6 -  
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Figure 4.1 : Macroscopie des isolas des bactéries lactiques sur le milieu d’isolement et 
le milieu de purification 

 

Tableau 4.2 : Caractéristiques macroscopiques des isolats. 

 

Isolats Caractéristiques des colonies Milieu sélectif 
d’isolement 

04, 05, 07, 23, 43, 44, 46, 47, 
48 

Crème, ponctiforme, régulière, lisse MRS-A 

25, 20, 21, 22, 24, 37, 38, 39, 
40, 45, 49 

Crème, régulière, lisse, - 3 mm de 
diamètre 

26, 27, 42, 36, 06 Crème, régulière, lisse, + 3 mm de 
diamètre 

41 Blanche, régulière, lisse, 

16, 29, 32, 28, 34, 15, 13, 03, 
12, 19, 08 

Verte claire avec centre vert MRS 
VA-VBC 

09 Verte, large avec centre vert  

33, 30, 18, 10 Blanche avec centre vert 

35, 50, 10 Verte foncée  

31, 11, 17 Grise  

01 Translucide, - 3 mm de diamètre 

02 Blanche, - 3 mm de diamètre 

A

 

B  
 
 

A : Isolement sur l’MRS acidifié à partir de 
      l’échantillon K4 ;  
B : Isolement sur MRS-VA-VBC à partir  
de l’échantillon K3 ;  
C : Premier repiquage de l’isolat LK 04 sur  
le milieu MRS 

 

C 
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4.1.2.2 Tests d’orientation 
 

a. Catalase 

 Il s’agit de la recherche de la possession de l’enzyme catalasique dégradant le 

peroxyde d’hydrogène H2O2 en eau H2O et en Oxygène O2. Ainsi, tous les isolats 

obtenus ont été retenus (catalase négative)mis à part l’isolat LK 1 qui a été catalase 

positive.  

b. Examen microscopique après fixation (coloration de Gram) 

La technique de Gram, renseignant sur le type de la paroi bactérienne, a permis 

de retenir tous les isolats de bactéries lactiques obtenus avec une coloration pourpre de 

type Gram positif, et par la même occasion, le prélèvement de leurs caractéristiques 

microscopiques perceptibles (forme, mode d’assemblage) (Fig 4.3 et 4.4). Cependant, 

les formes des cellules ont oscillé entre la forme allongée (bacille), la forme sphérique 

(cocci) et la forme intermédiaire (coccobacille) avec différents modes d’arrangement et 

disposition (isolé, pair, amas, tétrade et chainette)(Tab 4.3). Par conséquent, la 

répartition a donné ce qui suit : 

 

 Allongée (07 isolats) : LK 06, 08, 11, 12, 26, 29 et LK 33 ; 

 Sphérique (17 isolats): LK 02, 03, 04, 05,10, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 44, 46, 47, 

48,49 et LK 50; 

 Intermédiaire (20 isolats) : LK 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 

31,32, 34, 35, 38, 43 et LK 45. 

 

Il est à noter que les isolats, faisant défaut sur le tableau (Tab 4.3), parmi 

d’autres, ont été perdus au cours des trois repiquages de purification, il s’agit de 

l’isolat : LK 07, 09, 13, 14, 21, 31, 34, 35 et 48 qui ont donné des cultures négatives ; ça 

sera de même pour l’isolat LK 19. Quant à l’isolat LK 1, il a été proscrit par l’épreuve 

de la catalase. 

c. Test de sporulation 

 Après un traitement thermique à 80 °C durant 10 min, et au terme de 24 h 

d’incubation à 37 °C, tous les isolats ont présenté une culture négative (Fig4.2). Ils 

sont alors incapables de produire des spores (asporulés). 
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Figure 4.2 : Résultats négatifs du test de sporulation ; (A) les isolats LK 31, 35 ,06 

et 47. (B) les isolats LK 23, 32,30 et 37sur l’MRS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.3 : Observation microscopique par la technique de Gram, 
grossissementx100 (objectif à immersion) ; 

(a) l’isolat LK 3 ; des cocci isolés et en tétrades ;(b) l’isolat LK 12 ; des bacilles en 
palissade. (A et B représentent en zoom les champs juxtaposés). 

A 

 

B 

 

a 

 

A 

 

b 

 

B 
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Figure 4.4 : Observation microscopique par la technique de Gram, 
grossissementx100 (objectif à immersion) ; 

(a) l’isolat LK 16 ; des cocci isolés et en diplocoques ; (b) l’isolat LK 11 ; des petits 
bacilles en palissade ; (c) l’isolat LK 50 ; coccobacilles en chainettes. (A, B et C 
représentent en zoom les champs juxtaposés)        

c 

 

C 

 

B 

 

b 

 

a 

 
A 
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Tableau 4.3 : Représentation récapitulative des résultats des tests d’orientation 
 
LK                                                                       Microscopie 

C
a

t 

Sporulation 

Gram  Cocci Bacille Coco-
bacille 

Isolé Pairs Tétrades Amas Palissade Chainette 

02 + +     +++    - - 

03 + +   +  +++    - - 

04 + +   +  +++    - - 

05 + +    + + +   - - 

06 +  +     + ++  - - 

08 +  +     + ++  - - 

10 + +   +  +++    - - 

11 +  +      ++  - - 

12 +  +      ++  - - 

15 + +  + +  ++ +   - - 

16 + +  + + +  +   - - 

17 + +  +   + +   - - 

18 + +  +  + +++    - - 

19 + +  +  + + +   - - 

20 + +  + + + ++    - - 

22 + +  + +   +   - - 

23 + +  +   + +   - - 

24 +   +  + ++ +   - - 

25 + +  +   ++ +   - - 

26 +  +      ++  - - 

27 +   +  ++    + - - 

28 +   +     ++  - - 

29 +  ++     + ++  - - 

30 + +  + + +     - - 

31 + +  +  ++
+ 

    - - 

32 + +  + +   +   - - 

33 +  +      +++  - - 

34 +   + +    ++  - - 

35 +   +  + +    - - 

36 + +    + +++    - - 

37 + +   + ++
+ 

    - - 

38 +   +    +   - - 

39 + +    + + +   - - 

40 + +   + + + +   - - 

41 + +    + +++    - - 

42 + +    +  +   - - 

43 + +  +  ++
+ 

    - - 

44 + +   +   ++
+ 

  - - 

45 + +  +  +  ++   - - 

46 + +   +   +   - - 

47 + +    +     - - 

48 + +    ++
+ 

    - - 

49 + +   + ++
+ 

    - - 

50 + +      
 

  +++ - - 
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4.2 Résultats de l’évaluation de l’activité antagoniste et la sélection des 

bactéries à potentiel inhibiteur élevé 

 Étant le test essence pour cette expérimentation, l’évaluation de l’activité 

antagoniste vise à mettre en évidence un éventuel pouvoir inhibiteur des 42 isolats de 

bactéries lactiques retenus à l’encontre des six souches pathogènes et/ou d’altération 

(Tab 4.4 et 4.5). 

4.2.1 Spot agar test (méthode directe) 

 Les résultats pour la méthode de détection directe ont été exprimés par la 

constatation des zones d’inhibition de la croissance du pathogène en limitrophe et 

autour des cultures test, exprimés en mm (Fig 4.5) (Tab 4.4). Parmi l’ensemble des 

bactéries indicatrices, le Staphylococcus aureus sp. a marqué une résistance à l’encontre de 

huit isolats tests (LK 43, 49, 46, 12, 42, 18 et LK 36). Les cinq restants des bactéries 

indicatrices ont marqué une sensibilité des diamètres variés ; des diamètres notés par 

(+++) correspondant à 10 mm et plus, ont été constaté, en premier degré, contre les 

trois pathogènes Bacillus cereus ATCC 11778, Enterococcus fecalis ATCC 29212 et 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 et, en deuxième degré, Listeria ivanovii ATCC 19119 

pour presque tous les isolats tests. Alors que, des diamètres notés par (+ ou ++) 

correspondant à 0 à 5 mm (5 mm inclus) ou à 5 à 10 mm (10 mm non inclus), 

respectivement, ont été constatés contre toutes les bactéries indicatrices parla totalité 

des isolats lactiques tests (Tab 4.4). Ce qu’est clarifié par la figure 4.6estque 95 % de 

l’ensemble des contacts des isolats lactiques ont été inhibiteurs à l’égard de toutes les 

bactéries indicatrices. D’ailleurs, l’évaluation de l’action antibactérienne de l’entièreté 

des isolats est secondée à l’aide des représentations graphiques, et cela à la base de la 

mise en place des intervalles de mesure des zones fractionnant les différentes ampleurs 

de l’action inhibitrice (Fig, 4.7 et 4.8). Ces graphes renfoncent les résultats en 

démontrant la concentration de l’activité inhibitrice dans les deux intervalles (++et+) et 

que Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus fecalis ATCC 29212, 

Bacillus cereus ATCC 11778  et Listeria ivanovii ATCC 19119 étaient les plus sensibles.  
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Figure 4.5 : Résultats du spot agar test des isolats LK(06, 20, 11, 19, 08,16,03,43,49,12, 42 et 
36), LK(25,45,29,24,26, 27 et 46), LK(16,06,20,11,19,08,16, 03), LK(41,33,28,30,37,44,46) à 

l’encontre du C2, C3, C1 et C4 respectivement sur le milieu MRS 
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Figure 4.6 :Taux global de l’effet inhibiteur des 41 isolats lactiques sur les6 germes 

indicateurs 
 

 
 

