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A  : Absorbance 

Ab : Absence de croissance  

ACN   : Acétonitrile 

AOP : Appellation d’Origine Protégée 

ATCC : American Type Culture Collection 

ATP : Adénosine TriPhosphate 

CECT  : Collection Espagnol de Culture Type 

CIP  : Collection de l’Institut Pasteur 

DSM : Collection allemande de microorganismes 

ESI-TOF         : ElectroSpray Ionization – tof time of flight 

FAO : Food and Agriculture Organization 

GRAS : Generally Recognized As Safe 

HPLC  : Chromatographie en phase liquide à haute performance 

LC     : Collection du Laboratoire 

LC-MS/MS     : Liquid Chromatography coupled to tandem spectrometry   

NCBI : National Center for Biotechnology Information 

ND : Non déterminé 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PCR  : Réaction en Chaîne par Polymérase 

PITC : Phénylisothiocyanate 

TFA : Acide TriFluoroacétique 

Tr : Trouble de croissance  

TIAC :  Toxi Infections Alimentaires Collectives 

UA : Unité Arbitraire 
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Les bactéries lactiques forment un groupe de bactéries bénéfiques pour l’homme. Elles 

colonisent différents biotopes microbiens allant du sol et des plantes au système digestif de 

l’homme. Le point commun qui caractérise ce groupe est la production d’acide lactique 

comme produit final du processus de fermentation de plusieurs substrats carbonés. De fait, les 

bactéries lactiques sont utilisées depuis des millénaires dans la production de nombreux 

aliments. Elles sont surtout connues dans la préparation des laitages fermentés, mais 

également dans le saumurage des légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, etc. De par 

leurs différentes propriétés technologiques, elles contribuent à la texture, ainsi qu’à la flaveur 

des aliments, notamment par la production de composés aromatiques. Sur le plan hygiénique, 

elles freinent le développement de la flore indésirable (Benkerroum et Tamime 2004) et 

améliorent la conservation de l’aliment, par l’abaissement du pH et la production de plusieurs 

métabolites ayant un effet antimicrobien (Piard & Desmazeaud, 1991; Dortu & Thonart, 

2009; Moraes et al., 2010. Leur introduction dans les aliments soit de manière empirique 

(Ross et al., 2002) soit de façon industrialisée afin d’améliorer la qualité sanitaire et prolonger 

la conservation de l’aliment est très répandue.  

La bio-conservation ou bien la technologie dite «douce» de conservation des aliments 

est une conservation naturelle qui préserve les propriétés organoleptiques et nutritionnelles de 

l’aliment, par l’utilisation de microorganismes vivants (Gálvez et al., 2007; Settanni & 

Corsetti, 2008). Ceci résulte en une réduction logique du recours aux conservateurs 

"chimiques", dont certains ont montré des effets indésirables sur la santé de l’Homme, ainsi 

qu’aux traitements thermiques souvent préjudiciables aux propriétés organoleptiques et 

nutritionnelles des aliments. La bio-conservation par les bactéries lactiques est due à leurs 

capacités à produire plusieurs métabolites antimicrobiens, tels que les acides organiques 

(acide lactique, acide acétique,….), le peroxyde d’hydrogène, l’éthanol, le diacétyle, la 

reutérine, le dioxyde de carbone et les bactériocines (Klaenhammer 1988; Abee et al., 1995). 

Ces dernières, font depuis quelques décennies, l’objet d’innombrables études notamment dans 

l’objectif d’applications alimentaires. 

 Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique, 

produits par des bactéries naturellement immunisées à leurs propres bactériocines (Cotter et 

al., 2005; Cotter et al., 2013). Elles ont un spectre d’activité plus ou moins large (Cotter et al., 

2005), qui, souvent, inclut des bactéries pathogènes. Certaines bactériocines ont une activité 

antimicrobienne qui s’étale jusqu’aux protozoaires, levures, champignons et virus (Reddy et 

al., 2004). Leur dégradation par les enzymes protéolytiques, en particulier les protéases du 
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tractus gastro-intestinal des mammifères, ainsi que l’absence de toxicité pour l’Homme, 

rendent leur consommation sans danger (Zacharof et Lovittb 2012). Le spectre d’activité des 

bactériocines, leur capacité à inhiber des bactéries pathogènes, leur thermo-stabilité et leur 

résistance aux variations de pH, sont les principales caractéristiques qui doivent être prises en 

compte lors de la sélection des souches productrices pour des applications dans l’industrie 

agroalimentaire (Gálvez et al., 2007).   