Figure 4.7:Importance de l’action inhibitrice du microbiote lactique contre les06 germes 
indicateurs exprimée en diamètre de la zone d’inhibition 

 
 

 
 

Figure 4.8 :Evaluation de la sensibilité et la résistance des bactéries indicatrices à l’action 
inhibitrice du microbiote lactique 
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Tableau 4.4 : Résultats du test d’antagonisme spot agar test sur le milieu MRS 
 

LK C 1 C2 C3 C4 C5 C6 LK C 1 C2 C3 C4 C5 C6 

43 ++ +++ ++ ++ +++ - 38 +++ +++ ++ ++ ++ ++ 

49 ++ +++ + ++ +++ - 39 +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

46 + +++ + +++ +++ - 23 +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

12 ++ +++ + +++ +++ - 04 +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

42 ++ +++ ++ +++ +++ - 50 +++ ++ ++ ++ ++ +++ 

18 ++ +++ ++ +++ ++ - 47 +++ ++ ++ ++ ++ +++ 

36 ++ +++ + +++ ++ - 32 ++ ++ ++ ++ +++ +++ 

22 ++ ++ ++ +++ - ++ 25 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

10 +++ ++ ++ +++ ++ - 45 +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

05 ++ ++ ++ ++ ++ +++ 29 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

15 ++ ++ ++ +++ ++ + 24 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

02 ++ ++ ++ +++ ++ - 26 ++ ++ ++ ++ ++ + 

17 +++ +++ ++ +++ ++ ++ 27 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

06 +++ +++ +++ +++ ++ +++ 40 +++ +++ ++ +++ +++ ++ 

20 +++ +++ ++ +++ ++ +++ 41 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

11 +++ +++ +++ ++ - +++ 33 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

19 +++ ++ +++ +++ ++ +++ 28 ++ ++ + ++ ++ ++ 

08 +++ +++ +++ +++ - +++ 30 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

16 +++ ++ +++ +++ + +++ 37 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

03 +++ ++ +++ +++ ++ ++ 44 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

46 ++ +++ ++ +++ +++ + 

- : Pas d’inhibition, + : diamètre d’inhibition de 0 à 5mm (5mm inclus), ++ : diamètre d’inhibition de 5 à 
10 mm (10 mm non inclus), +++ : diamètre d’inhibition de 10 mm et plus 

 

         

4.2.2 Exclusion de l’inhibition par l’abaissement du pH 

 Ce test est réalisé dans un pas de déterminer la nature de l’agent inhibiteur par 

lever l’effet acide. Les résultats exprimés et traités avec les mêmes intervalles de 

mesure des zones. Les résultats de ce test (tableau 4.5) n’étaient pas loin d’avoir le 

même poids que ceux du test précédent tantôt sur le plan qualitatif ou tantôt sur le 

plan quantitatif avec des diamètres atteignant les 10 et 12 mm et même plus de 12 mm 

(diamètre de puits non inclus) notamment avec Bacillus cereus ATCC 11778, 

Enterococcus fecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et 

Listeria ivanovii ATCC 19119,  dans le même ordre (Fig 4.9 et 4.10). 
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Tableau 4.5 : Résultats du test d’antagonisme spot agar test sur le milieu MRS 
tamponné 

 
LK C 1 

 
C2 

 
C3 

 
C4 

 
C5 

 
C6 

 
LK C 1 

 
C2 

 
C3 

 
C4 

 
C5 

 
C6 

 
43 +++ +++ ++ +++ ++ ++ 38 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

49 +++ +++ ++ +++ ++ + 39 +++ ++ +++ ++ ++ ++ 

66 ++ ++ ++ +++ + ++ 23 +++ ++ ++ ++ +++ ++ 

12 +++ ++ ++ +++ + ++ 04 +++ ++ ++ ++ +++ ++ 

42 +++ ++ +++ +++ +++ ++ 50 +++ ++ ++ ++ +++ ++ 

18 +++ ++ ++ ++ ++ ++ 47 +++ +++ ++ +++ ++ ++ 

36 ++ ++ + ++ + - 32 +++ ++ +++ ++ +++ +++ 

22 +++ ++ ++ +++ +++ ++ 25 +++ +++ +++ ++ ++ ++ 

10 +++ ++ ++ ++ +++ ++ 45 ++ ++ +++ ++ ++ ++ 

05 +++ ++ +++ ++ +++ - 29 ++ ++ +++ ++ ++ ++ 

15 ++ ++ +++ +++ ++ ++ 24 ++ ++ +++ +++ ++ ++ 

02 +++ ++ ++ ++ +++ + 26 +++ ++ +++ +++ ++ ++ 

17 +++ ++ ++ +++ +++ - 27 +++ ++ +++ ++ ++ ++ 

06 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 40 ++ ++ +++ +++ ++ ++ 

20 +++ ++ ++ +++ +++ ++ 41 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

11 +++ ++ +++ +++ ++ ++ 33 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

19 ++ +++ +++ +++ ++ +++ 28 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

08 +++ ++ +++ +++ + +++ 30 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

16 +++ ++ +++ +++ +++ +++ 37 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

03 +++ +++ +++ ++ ++ ++ 44 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

46 +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

- : Pas d’inhibition, + : diamètre d’inhibition de 0 à 5mm (5mm inclus), ++ : diamètre d’inhibition de 5 à 
10 mm (10 mm non inclus), +++ : diamètre d’inhibition de 10 mm et plus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.9:Résultat du spot agar test des isolats LK (17, 02, 22, 15, 10 et 05) et LK(18, 
43, 49, 36, 12 et 42) respectivement contre C4 et C2 sur le milieu MRS tamponné 
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Figure 4.10:Résultat du spot agar test des isolats LK(10, 05, 22, 15, 02,17) contre C1 

LK(25,27, 42,29, 24, 26) contre C3,et LK(19, 08, 11, 03, 20,16,06) contre C1, C3, C4 et 
C5 sur le milieu MRS tamponné 
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 Parmi les 41 isolats lactiques, 20 ont été qualifiés être les plus performants à 

l’issue du test de l’activité antagoniste de screening primaire. Il s’agit des isolats 

retenus pour le screening secondaire : LK 46, 50, 17, 43, 49, 47, 03, 16, 40, 20, 06, 25, 

08, 12, 32, 22, 42,18 et LK 11. 

4.2.3 Diffusion en puits sur gélose (détection indirecte) 
 

 Les résultats de ce test n’étaient pas tellement perceptibles, car quelques isolats 

ont permis voir une action inhibitrice positive mais ne dépassant pas le 1 mm de 

diamètre, plus ou moins prononcés sur la gélose TSA tamponnée (Fig 4.11 a). 

 

4.3 Résultats de l’identification phénotypique et biochimique au niveau du 

genre des isolats à potentiel inhibiteur élevé 

 
4.3.1 Production de CO2 à partir du glucose 

 Le type fermentaire recherché sur le milieu MRS a permis de déterminer le 

type du métabolisme par lequel le substrat carboné est transformé pour différencier 

entre les souches homofermentaires (ne produisent pas le CO2) et celles 

hétérofermentaires (produisent de CO2). Les résultats montrent que la production de 

gaz (CO2) à partir du glucose a été observée chez les isolats : LK 20, 25, 40, 32, 16, 22 

et LK 42. Ces isolats sont considérés comme hétérofermentaires. Le reste des isolats : 

LK 17, 47, 49, 03, 11, 18, 19, 46, 43, 08, 06, 12 et LK 50 sont, par contre, considérés 

comme homofermentaires. Il est à noter que la production de gaz a été constatée par 

une séparation du milieu par l’emprisonnement du gaz (CO2) entre la gélose et la paroi 

du tube en raison de la communication de la piqûre d’ensemencement avec la base du 

tube (Fig 4.11 b). 

 
4.3.2 Croissance à différentes températures 

 Ce test est employé dans l’objectif de détecter l’aptitude des isolats de bactéries 

lactiques à croitre à différentes valeurs de température selon leur caractère   

psychrophile, mésophile ou thermophile. Au terme de l’incubation, les isolats : 

LK 46, 50, 17, 43, 49, 47 et LK 03 et, à degré moindre, LK 11 ont prouvé une aptitude 

de croissance dans les quatre valeurs de température. Quant aux autres isolats, ils 

n’ont pas pu pousser à 45 °C ni à 10 °C et ils l’ont été à 30 °C et à 10 °C (Tab 4.6).  
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Figure 4.11 :(a) Résultats de l’activité antagoniste sur milieu tamponné par la 
méthode des puits et (b) résultat de la recherche du type fermentaire pour les isolats 

hétérofermentaires 
 
 

Tableau 4.6 : Résultats de croissance à différentes conditions d’incubation 
 

 
LK Croissance à 

Croissance à 
Croissance à 

6.5%NaCl 10%NaCl 10 °C 15 °C 30 °C 45 °C Ph 3.9 Ph 4.4 Ph 9.6 

46 - - + + + + - - + 

50 + - + + + + + + + 

17 - - + + + +/- + + - 

43 + - + + + + - - + 

49 - - + + + + - - + 

47 +/- - + + + + - +/- + 

03 -  + + + + + + + 

16 +/- - - + + - +/- + - 

40 - - - + + - + + - 

20 - - - + + - + + - 

06 - - - + + - + + + 

25 - +/- - + + - +/- + - 

08 + - - + + - + + + 

12 - - - + + +/- + + + 

32 +/-  - + + - + + + 

22 - - - + + - + + + 

42 + - - + + +/- + + + 

18 +/- - - + + +/- + + - 

11 - - +/- + + +/- + + - 

* l’isolat LK 19 fut perdu lors du repiquage mensuel 

 
 

a 

 

b 
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4.3.3 Test de tolérance à NaCl 

 Les isolats lactiques LK 50, 43, 08 et LK 42 ont toléré une concentration de 

6.5 % en NaCl ainsi qu’à faible degré les isolats LK 47, 16, 32, et LK 18, alors que la 

concentration de10% NaCl n’a permis la croissance d’aucun des isolats sauf le LK 25 

qui a donné une croissance faiblement décelable (Tab 4.6).    

4.3.4 Croissance à différentes valeurs de pH 

 Les isolats lactiques LK 50, 03, 06, 08, 12, 32, 22 et LK 42 étaient capables de 

supporter les trois valeurs de pH utilisées. Cependant les LK 17, 16, 40, 20, 25, 18 et 

LK 11 ont marqué une croissance aux pH 3.9 et 4.4 et étaient inaptes de croitre au pH 

9.6. Au contraire, les LK 43, 46 et LK 49 ont survécu seulement au pH 9.6. Quant à 

LK 47, il a pu supporter le pH 9.6 et a donné une faible croissance à la valeur 4.4 

(Tab 4.6) (Fig 4.12). 

 

4.3.5 Résultats de la recherche de l’ADH 

 Les bactéries lactiques fermentent le glucose et produisent essentiellement 

l’acide lactique et en présence du BCP le milieu prend la coloration jaune. Pour les 

bactéries lactiques possédant l’ADH, elles dégradent l’arginine et en résulte de 

l’ammoniac responsable de l’alcalinisation du milieu qui reprend sa couleur initiale 

(violette), et les bactéries sont dites dans ce cas (ADH+). Tous les 19 isolats ont affiché 

la possession de l’enzyme ADH (Fig 4.13 a). 

 

4.3.6 Résultats de la recherche de l’uréase 

 La dégradation de l’urée conduit au changement de la couleur du milieu pour 

les bactéries lactiques qui possèdent l’enzyme uréase. Les 19 isolats n’ont pas dégradé 

l’urée, ils sont donc uréase négative (Fig 4.13 b). 

 

4.3.7 Profil fermentaire des sucres 

Les résultats positifs d’utilisation des sucres correspondent aux puits 

présentant un virage de la couleur de l’indicateur coloré vers le jaune, due à 

l’acidification du milieu par fermentation du sucre en question (Fig 4.14 et Tab 4.7). 

Les LK 08, 47, 49, 43, 03 et LK 17 ont montré un résultat positif pour la totalité des 

sucres (fermentation+). Les LK 06, 20, 11, 46, 40, 22 et 12 ont montré un résultat 

négatif seulement pour le L rhamnose (fermentation-). Le LK 50 a montré un résultat 

négatif avec deux sucres le L rhamnose et le D manitol. LK 18, 32, 16 et LK 48ont 

montré un résultat négatif avec le L rhamnose, le D manitol et respectivement le 

sorbitol, l’arabinose, le sucroseet le D+ lactose. 
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Figure 4.12 : (A et B) Résultats de la croissance à différentes valeurs de pH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
Figure 4.13 : (A) Résultats de l’hydrolyse de l’arginine et (B) résultats de la recherche 

de l’uréase 
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Figure 4.14 : Résultat du profil fermentaire des sucres relatif à l’isolat LK 12 (A)et 
LK 18 (B), pour les sucres : D (+) glucose, D (+) galactose, Saccharos, Dmanitol, 

L rhamnose, D(+) Lactose, Arabinose, D fructose, Raffinose, D xylose, Sorbitol et Maltose 

 

Tableau 4.7 : Résultats du profil fermentaire des sucres 
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LK 

42 + + + - - - +/- + + + + + 
06 + + + + - +/- +/- + + + + + 
22 + + + +/- - + + + + + + + 
20 + + + + - + + + + + + + 
16 + + - - - + + + + + + + 
32 + + + - - + - + + + +/- + 
17 + + + +/- + + + + + + + + 
11 + + + +/- - + + + + + + + 
03 + + + +/- + + + + + + + + 
18 + + + - - + + + + + - + 
46 + + + + - + + + + + + + 
50 + + + - - + + + + + + + 
43 + + + + + + + + + + + + 
49 + + + + + + + + + + + + 
47 + + + + + + + + + + + + 
08 + + + + + + + + + + + + 
40 + + + + - + + + + + + + 
12 + + + +/- - + + + + + + + 
25 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

A 

 

B 
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4.4 Résultats de l’étude des propriétés technologiques 

4.4.1 Pouvoir protéolytique 

 Chacun des isolats : LK 08, 46, 11, 18, 25, 43, 32, 49, 03, 12, 50, 20, 47, 40, 43 

17 et LK 06,ayant exprimé un pouvoir protéolytique constaté par l’apparition d’un halo 

clair de protéolyse entourant les spots d’ensemencement (Fig 4.15). La zone de 

protéolyse était d’importance sensiblement comparable entre ces isolats et légèrement 

prononcée pour LK 17, 49, 08 et LK 43. 

 

4.4.2 Pouvoir lipolytique 

 Les deux isolats LK 43 et LK 49 ont démontré un pouvoir lipolytique exprimé 

par la formation d’un halo opaque autour des spots. Cette activité était, 

comparativement, plus prononcée pour LK 43 que pour LK 49 (Fig 4.16).  

 

4.4.3 Production des exopolysaccharides 

 La production des exopolysaccharides dans un milieu hypersaccharosé se 

traduit par la formation de colonies volumineuses et gluantes. C’était le résultat 

constaté pour les isolats LK 06, 08, 11 et LK 12 (Fig 4.17).  

 

4.4.4 Production d’acétoine 

Après la vérification de la coagulation et l’addition des réactifs de Vogues 

Proskaeur VPI et VPII, il apparaît que les quatre isolats : LK 43, 46, 47 et LK 49 

arrivent à produire des arômes (acétoïne) dont l’anneau rouge le témoigne (Fg 4.18). 
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Figure 4.15 : (A, B, C et D) Résultats du pouvoir protéolytique sus le milieu MRS à 

10 % du lait écrémé 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.16: (A et B) Résultats du pouvoir lipolytique sus le milieu MRS à 1 % et à 3 % du 
tween 80 
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Figure 4.17 : Production des exopolysaccharides (EPS) sur le milieu MRS 

hypersaccharosé ; (A) LK 12, (B) LK 06, (C) LK 08, (D) LK 11.Elle se constate par 
l’apparition des colonies gluantes et grosses 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.18 : Résultats de la recherche de production d’acétoine ; (A) coagulation (+), 
(B) anneau rouge après l’addition de VPI et VPII (annonciateur de la production 

d’acétoine) 
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4.5 Résultats de l’étude des critères probiotiques 

4.5.1 Résistance aux conditions gastriques simulées 

          Les isolats ont réagi différemment à l’épreuve de la résistance au jus gastrique 

artificiel. La croissance pour LK 43, 49, 46, 47 et LK 03 était carrément absente, alors 

qu’elle était luxuriante pour LK 11, 18, 40, 32, et LK 12. Pour le reste des isolats, la 

croissance allait de très faible ou faible à bonne (Tab 4.8). 

 

4.5.2 Résistance aux sels biliaires 

           Ayant présenté une croissance très abondante, les isolats LK 03, 08, 50, 11, 18 

et LK 12 ont prouvé leur tolérance à 0.3 % de sels biliaires durant les 24 h d’incubation 

au contraire des isolats LK 17, 25, 40 et qui n’ont pas pu survivre dans ces 

conditions (Tab 4.8). Les résultats de survie en conditions gastriques et ceux de survie 

en conditions intestinales simulées s’affichent en juxtaposition sur le tableau pour 

démontrer aisément les isolats à potentiel probiotique ; ceux surmontant à la fois les 

deux épreuves. 