Du fait que les bactéries lactiques jouissent de statut GRAS (Generally Recognized as 

Safe) (Vescovo et al., 1996), leur utilisation en tant que ferments et implicitement comme 

producteurs de bactériocines est très répandue et n’est soumise à aucune réglementation 

particulière (Montville et Winkowski, 1997). Cependant, l’application directe de bactériocines 

dans les aliments se heurte à une contrainte réglementaire. Jusqu’à présent, la nisine est la 

seule bactériocine légalement commercialisé comme conservateur alimentaire (Cotter et al., 

2005). Elle a été jugée, par des comités d’experts conjoints de l’OMS et de la FAO en 1969, 

comme additif alimentaire sans danger pour l’homme (Cotter et al., 2005). En 1983, la nisine 

a été incluse dans la liste européenne des additifs alimentaires sous le numéro E234 (Milles et 

al., 2011). En plus des applications alimentaires, les bactériocines ont un immense potentiel 

dans le domaine médical. Elles peuvent être utilisées contre différentes infections causées par 

des bactéries pathogènes et même contre certains antibio-résistants notoires. 

Dans ces conditions, il apparait intéressant et utile de collecter et de sélectionner de 

nouvelles souches de bactéries, issues de différents biotopes naturels, afin d’en exploiter les 

propriétés technologiques et particulièrement leur capacité à produire des bactériocines. Ceci 

permet éventuellement de découvrir des producteurs plus performants (nombre de 

bactériocines et quantités produites), de découvrir de nouvelles structures peptidiques et de 

contribuer ainsi à une meilleure connaissance des caractéristiques de ces métabolites. Par 

ailleurs, le fait de disposer d’une plus large gamme de bactériocines et de bactéries 

productrices de différentes sources permet de répondre aux besoins, sans cesse croissant des 

professionnels de l’agro-alimentaire, de moyens alternatifs de conservation des aliments. 

Dans ce contexte, ce travail de thèse avait pour objectifs : 

- le criblage de nouvelles souches de bactéries lactiques productrices de substances 

antimicrobiennes de type bactériocines, à partir de différents produits fermentés traditionnels 

marocains et de différents fromages français ;  

- la purification, l’isolement et l’étude structurale des bactériocines produites ;  
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- l’étude de l’activité des bactériocines pures retenues, en ciblant une large gamme de 

bactéries lactiques ainsi que des pathogènes ; 

- l’application, à l’échelle du laboratoire, de souches productrices de bactériocines dans un 

modèle d’aliment fermenté contaminé par Listeria monocytogenes. 
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I. Bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques appartiennent à un groupe de bactéries bénéfiques, qui se trouvent 

partout dans la nature ainsi que dans le système digestif de l’homme. Depuis des millénaires, 

elles sont utilisées dans l’alimentation humaine. Actuellement, dans l’industrie agroalimentaire, 

les bactéries lactiques occupent une place importante parmi les auxiliaires de fabrication. Si elles 

sont surtout connues pour le rôle qu’elles jouent dans le secteur laitier (Dortu & Thonart, 2009; 

Moraes et al., 2010), elles sont utilisées également dans le saumurage des légumes, les salaisons 

des viandes et des poissons, ainsi qu’en boulangerie et dans la fabrication du vin. Elles disposent 

généralement du statut GRAS (Vescovo et al., 1996). 

1. Généralités  

 

Les bactéries lactiques sont des microorganismes unicellulaires procaryotes, 

hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont à Gram positif, peuvent avoir des formes 

coccoïdes, coccobacillaires, ou bacillaires (Klein et al., 1998; Badis, et al., 2005), sont non 

pigmentées, immobiles et non sporulantes. Les bactéries lactiques tolèrent des pH acides, ne 

possèdent pas de catalase et possèdent un métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant (Hardie & 

Whiley, 1997). De trop grandes teneurs en oxygène peuvent leur être néfastes en raison de 

l’absence de chaîne respiratoire. La plupart des bactéries lactiques sont équipées génétiquement 

pour avoir un métabolisme respiratoire, mais elles sont incapables de respirer si l’hème, n'est pas 

présent dans le milieu (Lechardeur et al., 2011). L'hème est un cofacteur indispensable au 

cytochrome c-oxydase le dernier accepteur d’électrons de la chaîne respiratoire. 

Les bactéries lactiques produisent de l’acide lactique (Kandler & Weiss, 1986) comme 

produit principal du métabolisme en fermentant les sucres (glucose, fructose, mannose, 

galactose, saccharose et lactose) chez les bactéries homofermentaires, en plus de l’éthanol et 

CO2 chez les bactéries hétérofermentaires. Leur ADN présente un pourcentage de G + C 

compris entre 30 et 60% (Stiles & Holzapfel, 1997) et une taille de génome comprise entre 1,8 et 

3,3 Mpb. Les bactéries lactiques se caractérisent par de faibles activités protéolytique et 

lipolytique et sont très exigeantes en acides aminés et en vitamine B (Caplice & Fitzgerald, 

1999). Elles sont ubiquistes et se trouvent soit libres dans l’environnement, soit en association 

avec un hôte.  

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

réside dans l’amélioration de la qualité des produits fermentés en y développant certaines 
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caractéristiques organoleptiques et en augmentant leur durée de conservation (Stiles, 1996). Elles 

participent à l’inhibition de certains microorganismes pathogènes, en produisant plusieurs 

métabolites ayant une activité antimicrobienne (Dortu & Thonart, 2009; Moraes et al., 2010).  

 

2. Historique et taxonomie  

 

Les bactéries lactiques sont de très anciens micro-organismes découverts dans des 

sédiments datant de 2,75 milliards d’années, avant l’apparition de l’oxygène dans l’atmosphère 

ce qui pourrait expliquer leur caractère anaérobie (Quiberoni et al., 2001). Elles sont apparues 

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

La classification phénotypique des bactéries lactiques est fondée sur la morphologie, la 

croissance à différentes températures, le mode de fermentation des sucres, la capacité de 

croissance à différentes concentrations de sel, 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, une classification selon la composition de la paroi cellulaire (de Ambrosini  et al., 1996) 

incluant la nature des acides gras qui la composent, a été proposée (Gilarová et al., 1994; König 

& Fröhlich, 2009). Une autre classification, basée sur la nature des produits du métabolisme 

bactérien obtenus à partir des glucides a subdivisé les bactéries lactiques en trois groupes 

(McLeod et al., 2008). Le groupe I renferme majoritairement les Lactobacilles 

homofermentaires. Le groupe II contient les bactéries hétérofermentaires et regroupe les espèces 

des genres Leuconostoc, Oenococcus, et Weissella, ainsi que quelques espèces appartenant au 

genre Lactobacillus. Le groupe III regroupe quant à lui quelques espèces appartenant au genre 

Lactobacillus et la majorité des espèces appartenant aux genres Enterococcus, Lactococcus et 

Streptococcus. Ce dernier qui occupe une position intermédiaire entre les groupes I et II, 

renferment ainsi des espèces capables d’être homo- ou hétérofermentaires selon les conditions 

environnementales (McLeod et al., 2008). 

Selon la seconde édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (Vos et al., 

2009), les bactéries lactiques sont classées 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. Seuls douze genres sont utilisés en technologie alimentaire (Figure 1), il s’agit 

de : Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Aerococcaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carnobacteriaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enterococcaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactobacillaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Leucocytose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Streptococcaceae
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Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et Weissella 

(Vandamme et al., 1996).  

L'appellation bactérie lactique est aussi souvent étendue aux genres Bifidobacterium, 

Macrococcus, Brevibacterium et Propionibacterium qui leur sont apparentés et qui sont 

également utilisés pour la fabrication de divers produits fermentés (Klaenhammer et al., 2005; 

Pfeiler & Klaenhammer, 2007). Ils bénéficient également du statut GRAS (Adams & Marteau, 

1995; Klaenhammer et al., 2005). Quelques espèces du genre Streptococcus, Enterococcus et 

certains Lactobacillus sont néanmoins considérées comme des pathogènes opportunistes pouvant 

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

 

Figure 1. Arbre phylogénique des bactéries lactiques avec les genres Aerococcus, Bacillus, Listeria et Staphylococcus 

(Axelsson, 2004) 

 

3. Propriétés technologiques 

 

a. Capacité acidifiante  

 

Les bactéries lactiques possèdent de nombreuses propriétés technologiques qui en font les 

premiers intervenants dans l’élaboration des aliments fermentés (Stiles & Holzapfel, 1997). Elles 

interviennent par fermentation des substrats, en transformant les glucides en acide lactique. 

Suivant les espèces, les sucres sont ensuite catabolisés selon deux voies différentes : soit la voie 

homofermentaire, soit la voie hétérofermentaire (Figure 2).  

 

- La voie homofermentaire ou voie d’Embden-Meyerhoff Parnas (EMP) : 
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Elle est généralement associée aux bactéries des genres Streptococcus, Lactococcus, 

Pediococcus et Lactobacillus. Celles-ci utilisent la glycolyse pour dégrader les hexoses. En 

conditions optimales de croissance, cette voie produit deux molécules de lactate et deux 

molécules d'ATP par molécule de glucose consommée. Pour être qualifiée d'homolactique, cette 

voie doit convertir au moins 90 % du glucose consommé en lactate. D’autres sucres que le 

glucose peuvent également être fermentés via cette voie : monosaccharides, disaccharides, 

hexitols (Thompson & Gentry-Weeks, 1994). Dans les conditions défavorables (milieu appauvri, 

souches mutées), ces bactéries lactiques homofermentaires peuvent présenter un métabolisme 

mixte, caractérisé par la production d'acide lactique, d'acide acétique, d'éthanol et d'acide 

formique et/ou de CO2 (Cocaign-Bousquet et al., 1996; Mozzi et al., 2010).  

 

- La voie hétérofermentaire : 

Les principaux groupes de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les 

Leuconostocs et certains lactobacilles. Ces bactéries utilisent la voie des pentoses phosphate (ou 

6-phosphogluconate) qui permet l’obtention en plus d’une molécule l’acide lactique, de CO2, 

d’une molécule d’ATP et d’une molécule d'éthanol ou de l’acétate, à partir d’une molécule de 

glucose (Thompson & Gentry-Weeks, 1994; Salminen et al., 2004). La voie fermentaire bifide 

(ou voie de la fructose-6-P phosphocétolase FPC) est une voie empruntée par les bactéries du 

genre Bifidobacterium. Pour une molécule d'hexose consommée, cette voie produit 1,5 molécule 

d'acétate et 2,5 molécules d'ATP (Drider & Prevost , 2009). 