 
 

Tableau 4.8 : Résultats de survie dans le suc gastrique artificiel et de résistance aux 
sels biliaires 

 

LK pH 3 + pepsine Sels biliaires 
43 - +++ 

49 - + 

46 - ++ 

47 - +++ 

03 - ++++ 

17 + - 

22 + + 

08 + ++++ 

20 ++ ++ 

16 ++ ++ 

06 +++ +++ 

50 +++ ++++ 

25 +++ - 

42 +++ + 

11 ++++ ++++ 

18 ++++ ++++ 

40 ++++ - 

32 ++++ - 

12 ++++ ++++ 

Croissance : - : absente, + : très faible, ++ : faible,  
+++ : bonne, ++++ : luxuriante 
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Chapitre5 

Discussion 
 

Cette étude de recherche est réalisée dans l’objectif de mettre en évidence et 

évaluer l’activité antagoniste du microbiote lactique de la viande salée et séchée 

(Khliaa) pour démystifier le rôle que jouent les bactéries lactiques à réussir et perpétuer 

cette tradition ancestrale, d’une part, d’autre part, cela permettra de valoriser ce 

produit artisanal pour étudier certaines qualités d’ordre technologique et probiotique 

inhérentes à ces microorganismes. Ces derniers occupent aujourd’hui un rôle 

irremplaçable dans plusieurs domaines notamment dans l’alimentation, la nutrition et 

la santé (cultures bioprotectrices, starters, probiotiques ainsi que pour différentes 

cures). 

Pour en faire, l’étape d’isolement a permis d’obtenir 50 isolats dont 41 isolats 

lactiques présomptifs ayant survécu à l’issue de la purification et les tests d’orientation. 

Ces isolats ont fait l’objet d’un screening de l’activité antagoniste (antibiose) vis-à-vis 

des microorganismes pathogènes et/ou d’altération de référence internationale Ceci a 

permis de sélectionner les isolats lactiques prouvant le plus grand pouvoir inhibiteur 

pour les identifier au stade du genre, au moins, et les soumettre, par la suite, à une 

étude de quelques propriétés technologiques afin de savoir à quel point peuvent-ils 

servir de probiotiques. 

 
Le (Guadid, Khaliaa, ou Kadid) est connu dans plusieurs pays d'Afrique du nord 

à l’instar de l’Algérie. C'est un produit carné salé et séché, préparé, jadis et 

actuellement, après la fête de l'Aïd-El-Adha, surtout, où il y a un une disponibilité 

accrue de viande. Il est élaboré aussi bien à partir de viande d'agneau que de viande de 

bœuf. Cependant, suivant les régions, les méthodes de préparation divergent à savoir 

les ingrédients mis en œuvre, les techniques de salage ainsi que les utilisations finales 

du Guadid (Bennani et al., 1995 ; Draganski, 2012). 

 
Les produits carnés sont des produits dans lesquels les propriétés de la viande 

fraîche ont été modifiées par l’utilisation d’une ou de plusieurs opérations unitaires 

(Crews, 2011; Mikami, 1990) ; pour le salage, le sel de cuisine est inclus dans toutes 

les formules de salage de viande. Sa fonction principale est celle d’agent de saveur et il 
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a  une  action  conservatrice  (bactériostatique)  (Nganguem,  2007  ;  Aymerich  et  al., 

2000 ; Lozach, 2001) et  quant  au  séchage, c’est  un  procédé  qui  provoque  une  forte 

diminution  de  l’activité  de  l’eau  de  la  viande  (Blackmer  et  al.,  1997;  Gailani, 

1986).Après le séchage, l’activité de l’eau (WA) atteinte détermine les caractéristiques 

du  produit  fini  (texture,  couleur  et  flaveur)  et  sa  durée  de  vie  (stabilité  chimique  et 

microbiologique)  (Igene,  2008  ;  Farouk,  1983).La  microflore  est  souvent  stabilisée 

dans la viande séchée (Zukál & Incze, 2010) et la plupart des altérations de ce type de 

produit proviennent d’une augmentation de l’humidité, ce qui induit un sûrissement dû 

au  développement des  bactéries  lactiques  ou  des  coliformes,  ainsi que  l’apparition  de 

couleurs  diverses  sur  le  produit  ou  la  formation  de  zones  spongieuses  sous  l’action 

deBacillus (Lonnecker et al., 2010 ; Guiraud, 2003 ; Jay et al., 2000). 

 
Les bactéries lactiques (LAB) rassemblent un certain nombre de genres qui se 

caractérisent  par  la  production,  liée  à  un  métabolisme  exclusivement  fermentaire,  de 

quantités  importantes  d’acide  lactique  à  partir  des  sucres  (Pilet  et  al.,  2005).Ces 

genres bactériens sont rencontrés dans une panoplie de niches comprenant surtout les 

produits laitiers fermentés, les végétaux et les produits canés. Les produits fermentés 

par  les  bactéries  lactiques  sont  rendus  plus  adaptés  à  une  longue  préservation  et 

possèdent des qualités de texture, de flaveur et de  goût (El-Ghaish et al, 2011). La 

principale action antimicrobienne exercée par LAB est due à la production de l’acide 

lactique et la réduction du pH (Çadirci et al., 2005). En addition, les LAB produisent 

une  variété  de  produits  qui  peuvent  être  classés  comme  des  composés  à  faible  poids 

moléculaire   (low-molecular-mass :  LMM)   tels   le  peroxyde  d’hydrogène   (H2O2),   le 

dioxyde de carbone(CO2), le diacétyl (2,3-butanedione), des composés non caractérisés 

et  des  composés  à  haut  poids  moléculaire  (high  molecular-mass :  HMM)  comme  les 

bactériocines  (Piard  et  al., 1992  ;  Jay  et  al.,1983 ).  Chacun  de  ces  composés  peut 

antagoniser  la  croissance  de  certains  microorganismes  d’altération  et  pathogènes 

d’origine alimentaire (Ammor et al., 2006). Les LAB sont des microorganismes sûrs 

pour  la  consommation  humaine  ce  qui  a  conduit  à  la  reconnaissance  de  leur  statut 

GRAS  «  Generally  Recognized  As  Safe  »  (Klaenhammer  et  al.,  2005)  qui  autorise 

officiellement  leur  usage  pour  des  applications  alimentaires  et  qui  témoigne  de  leur 

parfaite innocuité. 
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La  croissance de ces genres bactériens nécessite des milieux de culture riches 

et complexes à base d'extraits de levure ou de viande et des peptones animales (Ashref 

&  Shah,  2011).  Ceci  est  dû  à  leurs  exigences  polyauxotrophiques  élevées  au  divers 

acides aminés, des peptides, des nucléotides, des vitamines et des acides gras en raison 

de  leur  capacité  biosynthétique  limitée  (Fitzpatrick  &  Keeffe,  2001;  Desmazeaud, 

1983)  et  sont,  donc  généralement  cultivées  sur  des  milieux  complexes  comme  les 

milieux  MRS  et  M17  qui  ont  été  utilisés  pour  leurs  dénombrement  et  isolement  de 

différentes niches écologiques  (Gemelas et al., 2013). Cependant, le choix du milieu 

est parfois motivé par le biotope initial ; pour les viandes,  à titre d’exemple, et produits 

carnés,   c’est   le   milieu   MRS   qui   est   souvent   utilisé   (Reuter,   1985).   Il   a   été 

recommandé,  de  ce  fait,  par  Schillinger  et  al.,  (2003)  pour  l’isolement  du  groupe 

« LLPW » (genres: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Weissella) et d’autres genres 

secondaires avec, tel que les Lactoccucs et Streptococcus. 

 
Le cas de cette présente recherche, l’isolement des bactéries lactiques a été 

réalisé à partir de cinq (05) échantillons de Khliaa de différents âges et différentes 

provenances (Tab 3.1). Les prises d’essai sont introduites dans un rapport 1 : 9 de 

TSE constituaient les DM (dilutions mères) ayant subi un enrichissement avant d’être 

ensemencées sur deux milieux gélosés MRS 1.5 % agar rendus sélectifs ; l’un par 

acidification (MRS-A au pH 5.2) et l’autre par addition de la vancomycine et du vert  

de bromocrésol (MRS-VA-VBC), Il est à signaler que le vert de bromocrésol, ici, 

n’étant pas un agent de sélection mais, plutôt, un indicateur de couleur, et cela à la  

base que l’MRS acide (MRS-A) avec l’incubation à l’anaérobiose à 30 °C est sélectif 

pour LAB (rendu sélectif des Gram+ par inhibition des germes à Gram-) et le MRS à 

la vancomycine et au vert de bromocrésol en semi-anaérobiose est sélectif pour 

Lactobacillus spp. (Hartemink et al., 1997 ; Naimi M & KhaledM a, 2014). 

Par conséquent, au bout de 24 h d’incubation, un dénombrement a été effectué 

pour estimer la charge des différents échantillons en LAB, bien que ce dénombrement 

ne reflète pas effectivement le nombre réel des microorganismes que renfermait le 

produit avant l’analyse en raison de l’amplification (l’enrichissement). Cette 

amplification durait une nuit pour accroitre autant plus la charge des bactéries 

lactiques et en optimiser leur prévalence à l’isolement. A ce titre, les échantillons K 1  

et K 2 ont affiché la plus grande population des bactéries lactiques avec 2.5 106 UFC/g 
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et 2  106  UFC/g.  Ces  résultats  sont  similaires  à  ceux  constatés  par  Najjari  et 

al., (2007) dans la viande ovine séchée après enrichissement (2 106 UFC/g). Des 

densités de bactéries lactiques, aussi, similaires, de l’ordre de 2 106 et de 3 106 ont été 

enregistrées à partir des échantillons de la viande fraiche (Naimi M &KhaledM a, 

2014). Il est à noter qu’aucune colonie bactérienne n’a été constatée pour l’échantillon 

K 5. 