Grace à la production d’acides, les bactéries lactiques jouent un rôle primordial dans la 

fermentation des produits alimentaires, ainsi que dans leur conservation. Elles sont utilisées en 

tant que ferments. Au fur et à mesure du processus, la quantité d'acide lactique augmente, le 

milieu devient de plus en plus acide et le produit devient stable, ce qui permet une conservation 

prolongée de l’aliment (Abee et al., 1995; Hugenholtz & Kleerebezem, 1999). L'acidification des 

aliments présente plusieurs avantages: elle fait précipiter les protéines, ce qui rend les aliments 

plus digestes, elle prolonge leur durée de conservation en limitant la prolifération des micro-

organismes responsables d’altérations. Elle contribue également au développement des arômes.  

Pour des applications agroalimentaires, les souches utilisées doivent répondre à certains critères 

tels que: l’absence de pathogénicité ou de facteurs de virulence, la capacité d’améliorer les 

caractéristiques organoleptiques de l’aliment, la facilité de culture et de conservation et le 

maintien des propriétés désirables durant le stockage (Marth & Steele, 2001).  
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Figure 2. Principales voies cataboliques du glucose chez les bactéries lactiques (Dellaglio et al., 1994). 

 

b. Capacité texturante 

 

Certaines souches de bactéries lactiques ont la capacité de synthétiser des 

exopolysaccharides (EPS) qui jouent un rôle important dans la texture et la rhéologie des 

produits transformés. La présence de ces souches productrices d’EPS dans les produits fermentés 

présente un intérêt technologique important pour les différentes industries de la fermentation, 
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notamment laitière. Elles permettent ainsi d’améliorer la texture (Ricciardi & Clement , 2000), 

de diminuer la synérèse et d’augmenter la viscosité et l’onctuosité du produit. Les EPS ont la 

capacité de retenir les molécules d’eau et de diminuer la séparation du lactosérum et des caséines 

coagulées du lait. Leur présence dans les yaourts améliore leur homogénéité (Desmazeaud, 

1990). La majorité des études portant sur la production d’EPS par les bactéries lactiques portent 

sur les genres Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc et Pediococcus (Ruas & de Los Reyes, 

2005; Badel et al., 2011).  

Les bactéries lactiques produisent deux types d’EPS: les homopolysaccharides et les 

hétéropolysaccharides. Les dextranes et les glucanes produits respectivement par Leuconostoc 

mesenteroïdes et Streptococcus mutans sont des homopolysaccharides de 

glucose tandis que les levanes produits par Streptococcus salivanus sont des 

homopolysaccharides de fructose. Les hétéropolysaccharides contenant 

deux ou plusieurs types d'oses constitutifs forment un groupe très hétérogène de 

polysaccharides élaborés par différentes bactéries lactiques thermophiles 

et mésophiles (Cerning, 1994). 

 

c. Capacité aromatisante   

 

La production de composés aromatiques est liée à l’activité microbienne. Plusieurs 

espèces de bactéries lactiques, telles que L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis et L. 

mesenteroides ssp. cremoris sont capables de synthétiser, à partir du citrate notamment, divers 

composés tels que le diacétyle, l’acétoine, l’acétate, principaux composés responsables de 

l’arôme des produits laitiers fermentés (Leveau, 1991)  

D’autres travaux (Tanous et al., 2005; Tanous et al., 2006) ont montré la capacité de 

certaines bactéries lactiques à convertir les acides aminés en molécules aromatiques, ce qui 

permet de diversifier les arômes des produits dans lesquels se développent ces bactéries (Gripon 

& Yvon, 1998).  

 

 

d. Effet sur la santé (caractère probiotique)  

 

Parmi les nombreuses définitions formulées au cours des dernières décennies, on peut 

retenir celle qui présente les probiotiques comme des microorganismes vivants, qui, lorsqu'ils 

sont ingérés en quantité suffisante, exercent un effet potentiellement bénéfique sur la santé de 

l'hôte (FAO/OMS, 2001). Beaucoup de travaux ont mis en évidence les bienfaits des 
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probiotiques sur la santé humaine (Gibson et al., 1998; Amaraa & Shiblb, 2015; Bultosa, 2016; 

Zuppa et al., 2016). 

De nombreuses souches de bactéries lactiques, telles que E. faecium J96 (Carina et al., 

2000), B. longum (Schell et al., 2002), L. acidophilus NCFM (Altermann et al., 2005) …sont 

considérées comme probiotiques. Les principales propriétés recherchées chez les probiotiques 

sont la résistance aux acides gastriques et aux sels biliaires (Klaenhammer & Kullen, 1999) et 

l’activité immunomodulatrice (Gourbeyre et al., 2011). En effet, bien que non pathogènes, leur 

″appartenance bactérienne″ stimule le système immunitaire par l’augmentation du nombre de 

phagocytes et de lymphocytes, premiers outils de défense contre tout agent exogène (Donnet-

Hughes et al., 1999). Ils aident ainsi au développent du système immunitaire chez le nourrisson 

et l’améliorent chez les personnes fragiles et âgées (Hessle et al., 1999; Cross et al., 2001 ). Les 

probiotiques participent également au renforcement de la muqueuse intestinale en stimulant la 

production du mucus par cette dernière. De plus, par l’assimilation de certains composés 

alimentaires indigestes (fibres alimentaires, lactose chez certaines personnes, etc.), ils aident à 

l’amélioration du transit intestinal et à la régulation de la flore endogène (Vieira da Silva et al., 

2016). 

Différentes études ont par ailleurs suggéré un possible rôle des probiotiques dans la 

prévention du cancer et ceci par la production d’enzymes et d’anti-oxydants (Rowland, 2004; 

Commane et al., 2005). Ces derniers agiraient en détruisant certains radicaux libres, composés 

favorisant le développement de cellules cancéreuses. D’autres études sur les souches 

probiotiques L. acidophilus et L. casei, ont montré leur efficacité contre la diarrhée (Kelleher et 

al., 2002; Penner et al., 2005).  

Enfin, la production de substances antimicrobiennes (bactériocines) est l’une des 

caractéristiques des probiotiques qui a connu un intérêt croissant ces dernières décennies (Gillors  

et al., 2008). Les probiotiques bactériocinogènes permettent l’inhibition de certaines souches 

spécifiques pathogènes ou pouvant altèrer la flore intestinale endogène. C’est le cas par exemple 

de B. bifidum NCDC 1452 qui produit une bacteriocin, la bifidine (Anand et al., 1984). Kang et 

al., (1989) ont par ailleurs décrit une souche de B. longum produisant un peptide antimicrobien 

dénommé bifilong, capable d’inhiber certaines bactéries à Gram-négatif ou à Gram-positif. De 

leur côté, Touré et al., (2003) ont isolé des souches de bifidobactéries à partir de fèces de 

nourrissons qui ont révélé une activité antagoniste contre L. monocytogenes. 

Les probiotiques sont utilisés dans un grand choix d’aliments fermentés. Dans les 

différentes applications alimentaires des probiotiques, ce sont les genres Lactobacillus et 
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Bifidobacterium qui dominent, en raison de leur appartenance à la flore endogène humaine, mais 

également en raison de l’absence quasi-systématique de facteurs de virulence chez ces bactéries. 

Les lactobacilles sont néanmoins les plus populaires grâce à leur utilisation intensive dans les 

produits fermentés. Ainsi, les deux espèces B. lactis et L. casei sont utilisées comme 

compléments dans certains produits fermentés. L’utilisation de souches du genre Enterococcus 

en tant que probiotiques est néanmoins très restreinte du fait de l’association souvent faite de leur 

présence à une contamination fécale. Ces souches sont donc plus souvent utilisées comme 

probiotiques pour les animaux (Izquierdo, 2009).  

Par ailleurs, en raison de leurs propriétés thérapeutiques, les probiotiques sont utilisés 

dans certaines préparations pharmaceutiques en association avec des traitements médicamenteux 

(Saarela et al., 2000). Reid et al., ont initié, en 2003, des travaux sur l’association de 

probiotiques aux antibiotiques en vue de limiter les infections à Helicobacter pylori, bactérie 

fréquemment impliquée dans la survenue des gastrites et ulcères gastro-duodénaux 

 

4. Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques 

 

Les bactéries lactiques sont connues et utilisées pour les effets antagonistes qu’elles 

peuvent avoir. Ceux-ci résultent de la production de différents composés organiques et non-

organiques capables d’inhiber ou de limiter la croissance de certains germes pathogènes. 

 

a. Acides organiques  
 

Qu’elles soient homofermentaires ou hétérofermentaires, les bactéries lactiques 

produisent différents types d’acides organiques. Grace à cette production, le pH du milieu dans 

lequel les bactéries lactiques se multiplient diminue, permettant ainsi l’inhibition d’une partie de 

la flore qui s’y développe et qui pourrait être indésirable dans l’aliment sur le plan hygiénique.  

b. Peroxyde d’hydrogène 
 

 

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

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

peut être inhibiteur de différents micro-organismes (Zalan et al., 2005). En effet, son action peut 

se manifester aussi bien sur les germes indésirables que sur ceux indispensables au bon 

déroulement de la fermentation. L’inhibition, se fait par l’oxydation des lipides membranaires 

des souches cibles et/ou par la destruction des structures protéiques cellulaires (Zalan et al., 

2005). 
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Certaines bactéries lactiques synthétisent la catalase hexamérique ou tétramérique, on 

parle de pseudocatalases. Celles-ci contiennent du manganèse, ce qui permet de protéger ces 

bactéries contre leur propre peroxyde d’hydrogène (Strus et al., 2006).  