Sur le milieu MRS-A, en semi-anaérobiose, les colonies bactériennes ont 

présenté une couleur blanche et crème, lisse (type « S » pour smooth), et étaient de 

petite taille. Ces colonies affichent des caractéristiques typiques de bactéries lactiques 

(Carr et al., 2002). Parallèlement, sur le milieu MRS-VA-VBC, les colonies sont 

apparues sous différentes morphologies (white and large colony, light green with green 

center, greycolony, dark green colony, white with green center, green colony, white colony) dont 

plusieurs d’entre elles caractérisent les individus relevant de l’espèce Lactobacillus sakei 

(Naimi M & Khaled M a, 2014 ; Najjariet al., 2007). Cette diversité des 

caractéristiques perceptibles des colonies sur les milieux d’isolement a servi, en 

premier lieu, pour le repiquage des colonies morphologiquement différentes autant que 

faisable, et en deuxième occasion, pour constater la pureté de l’isolat par l’uniformité 

des aspects macroscopiques sur le milieu de purification. 

L’ensemble des colonies, sur les deux milieux ont fait l’objet de trois repiquages 

successifs de cinquante (50) colonies couvrant les différentes caractéristiques observées 

sur le milieu MRS. Ceci en vue d’une purification pour l’étude et la conservation où la 

réalisation du troisième repiquage à fait l’occasion d’une tentative d’identification 

préliminaire en effectuant des tests d’orientation qui sont les premiers à réaliser dans 

ce sens, à savoir : 

- (i) la coloration de Gram, coloration différentielle renseignant sur le type de 

la paroi cellulaire des bactéries lactiques qui est de type Gram+ ; elle 

occupant une place déterminante et d’importance en ordre dans 

l’identification des bactéries. Cette fameuse technique permet de diviser les 

bactéries en deux grands groupes : les bactéries Gram positif et les bactéries 

Gram négatif et cela selon leurs réactions interactives avec les solutions de 

Gram (violet de gentiane, lugol et la fuschine) ; une réaction dictée par la 

structure chimique de la paroi bactérienne. Pour les bactéries à type de 

paroi Gram positif, à l’image des bactéries lactiques, elles retiennent le 
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violet de gentiane et vont ainsi se teindre en pourpre (violet ou bleu).Par la 

même occasion, ce test permet le prélèvement des caractéristiques 

microscopiques perceptibles (la pureté de l’isolat, la forme des cellules et 

leur mode d’arrangement) ; 

- (ii) le test de l’activité catalase, une enzyme clivant le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) en eau et en oxygène, dont les bactéries lactiques ne possèdent pas 

essentiellement ; 

- (iii) et le test de formation des spores ; effectué pour éliminer les non 

lactiques réagissant positifs à cette épreuve (Guiraud et al., 1980). 

 
Tous les isolats étaient Gram+, catalase- sauf un (LK 1) et asporogènes et les 

cellules des différents isolats ont affiché sous le microscope optique diverses formes ; 

coques :  LK  02,  03,  04,  05,  10,  36,  37,  39,  40,  41,  42,  44.  46,  47,  48,  49   et   LK 50. 

bacilles : 06, 08, 11, 12, 26, 29 et LK 33 et des coccobacilles : 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 

23,  24,  25,  27,  28,  30,  31,  32,  34,  35,  38,  43  et  LK 45.  Les  résultats  sont  ainsi 

parfaitement identiques aux caractéristiques des genres lactiques  pour ces trois tests 

(Doyle  et  al.,  2006  ;  Axelsson,  2004).  L’entièreté  des  45  isolats  soumis  aux  tests 

d’orientation  ont  été  tous  Gram+  et  catalase-  et  donc  des  LAB  présomptifs  hormis 

LK 1,  dont07  (15.9 %)  des  bacilles  et  37  (84.09 %)  des  cocci, et  un  tel  profil  est  très 

proche de celui trouvé par différents auteurs, notamment, par (Mallesha et al., 2010) 

avec 62.5 % de cocci et 18.75 % de bacilles. 

 
A l’issue de la purification et les tests d’orientation, quarante et un (41) isolats 

sont retenus et conservés à long et à court terme. Ces isolats vont subir un test de 

l’activité antagoniste à l’égard des bactéries indicatrices dont la référence et la 

codification sont : C1 : B. cereus ATCC 11778, C2 : E. fecalis ATCC 29212, C3 : 

L. ivanovii ATCC 19119, C4 :St.aureus ATCC  25923,  C5 :  St. aureus  ATCC 43300  et  

C 6 : St. aureus spp. 

Ce  test  comprend  deux  techniques  variantes  de  deux  grandesméthodes ;  une 

directe  et  l’autre  indirecte.  Selon  Fleming  et  al.,  (1975)  et  Schillinger, (1989) ;  la 

technique  directe :  spot  agar  test,  consisteà  cultiver  les  deux  souches  dans  le  même 

milieu  (dite  encore :  screening  primaire),  cependant,  selon  Barefoot  et al., (1983)la 

technique indirecte : well-diffusion-assay (dite encore : screening secondaire) permet de 

mettre  en  contact  le  surnageant  de  la  souche  lactique  productrice  de  substances 
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antimicrobiennes avec la souche indicatrice. 

En   adoptant   la   technique   de   Fleming   &   Schillinger   avec   de   légères 

modifications pour évaluer l’activité inhibitrice du microbiote lactique représenté dans 

son ensemble par les 41 isolats vis-à-vis des six bactéries indicatrices, tous les isolats 

(100 %)  testés  ont  exercé  une  activité  inhibitrice  sur  au  moins  cinq  (05)  bactéries 

indicatrices, notant que huit isolats (LK 43, 49, 46, 12, 42, 18 et LK 36) ayant été sans 

effet (inhibition négative) contre St. aureus spp. (C6). Ce taux de 100 % est largement 

supérieur  à  celui  trouvé  dans  l’étude  de  Renata  etal.,  (2004),  qui  n’a  repéré,  d’un 

ensemble  de  813  isolats,  que  128  à  action  inhibitrice,  ce  qui  fait,  autrement,  un 

pourcentage  de  15.7 %,  à  souligner  que  ces  128 isolats  étaient tous  (100 %)  Gram+, 

catalase -; ce qui est identique à la présente étude. 

 
S’ajoute à cela, les autres isolats lactiques ont prouvé un effet inhibiteur 

exprimé avec des diamètres catégorisés en ; (+++) : diamètre d’inhibition de 10 mm et 

plus, (++) : diamètre d’inhibition de 5 à 10 mm (10 mm non inclus) et (+) : diamètre 

d’inhibition de 0 à 5mm (5mm inclus). Par conséquent, le taux d’inhibition, sur un total 

de 246 spots, était de l’ordre de 95 %, indépendamment de l’importance de la zone 

d’inhibition. Par contre, l’indifférence des bactéries indicatrices à l’effet inhibiteur était 

de 5 % de l’ensemble des contacts  (246 spots) et n’a  concerné  particulièrement  que 

St. aureus spp. (C6), et en deuxième lieu St. aureus ATCC 43300 (C5). 

 
Compte tenu à l’intensité de l’effet inhibiteur, 60 % des inhibitions ont été 

comprises dans l’intervalle (5-10mm) et de l’autre côté, les taux de sensibilité, son 

importance et la résistance des bactéries indicatrices étaient graphiquement illustrés  

où la bactérie indicatrice C4 : St. aureus ATCC 25923 était la plus sensible, suivie, dans 

un ordre décroissant de C2 :E. fecalis ATCC 29212, C1 :B. cereus ATCC 11778, C3 : 

L. ivanovii ATCC 19119, C5 : St. aureus ATCC 43300 et C6 : St. aureus spp., alors qu’en 

terme de la résistance, C6 puis C5 étaient les plus résistantes. 

 
L’ensemble des isolats lactiques L’ensemble des isolats lactiques a subi, subi, 

ensuite, une méthode directe de criblage qui a été refaite mais cette fois-ci sur gélose 

MRS tamponnée dans le but de déterminer la nature des facteurs inhibiteurs. Elle se 

limite à l’élimination de l’effet acide lié à la production des acides organiques au cours 

du processus fermentaire de ces genres bactériens. L'acide lactique est le métabolite 

principal de la fermentation de ces bactéries lactiques ; où il est en équilibre avec ses 
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formes dissociées et non dissociées et l'ampleur de la dissociation dépend de la valeur 

de pH. A pH bas, une grande quantité d'acide lactique est sous la forme non dissociée, 

de plus elle est toxique pour beaucoup de bactéries, champignons et levures (Podolak 

et al.,1996). Dans les produits fermentés, la baisse du pH dépend de la concentration 

en substrats fermentescibles. Elle est limitée par le pouvoir tampon du milieu et par le 

pH  minimum  toléré  par  les  ferments.  Le  pH  atteint  dans  certains  des  produits 

(saucisson sec, pH 5.3 à 4.5) des valeurs qui suffisent à éliminer certains contaminants 

(Huang  et  al.,  1986).  Les  bactéries  hétérofermentaires  produisent  des  quantités 

d'acide  organique  autre  que  l'acide  lactique.  Les  Leuconostocs,  et  les  Lactobacilles 

hétérofermentaires produisent autant d'acétate que de lactate (Kandler, 1983). 