 

c. Dioxyde de carbone  

 

Il est formé essentiellement, au cours de la fermentation hétérolactique. En créant un 

environnement anaérobie, il inhibe les microorganismes aérobies. Son accumulation dans la 

bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire (Ammor et 

al., 2006).  
 

d. Diacétyl 
 

 Le diacétyl est un composé aromatique essentiel. Plusieurs bactéries des genres 

Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus, peuvent le synthétiser (Leveau, 1991). 

Sa capacité inhibitrice se manifeste vis-à-vis des levures, des bactéries à Gram-négatif, les 

bactéries à Gram-positif non lactiques sont quant-à elles moins sensibles (El-Ziney et al., 1998).   

e. Reutérine 
 

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est un métabolite intermédiaire qui possède 

un effet antimicrobien. Il est produit lors de la fermentation anaérobique du glycérol par 

certaines espèces de Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques tels que 

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

reutérine possède un large spectre d’activité et a des applications aussi bien dans le domaine 

médical que dans le domaine alimentaire (Vollenweider,  2004). Elle interfère avec la réplication 

de l’ADN chez les procaryotes (Gram-positif ou Gram-négatif), les eucaryotes, les virus, les 

champignons et les protozoaires.  

f. Bactériocines  
 

Les bactériocines sont des peptides avec une activité bactéricide contre les espèces 

proches de la souche productrice. Elles représentent une large gamme de peptides qui varient 

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

leur spectre d’activité et de leur mode d’action (Klaenhammer, 1988). 
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II.  Bactériocines produites par les bactéries lactiques  

 

1. Généralités   

 

La première découverte des bactériocines a été signalée il y a presque un siècle, lorsque 

Gratia (1925) a démontré l’inhibition de souches d'Escherichia coli S par une substance 

thermostable provenant d’une culture d'E. coli V. Ces substances inhibitrices ont été appelées 

colicines en références à l’espèce productrice (Frederiq, 1946). L’inhibition de la croissance de 

différentes bactéries lactiques par un métabolite produit par S. lactis, aujourd’hui classifié 

comme L. lactis (McAuliffe et al., 2001), est à la base de la découverte de la première 

bactériocine produite par une bactérie lactique, et ceci en 1928 (Rogers, 1928). Celle-ci a été 

décrite par Whitehead cinq ans plus tard et en 1947, elle a été nommée nisine (Mattick & Hirsch, 

1947). En 1951, d’autres travaux ont prouvé qu’au cours de l’affinage d’un fromage, les 

clostridies étaient inhibées par la nisine (Hirsch et al., 1951). C’est à partir de cette date que 

l’usage des bactériocines a été recommandé dans la lutte contre les contaminations alimentaires. 

Selon Klaenhammer (1988) et Margaret & John (2002), 99% des espèces bactériennes peuvent 

produire au moins une bactériocine.  

La définition d’une bactériocine a considérablement évolué au cours des années. 

Aujourd’hui, les bactériocines sont définies comme des petits peptides antimicrobiens 

synthétisés par voie ribosomique et produits par des bactéries qui sont immunisées contre leurs 

propres bactériocines (Cotter et al., 2013). Leur activité peut être restreinte à des souches de la 

même espèce ou s’étendre jusqu’à atteindre de nombreuses espèces et genres différents (Cotter et 

al., 2005). L’effet est généralement bactéricide, mais un effet bactériostatique a été constaté 

(Tagg & Wannamaker, 1976; Klaenhammer, 1988). Les bactériocines sont de nature cationique 

et sont généralement organisées en une ou plusieurs structures hélicoïdales amphiphiles 

(Rodriguez et al., 2003; Heng et al., 2007). Leur nature protéique permet leur dégradation par les 

enzymes protéolytiques en particulier les protéases du tractus gastro-intestinal des mammifères, 

ce qui les rend sans danger pour la consommation humaine (Zacharof & Lovittb, 2012).  

La famille des bactériocines est très diverse, deux grands groupes peuvent être 

différenciés. D'une part, les bactériocines produites par des bactéries à Gram négatif, 

principalement représentées par les colicines et les microcines. Leur masse moléculaire est 

supérieure à 20 kDa et contiennent généralement entre 449 à 629 acides aminés (Margaret & 

John , 2002). Elles ont un large spectre d’activité, sont résistantes à la chaleur, à certaines 

protéases, ainsi qu’aux pH extrêmes (Baquero & Moreno, 1984; Pons et al., 2002 ). Elles servent 
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comme système modèle pour des études sur les bactériocines, telles que les relations structure-

fonction (Cascales et al., 2007). De nombreux travaux ont porté sur les microcines, produites par 

des souches d’entérobactéries, du fait de leurs applications thérapeutiques potentielles (Asensio 

& Perez-Diaz, 1976).  

D’autre part, les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont les plus 

abondantes (Margaret & John , 2002) et sont les plus étudiées, en raison de leur statut GRAS 

(Settanni & Corsetti, 2008; Zacharof & Lovittb, 2012). Ces bactériocines sont généralement de 

faible masse moléculaire (rarement plus de 10 kDa) (Heng et al., 2007; Zacharof & Lovittb, 

2012).  

Les bactériocines ne sont pas des antibiotiques, mais peuvent, en revanche, être une 

alternative viable aux antibiotiques (Cotter  et al., 2013). La différence majeure entre les 

antibiotiques et les bactériocines est que ces dernières sont synthétisées par voie ribosomique et 

produites au cours de la phase primaire de la croissance alors que les antibiotiques sont, en 

majorité, des métabolites secondaires (Zacharof & Lovittb, 2012). En outre, les bactériocines ont 

des spectres d’activités relativement étroits comparés à ceux constatés chez les antibiotiques 

(Margaret & John , 2002; Zacharof & Lovittb, 2012). 

 

2. Classification  
 

La classification des bactériocines des bactéries à Gram positif a été revue plusieurs fois 

au fur et à mesure de la découverte de nouvelles structures (Klaenhammer, 1993; Ennahar  et al., 

2000; McAuliffe et al., 2001; Cotter et al., 2005; Nes  et al., 2007). Au-delà des particularités 

structurales, le poids moléculaire, le mécanisme d’action et l’origine du producteur sont 

également des critères qui ont été pris en compte par différents auteurs (Diep & Nes, 2002; 

Peschel & Sahl, 2006; Izquierdo et al., 2008). Néanmoins, la prise en compte de tous ces critères 

pour les bactériocines conduit parfois à des classifications dans plus d’une classe à la fois 

(Tableau 1), à l’absence de classification, ou encore à l’identification d’une même bactériocine 

avec différents noms (Nes  et al., 2007 ; Abdelmajid et al., 2010). 
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Tableau 1. Bactériocines placées dans plus d'une sous-classe selon la classification (Abdelmajid et al., 2010) 

Bactériocines Classes Références 

Bacteriocin 31 Class IIa (Jack et al., 1995) 

Class IIb (Eijsink et al., 2002) 

Class IIc (Nes et al., 1996) 

IIc Sec Dependent Bacteriocin (Ennahar  et al., 2000) 

Cacnobacteriocin A Class IIc (Eijsink et al., 2002) 

Class IId (Eijsink et al., 1998) 

Non subgroup bacteriocin (Ennahar  et al., 2000) 

Carnobacteriocin BM1 Class IIa (Jack et al., 1995) 

Class IIb (Eijsink et al., 2002) 

Curvacin A Class IIa (Eijsink et al., 2002) 

Class IIb (Eijsink et al., 2002) 

Divergicin A Class IIc (Eijsink et al., 2002) 

Sec dependent Bacteriocin (Ennahar  et al., 2000) 

Enterocin B Class IIc (Eijsink et al., 2002) 

Class IId (Eijsink et al., 1998) 

Enterocin P Class IIc (Jack et al., 1995) 

Class IIb (Ennahar  et al., 2000) 

Class IIc (Eijsink et al., 2002)  

Class IIb (Eijsink et al., 1998) 

Lacticin F lafA Class IIc (Eijsink et al., 1998) 

Class IIb (Eijsink et al., 2002) 

Lactobin A  

(Amylovorin-L4) 

Class IId (Nes et al., 1996) 

Non Subgroup Bacteriocin (Eijsink et al., 2002) 

Lactocin 705 Class IIb (Ennahar  et al., 2000) 

Class IId (Nes et al., 1996) 

Lactococcin B Class IIc (Eijsink et al., 2002) 

Class IId (Eijsink et al., 1998) 

Non Subgroup Bacteriocin (Ennahar  et al., 2000) 

Lactococcin G beta Class IIb (Kaiser & Montville, 1996) 

Class IIc (Eijsink et al., 2002) 

Leucocin A Class IIa (Jack et al., 1995) 

Class IIb (Eijsink et al., 2002) 

Listeriocin 743A Class IIa (Jack et al., 1995) 

Sec Dependent Bacteriocin (Ennahar  et al., 2000) 

Pln F Class IIb (Eijsink et al., 1998) 

Class IIc (Eijsink et al., 2002) 

Pln J Class IIb (Eijsink et al., 2002) 

ClassIIc (Eijsink et al., 2002) 

Sakacin A Class IIa (Eijsink et al., 1998) 

Class IIb (Eijsink et al., 2002) 

Sakacin P Class IIa (Jack et al., 1995) 

Class IIb (Eijsink et al., 2002) 
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La classification de Klaenhammer (1993) reste la classification de base, la plus modifiée. 

Les bactériocines sont divisées en quatre classes principales: la classe I comprenant les 

lantibiotiques, en raison de la présence de résidus lanthionine et 3’-méthyllanthionine. Elle 

regroupe les bactériocines modifiées post traductionnellement et est subdivisée en plusieurs 

groupes en fonction de leur structure la classe II comprenant les bactériocines thermostables non 

modifiées, cette classe a été subdivisée en trois sous-classes, la classe III comprenant les 

bactériocines thermolabiles de grande taille et la classe IV bactériocines plus complexes 

composées de protéines et portant une (ou plusieurs) composantes non-protéique, lipidique et/ou 

oligosaccharidique  (Klaenhammer, 1993). Certains auteurs (Cotter et al., 2005; Nes  et al., 

2007) ont suggéré d’exclure la classe III de la classification, puisque l’activité des bactériocines 

de cette classe s’apparente plus à une activité enzymatique qu’à une action antimicrobienne. A 

son tour, la classe IV n’étant pas clairement caractérisée, Diep et Nes (2002) ont préféré l’écarter 

et la considérer comme inappropriée dans cette classification.  