 
La quasi suppression de l’effet acide est obtenue par la préparation de l’MRS 

dans une solution tampon phosphate à pH 7.02, 0.1 M qui maintient le pH autour de la 

valeur de 7. Or, la conjugaison du tampon au milieu de culture, la technique reste la 

même que pour le test précédent ainsi que les résultats exprimés et traités avec le 

même principe. La constatation et la mesure des zones d’inhibition n’ont pas 

sensiblement changé en comparaison avec l’intensité et les diamètres obtenus sur la 

gélose MRS non tamponnée, avec même des diamètres frôlant les 12 mm quelquefois 

(diamètre de puits non inclus). Elles étaient plus sensibles, dans cet ordre, les bactéries 

indicatrices : B. cereus ATCC 11778, E. fecalis ATCC 29212, St. aureus ATCC 25923 puis 

L. ivanovii ATCC 19119. Ce qui est remarquable pour cette l’étude de recherche, c’est 

sa  ressemblance  avec  celle  de  l’effet  antimicrobien  et  probiotique  de  L. Plantarum 

(Mami A, 2014)  qui  a  utilisé  le  MRS  tamponné  pour  la  recherche  de  l’activité 

antagoniste de L. Plantarum envers une souche de Bacillus et les deux mêmes souches 

de référence : St. aureus ATCC 25923 et L. ivanovii ATCC 19119. L. Plantarum a donné 

des  zones  d’inhibition  de  22 mm,  13 mm  et  07 mm  de  diamètre (puits  inclus)  contre 

St. aureus ATCC 25923,   Bacillus    et   L. ivanovii ATCC 19119    respectivement.   Cela 

partage   avec   les   résultats   de   la   présente   étude   l’ordre   de   sensibilité   entre 

St. aureus ATCC 25923 qui est la plus sensible et L. ivanovii ATCC 19119. En plus, si 

on  n’en  considère  que  les  LAB  classés  au  genre  Lactobacillus,  nous  constatons  que 

St. aureus ATCC 25923 et B. cereus ATCC 11778 ont été plus sensibles envers chacun de 

LK 06, 08, 11 et LK 12 avec des zones d’inhibition de 10 mm ou plus (+++) alors que 

L. ivanovii ATCC 19119 a réagi de la même manière sauf avec LK12 où le diamètre de 

la zone d’inhibition n’a pas atteint 10 mm (++). Les résultats que nous avons obtenus 
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sont beaucoup plus intéressants que ceux de Christ et al., (2015) qui ont utilisé le 

milieu tamponné (tampon phosphate de sodium) et la technique dite (de sandwich), 

gardant le même principe de la méthode directe pour la recherche des LAB de sources 

animales. 

 
Ce screening a conclu que L. monocytogenes était la plus sensible avec des zones 

d’inhibition marquées (++++) avec un bon nombre de souches lactiques test 

caractérisées comme productrices de bactériocines, parmi eux, deux souches de St. 

aureus (St. aureus ATCC 12600 et St. aureus ISP 178) et E. faecalis ATCC 19433 ; dont 

cette dernière en était quasiment résistante avec des interactions négatives envers 

environ la moitié des souches lactiques(- ou +), tandis que, les Staphylocoques étaient 

très moins sensibles que L. monocytogenes. Donc, les isolats lactiques, le cas de présente 

étude, sont plus performants que leurs souches lactiques, et inversement à laquelle, les 

Staphylocoques suivis d’E. faecalis sont les plus résistants des bactéries indicatrices 

testées. D’ailleurs, l’action des bactériocines est, essentiellement, dirigée vers les 

bactéries phylogénétiquement proches de la bactérie productrice ; c’est le cas, ici, pour 

Enterococcus et Staphylococcus. 

L’investigation de l’activité antibactérienne est ensuite investiguée ; pour une 

confirmation, par la méthode indirecte (well-diffusion-assay). Elle a mis en jeu tous les 

isolats précédemment sélectionnés et les six (06) bactéries indicatrices. Cependant, les 

résultats n’ont pas atteint la taille d’être clairement perceptibles ; il s’agissait, le cas 

échéant, des zones d’inhibition à l’ordre de 1 mm, présentées par quelques isolats tests 

surtout envers C2 : E. fecalis ATCC 29212. 

Schillinger & Lücke, (1989) ont obtenu des résultats similaires, en choisissant 

L. sakei, où les tests d’activité étaient positifs avec le spot agar test mais négatifs avec la 

diffusion en puits ; sur un total de 19 souches, seulement six (06) ont démontré des 

zones d’inhibition par la méthode de diffusion en puits. Lewus et al., (1991) ont 

trouvé qu’un petit nombre des souches testées positives par la méthode des spots ont 

donné des résultats positifs par la diffusion en puits. Ils ont considéré que le fait de 

permettre plus de temps à la diffusion des bactériocines avant l’incubation, ou 

d’augmenter le diamètre des puits pour recevoir plus de volume du surnageant peuvent 

améliorer la sensibilité de la technique. Selon ces auteurs, l’agrégation, les 

bactériocines   non   diffusables,   l’inactivation   par   des   protéases   et   l’effet   de  la 
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concentration peuvent tous conduire à de faux résultats négatifs pour la technique de 

well-diffusion assay. 

 
S’ajoute à cela, les résultats négatifs peuvent montrer que la production des 

bactériocines n’est pas hautement conservée par quelques souches, vue que certaines 

bactériocines étant des protéines à médiation plasmidiques (codées par des plasmides) 

(Tagg et al., 1976). Il peut arriver que ces microorganismes peuvent, possiblement, 

perdre leurs plasmides après les transferts et les cultures répétitives conséquentes à la 

purification et aux repiquages de conservation et de préparation des cultures jeunes. 

Donc, pour chacune de ces explications, il y a des raisons et des fondements, mais il 

reste aussi intéressant de faire un suivi cinétique de la production des bactériocines 

touchant différents point sur la courbe de croissance des bactéries lactiques ; une étape 

qu’il fallait entreprendre, constituant ainsi une des limites de cette étude, permettant  

de repérer l’intervalle idéal auquel s’intensifie l’effet inhibiteur en coïncidence avec une 

meilleure production des métabolites à effet antibactérien ( bactériocines). Ainsi, les 19 

isolats ont affiché un pouvoir inhibiteur important et étaient sujets à divers tests pour 

caractériser leurs propriétés physiologiques et biochimiques pour les classer au niveau 

du genre. Pour se faire, on se réfère à la classification au stade du genre reposant sur la 

clé de différenciation phénotypique des bactéries lactiques établie par Orla-Jensen, 

(1919) et celle établie par Axelsson, (2004) (annexe.5 et 6). 

 

Ainsi,  avec  la première clé  basée, essentiellement  sur  la forme des cellules,  la 

catalase et le type fermentaire, les isolats LK 03, 17, 18, 43, 47, 46, 49, et LK 50 sont 

des       cocci,       catalase-,       homofermentaires       et       en       appartiennent       aux 

anciens genres Streptococcus   et   Tetracoccus   dont   Streptococcus   comprend   les   genres 

actuels  Streptococcus,  Enterococcus  et  Vagococcus,  alors  que  Tetracoccus  comprend  les 

genres  actuels  Pediococcus  et  Tetragenococcus.  Cependant,  les  isolats  de  forme  cocci : 

LK 16, 20, 22, 25, 32, 40 et LK 42 diffèrent des précédents par leur type fermentaire 

qui est hétérolactique (produisent le CO2) pour appartenir, selon toujours la même clé 

à  l’ancien  genre  Betacoccus  composé  des  genres  actuels  de  Leuconostoc,  Oenococcus  et 

Weissella. Pour le reste des isolats: LK 06, 08, 11 et LK 12 ont les caractéristiques des 

anciens  genres  Thermobacterium   et  Streptobacterium   dont  le  premier  est  présenté 

actuellement  par  un  seul  genre ;  Lactobacillus  et  le  deuxième  par  Lactobacillus  et 

Carnobacterium (appelé aussi Lactobacillus-like ou encore atypical meat lactics); ces quatre 
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isolats sont des bacilles homolactiques, catalase -. 

En  complément  et  selon,  cette  fois-ci,  la  deuxième  clé   (celle   de 

Axelsson, (2004) rassemblant avec les moyens phénotypiques utilisés par Orla- 

Jensen, d’autres paramètres tels que la formation de tétrades, la croissance à 

différentes conditions d’incubation (températures, concentrations en NaCl et pH). Dans 

ce sens, les isolats de bactéries lactiques peuvent être répartis sur les genres, comme 

suit : 

- Pour les isolats à catalase-, homolactiques LK 17 et LK 18, formant des 

tétrades, poussant à 45 °C et tolérant le pH 4.4 mais non pas le pH 9.6, dont 

LK 18 supporte une concentration en NaCl 6.5 % et LK 17 croit à 10 °C, ces 

deux isolats se conforment avec le genre Pediococcus. Tandis que, les isolats 

LK43 et LK 49 partagent avec LK 3 les caractéristiques de former des 

diplocoques et des tétrades et de pouvoir pousser à 10 et à 45 °C et ils 

tolèrent, en plus, 6.5 % de NaCl et non pas le pH 4.4  que  LK  3  peut 

tolérer ;ces cinq isolats s’affilient, donc, soit au genre Tetragenococcus ou au 

Aeorococcus. 

- Concernant les deux isolats LK 47 et 50 qui sont des coques en chainettes, 

ne formant pas de tétrades, homofermentaires, catalase-, poussant à 10 et à 

45°C, supportant le pH 4.4 et 9.6 et la concentration 6.5 % de NaCl ; ils 

peuvent être agencés au genre Enterococcus. Alors que, l’isolat LK 46, de 

forme cocci, ne forme pas de tétrades, pousse à 10 et à 45 °C, 

homofermentaire, catalase-, ne supporte pas le pH 4.4 ni 6.5 % NaCl ; il 

s’attribue au genre Streptococcus. 

- Quant aux isolats LK 16, 20, 22, 25, 32, 40 et LK 42, qui sont des coques, 

hétérofermentaires, catalase-, ne formant pas de  tétrades,  prospèrent  au 

pH 4.4, ne poussant pas à 45 °C, au pH 9.6 mais aussi pas à 6.5 % de NaCl à 

l’exception de LK 32 et LK 42 ; ils s’attribuent aux genres suivants : 

Leuconostoc, Oenococcus ou Weissella. 

- En ce qui concerne les isolats LK 6, 8, 11 et LK 12, qui sont des bacilles en 

mode d’association en palissades, catalase-, homofermentaires, ne se 

développent pas à 10 ni à 45 °C (faible croissance pour LK11) mais ils le 

font, par contre, au pH 4.4,notant que LK 6 et LK12 ne croissent pas à 

6.5 % de NaCl (une concentration en NaCl que supportent LK 8 et LK 11) ; 

l’ensemble peut être groupé dans le genre Lactobacillus. 
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Et de cette manière (en suivant les deux clés), les isolats lactiques peuvent se 

répartir sur les genres lactiques à l’ordre de : 4 isolats, 21 %,(LK17, 18, 43 et LK 49) du 

genre  Pediococcus ; 1isolats, 6 %,(LK 3) du Tetragenococcus; 2 isolats,  11 %, (LK 47 et 

LK 50)   au   genre   Enterococcus ;   1   isolat,   6 %,   LK 46   au   genre   Streptococcus ;   4 

isolats,21 %, (LK 6,  8, 11 et LK 12) du genre Lactobacillus ; 7 isolats, 37 %, (LK 16, 40, 

20, 25, 32, 22 et LK 42) entre Leuconostoc, Oenococcus et Weissella. D’autres études ont 

trouvé d’autres proportions à titre d’exemple celle de Naimi M & Khaled M a, (2014) 

avec 23 % Pediococcus, 4% Streptococcus, 53% Lactobacillus ou Lactobacillus-like et 20% 

Lactococcusou Vagococcus. 

 
L’identification au stade espèce pratiquée par une galerie miniaturisée, dont les 

puits (équivalents des  cupules) sur gélose blanche (équivalente d’une microplaque), a 

donné des résultats caractérisés (+)  pour une assimilation positive du sucre, (-) pour la 

non assimilation et (+/-) pour une faible assimilation du sucre. Ainsi, LK 17 et LK 18 

LK 43  et  LK 49  considérés  apparentant  à  l’ancien  genre  Tetracoccus  dont le  nouveau 

genre    Pediococcus,    selon    les    deux    clés    de    départ    des    clés    dichotomiques 

(Bergans T., 1999),  LK 18  montre  le  même  profil  de  fermentation  des  sucres  à 

l’exception du maltose que Pediococcus acidilactici. 

Pour les isolats relevant du reste des genres, les tests d’assimilation et /ou de 

production  réalisés  n’ont  pas  été  en  mesure  d’arriver  à  une  comparaison  fructueuse 

avec  des  profils  d’identification  des  bactéries  lactiques  consultés  dans  la  littérature 

(Carr  F,  2002 ; Bergans T., 1999 ;  Samelis  J.,  1994 ;  Morishita., 1986)  et  les 

efforts  effectués  dans  cette  piste  ont  été  entravés  par  l’insuffisance  des  paramètres 

entretenus  dans  la  mesure  du  possible  et  dont  certains  sont  déterminants  pour 

conclure une des conclusion significatives à propos du rang taxinomique espèce. Donc, 

sont restés  identifiés  au niveau  d’un  genre  ou  plus,  comme  ci-après,  les isolats:  LK3 

(Tetragenococcus  sp),  LK 47 et LK 50 (Enterococcusspp.),  LK 6 et LK 8 (Streptobacterium 

Lactobacillus et Carnobacterium spp.), LK11 et 12 (Lactobacillusspp.), LK 46 (Streptococcus 

sp) et LK 16, 20, 22, 25, 32, 40 et LK 42 (Leuconostoc, Oenococcus et Weissella spp.) 

 
La dernière partie de cette recherche a concerné les isolats les plus 

performants (les 19 isolats) par une étude des propriétés technologiques à savoir deux 

pouvoirs (protéolytique et lipolytique) et la production de deux substances (EPS et 
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acétoine) .Ces derniers peuvent être utilisés comme agents d’amélioration de la texture 

et du goût, et par une étude des propriétés probiotiques à savoir la résistance aux 

conditions gastriques simulées et aux sels biliaires. 

 
S’agissant de pouvoir protéolytique réalisé in vitro sur gélose MRS additionnée 

de  lait  écrémé  à  raison  d’une  concentration  massique  de  10 g  par  % ;  Chacun  des 

isolats appartenant   au   genre   Lactobacillus spp.,   Enterococcus spp.,   Streptococcus spp., 

Pediococcus acidilactici, Leuconostocspp., Oenococcusspp., Weissella spp., etTetragenococcus spp. 

ont exprimé un pouvoir protéolytique par l’apparition d’un halo clair autour des spots, 

dont  les  plus  importantes  plages  de  lyse  ont  été  démontrées,  essentiellement,  par 

l’isolat    LK 17    (Pediococcus),    LK    49    et    LK 43    (Tetragenococcus spp.),    LK 8 

(Lactobacillus spp.).Quant au pouvoir lipolytique seuls les deux isolats LK 49 et LK 43 

(Tetragenococcus spp.) ont démontré un pouvoir lipolytique, constaté par une formation 

des  dépôts  autour  des  spots  de  croissance ;  une  activité  qui  a  était,  plus  importante 

pour  LK 43.De  cette  manière,  l’ensemble  des  isolats  lactiques  ont  démontré  une 

activité lipolytique négative sauf pour les deux individus du genre Tetragenococcus spp. 

qui  sont  été  révélés  positifs.  Ces  résultats  ressemblent,  pour  Lactobacillus  spp.  aux 

résultats  obtenus  par  Crow  et  al.,  (1994)  qui  ont  montré  que  les  Lactocoques 

possèdent une faible activité lipolytique. Cependant, pour le pouvoir aromatisant révélé 

par  la  production  d’acétoine,  il  a  été  constaté  que  quatre  isolats  représentant  trois 

genres :   LK   49   et   LK 43   (Tetragenococcus spp.)   LK   46   (Streptococcus spp.),   LK 47 

(Enterococcus spp.)  sont  arrivés  à  le  produire  avec  des  intensités  comparables.  Tandis 

que Van K et al., (2002) ont y rapporté que les bactéries lactiques possèdent, souvent, 

une   activité   protéolytique   et/ou   lipolytique,   et   elles   sont   aptes   d’ élaborer   des 

composants aromatiques à partir des acides aminés. 

 
La capacité des bactéries lactiques à synthétiser des EPS joue un rôle important 

pour  la  consistance  et  la  rhéologie  des  produits  transformés  (Welman  &  Maddox, 

2003  ;  Ruas-Madiedo  et  al.,  2002).  Ces  composés  polymères  sont  généralement 

considérés  comme  des  agents  épaississants  naturels  en  industrie  alimentaire.  La 

production, in vitro,    des  EPS  dans  un  milieu  richement  saccharosé  a  dévoilé  que 

seulement les isolats (LK 6, 8, 11 et LK 12) du genre Lactobacillus spp. ont un pouvoir 

remarquable de production des EPS remarquable ; Il est rapporté, dans ce sens, que les 

L. delbrueckii  ssp.  Bulgaricus  produisant  des  EPS  sont  utilisés  en  tant  que  starters 
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fonctionnels dans la fabrication afin d’améliorer la texture, éviter la synérèse et 

augmenter la viscosité des produits finis (Durlu-Özkaya et al., 2007 ; Amatayakul et 

al., 2006). 

 
La tolérance à l’acidité et à la bile sont deux qualités requises pour les 

microorganismes probiotiques comme ils doivent survivre los du passage dans le tube 

gastro-intestinal. Le bas pH et l’action de la pepsine tuent les microorganismes entrant 

dans l’estomac après l’ingestion. Les acides biliaires dans l’intestin grêle, ont une 

fonction semblable au détergent et sont, ainsi, critiques pour les microorganismes qui 

ont des membranes composées de lipides et des acides gras. La concentration de la bile 

vade 1.5 à 2.0 % dans la première heure de la digestion, avant de décroitre à environ 

0.3 %  (Noriega  et al.,  2004).  La  survie  des  microorganismes  probiotiques  sous  des 

conditions simulées de du tube digestif humain est testée pour évaluer leurs capacités à 

agir   in   vivo   et   exercer   leurs   effets   bénéfiques   (Holzapfel   W   et   al.,   1998 ; 

Klaenhammer T et al., 1999). Approximativement, 2.5 L de jus gastrique et 1 L de 

bile  sont  secrétés  dans  la  lumière  digestive  humaine  chaque  jour.  Pour  cela,  il  est 

essentiel pour la bactérie d’avoir un système de protection pour persister dans un pH 

acide, dans l’estomac et avec les enzymes digestives et la bile dans l’intestin grêle. 

 
Ces  deux  tests  réalisés  in  vitro,  ont  donné  pour  la  résistance  aux  conditions 

gastriques   simulées   une   croissance   abondante   pour   les :   2   isolats   de   genre 

Lactobacillus spp. (LK 11 et LK 12) ; 1 isolat de LK 18 de genre Pediococcus, et 2 isolats 

(LK  40  et  32,)  de  genre  Leuconostoc,  Oenooccus  et  Weissella spp.,  contrairement  aux 

isolats  ayant  un  pouvoir  de  production  d’acétoine.  Quant  à  la  résistance  aux  sels 

biliaires,  les  isolats  ayant  une  croissance  très  abondante,  les  isolats  Lactobacillus 

(LK 11,  08  et LK  12),  (Pediococcus,  Enterococcus,  Tetragenococcus spp.)  respectivement 

LK 18, 50 et LK 03. 

Une   étude   conduite   par   Vizoso   P   et   al.,   (2006)   sur   35   souches   de 

Lactobacillus sp., a révélé la tolérance de 07 souches au stimulus stomaco-duodénal avec 

une  survie  qui  varie  entre  11%  et  93%  et  cela  peut  se  comparer,  relativement,  aux 

quatre isolats Lactobacillus spp (LK 11, 12, 8 et LK 6) dont seulement LK8 était précaire 

à tolérer l’effet acide simulé de l’estomac, quand les LK 11, 12 et LK 6 ont montré une 

bonne  tolérance  aux  deux  stimuli  (acidité  et  bile),  parallèlement,  et  pour  certaines 

espèces  de  ce  genre,  des  résultats  obtenus  par  Burns  et  al.  (2008)  montrent  que  la 
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majorité des souches de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Lb. delbrueckii ssp. lactis sont 

sensibles aux sels biliaires. Zago et al. (2011) ont constaté des moyennes de survie 

entourant les 40% chez des Lactobacilles isolés d’un biotope différent (lait et 

frommage) 

En terme de cette discussion, six isolats (LK 8, 11 et LK 12 ; LK 18 ; LK 43 

et   LK 49)   (Lactobacillus spp.;   Pediococcus   acidilactici,   Tetragenococcus   spp.)   à   grand 

potentiel        antibactérien        notamment        contre St. aureus        ATCC        25923, 

E. fecalis ATCC 29212, B. cereus ATCC 11778 et L. ivanovii ATCC 19119 ; avec des 

diamètres atteignant les 12 mm (diamètre des puits non inclus) et jouissent, en plus, 

des qualités technologiques et probiotiques, ont été isolés, identifiés à titre présomptif 

et conservés dans une intension d’exploiter les prérogatives qu’ils viennent de prouver. 



Conclusion 
 
 

 
 

Conclusion 

 
Cette étude des LAB, de la viande salée et séchée (Khliaa), a été effectuée dans le 

but d’évaluer leur éventuelle capacité antibiotique qui peut définir leur vocation à la 

bio-conservation des produit carnés, notamment, avec, au même coup, la réalisation de 

quelques épreuves technologiques et probiotiques. L’isolement a été réalisé en utilisant 

le MRS acidifié (pH 5.2) et le MRS à la vancomycine (MRS-VA-VBC), tandis que, 

l’étude de la capacité antimicrobienne s’est inspirée des deux méthodes spot gar test et 

well-diffusion-assay. Ainsi, 50 isolats ont été obtenus et soumis à une identification 

préliminaire avant d’être testés contre six bactéries indicatrices où St. aureus ATCC 

25923 était la plus sensible, suivie, dans cet ordre, d’E. fecalis ATCC 29212, B. cereus 

ATCC 11778 et L. ivanovii ATCC 19119 avec des diamètres d’inhibition arrivant au 10 

mm et plus. Dès lors, ce criblage a permis de choisir 19 isolats; les plus performants 

pour les identifier à la base des caractéristiques morphologiques des colonies et de 

cellules ainsi que des tests physiologiques et biochimiques suivis d’une étude des 

propriétés technologiques et probiotiques. 

Par conséquentsix isolats (LK 8, 11 et LK 12 ; LK 18 ; LK 43 et LK 49) (Lactobacillus 

spp.;Pediococcusacidilactici;  Tetragenococcusspp.)  dont  seul  LK  18  a  été  identifié  au  stade  de 

l’espèce,  ont  affiché  des  propriétés  technologiques  et  ont  répondu  très  favorablement 

aux tests primaires de l’effet probiotique. 

En ce qui concerne l’activité antimicrobienne enregistrée dans cette 

expérimentation, il reste préoccupant que le test soit effectué dans un sens qu’il soit 

occasionné avec le pic de la production des bactériocines voire même avec une 

optimisation pour une meilleure fonctionnalité à la bioprotection. Occasionnellement, 

et à propos de l’étude des caractéristiques probiotiques, la qualification (probiotique) 

n’est considérée qu’après une identification phylogénétique et/ou moléculaire parfaite 

en se recourant, par exemple, à l’analyse de l’ARN ribosomique 16s et l’hybridation de 

l’ADN, etc. En plus, il est indispensable de réaliser un antibiogramme pour proscrire 

toute possibilité d’antibiorésistance; encore, des épreuves in vitro, entre autres restent 

pertinentes à faire pour continuer un tel travail de recherche et elles-mêmes se parfaire 

par une étude toxicologique et des essais in vivo pour un usage serein de ces 

microorganismes. 
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Annexe 1 : Arbre phylogénétique des bactéries lactiques/ comparaison avec les genres 
Aerococcus, Listeria, Staphylococcus et Bacillus (AxeIsson ,1998) 
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Annexe 2 : Voies homo-fermentaire et hétéro-fermentaire de la dégradation du 

glucose (Raynaud, 2006). 
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du diamètre de la zone d’inhibition 
de la croissance.( R/2 : demi rayon) 

Lecture R/2 Mise en évidence et mesure 

Incubation 
MRS MRS Culture jeune du 

Microorganisme 
indicateur 

0.1 ml 
étalement en surface TSE TSB 

Standardisation 
à 0.5 Mac Farland 

Ensemencement en spot des 
isolats test (à partir d’une 
culture jeune sur MRS solide) 

 
 

 
 

Annexe 3 : Schéma de la procédure adoptée pour l’isolement comprenant la 
préparation de la solution-dilutions, et la mise en culture sur deux milieux 

 
 

 

Annexe 4 : Schéma démonstratif de la méthode directe du screening (spot agar test) 

MRS-VA-VBC   MRS-A MRS-VA-VBC   MRS-A MRS-VA-VBC MRS-A 
 

Incubation à 30 °C en conditions de microaérophilie durant 24 h 

0.1 ml 

10-4 10-3 

0.1 ml 

10-2 

0.1 ml 

SM : 10-1 

+ pré-enrichissement 
de 24 h à 30 °C 

9 ml TSE 9 ml TSE 9 ml TSE 

1 ml 1 ml 1 ml 

Etalement en surface 

10 g 

Khliaa 

+90 g 

TSE 
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Annexe 5 : Principales caractéristiques biologiques et métaboliques des bactéries 
lactiques. (AxeIsson,2004) 

Notes : 

+ : positif ; - : négatif; ± : réponse variabIe seIon Ies espèces ; nd : non déterminé. 

a) WeisseIIa peuvent être égaIement sous forme de baciIIe. 

b) Type de fermentation du gIucose: homofermentaire (-) ou hétérofermentaire(+). 

c) FaibIe quantité de CO2 produite seIon Ie miIieu 

d) Peuvent ne pas se déveIopper dans 8 % NaCI. 

e) Production d’acide Iactique D, L, ou DL acide variabIe seIon Iesespèces 
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Genres Formes Cat Réduction 
NO2 

Fermentation 

CO2 

Genre actuel 

*Betabacterioun Bacilles   Hétéro *Lactobacillus 

* Weissella 

*Thermobacterium Bacilles -  Homo *Lactobacillus 

*Streptobactrerium  - Homo *Lactobacillus 

    Carnobacterium 

    Lactococcus 

*Streptococcus Coccis -  Homo *Streptococcus 
Vagococcus 

Enterococcus 

*Betacoccus Coccis  - Hetero *Leuconostoc 

Oenococcus 

Weissella 

*Microbacterium Bacilles + + Homo *Brocothrix 

*Tetracoccus coccis + + Homo * Pediococcus 

     Tetragenococcus 

 
 

Annexe.7 : Clés de différenciation des bactéries lactiques ( Orla-Jensen,1919) 
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