D’autres auteurs, (Diep & Nes, 2002; Drider et al., 2011; Cotter  et al., 2013) ont proposé 

une classification regroupant les bactériocines en deux groupes principaux. La classe I appelée la 

classe des lantibiotiques. Il est important de souligner que la présence des résidus lanthionine 

dans un peptide n’en fait pas automatiquement un lantibiotique. En effet, tous les peptides qui en 

possèdent, ne sont pas doués d’une activité antimicrobienne (Jack et al., 1995). Ainsi, le SAPB, 

l’AMF et le Sapt sécrétés respectivement par S. coelicolor ; S. griseus et S. tendae sont des 

peptides contenant des résidus lanthionine, mais ils ne présentent aucune activité 

antimicrobienne connue (Ueda et al., 2002; Kodani et al., 2004; Kodani et al., 2005). Quant-à la 

classe II, elle regroupe les bactériocines non modifiées (<10 kDa) contenant les résidus d'acides 

aminés standard (qui peuvent être liés par des ponts disulfure ou cyclisés entre les extrémités N-

terminale et C-terminale) (Abdelmajid et al., 2010). Elle est subdivisée en quatre sous-groupes : 

la classe IIa des « pediocin-like », la classe IIb des « two-peptides », la classe IIc des 

bactériocines circulaires et la classe IId des bactériocines non modifiées et non «pediocin-like». 

La classe III, reste très marginale dans cette classification, la classe IV quant à elle, n’exsiste pas. 

Elles rentrent pas dans la nouvelle classification admise des bactériocines. 

2.1. Classe I : Lantibiotiques 

 

Il s’agit de petits peptides, entre 19 et 38 acides aminés, de masse inférieure à 5 kDa et 

ayant subi des modifications post-traductionnelles (Willey & Van Der Donk, 2007). Les 
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modifications post-traductionnelles communes à tous les lantibiotiques impliquent la 

déshydratation des résidus sérine et thréonine du propeptide (région C-terminale), 

respectivement en déshydroalanine et déshydrobutyrine, qui peuvent ensuite former une liaison 

thioéther avec la cystéine afin de générer la lanthionine (Lan) et la β-méthyl-lanthionine 

(MeLan), respectivement (Lili & Van Der Donk, 2004; Nes  et al., 2007; Willey & Van Der 

Donk, 2007; Zacharof & Lovittb, 2012). Pas moins de 14 modifications post-traductionnelles 

différentes ont été documentées chez les lantibiotiques (Willey & Van Der Donk, 2007). La Lan 

et la MeLan sont des structures polycycliques uniques qui caractérisent les lantibiotiques (figure 

3).  

La nisine est le lantibiotique le plus étudié (Nes  et al., 2007). Sept variantes de nisine ont 

été isolées à ce jour, elles diffèrent par un ou plusieurs acides aminés (Cenatiempo et al., 1996; 

Nes et al., 2007). Les quatre variantes, nisine A, F, Q et Z ont été isolées chez L. lactis, les deux 

autres appelées nisine U et U2 ont été isolée chez S. sp (Piper et al. 2011). La nisine U présente 

une similitude de 78% avec la nisine A, la différence étant le manque des trois résidus C-

terminaux (Wescombe et al., 2006). La plus récente variante, la nisine H est isolée quant à elle 

d’une souche de Streptococcus (O'Connor et al., 2015). 

 

 

Figure 3. Formation des résidus Lanthionine (Lan) ou de Methyllanthionine (MeLan) dans le prépeptide lantibiotique 

(Willey & Van Der Donk, 2007) 

 

En fonction des différences structurales liées à la localisation des ponts établis entre les 

acides aminés modifiés, les lantibiotiques sont scindés en deux sous-classes. La sous classe Ia, 

ou bien les lantibiotiques linéaires. Ils comprennent des molécules allongées en forme d’hélice α, 

chargées positivement, amphiphile et de masse moléculaire variant de 2 à 4 kDa (jusqu'à 34 

acides aminés). Ils agissent par la formation de pores à travers la membrane cytoplasmique des 

cellules cibles sensibles (Drider et al., 2011; Zacharof & Lovittb, 2012). Cette sous-classe 

contient les bactériocines telles que la nisine, la subtilisine, le Pep5 et l'épidermine (Drider et al., 

2011). La nisine, principale bactériocine représentative de ce groupe, est la seule bactériocine 
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utilisée comme agent de conservation alimentaire (Lili & Van Der Donk, 2004). La sous-classe 

Ib est constituée des lantibiotiques globulaires qui interfèrent avec des réactions enzymatiques 

cellulaires. Ils ont une masse moléculaire variant entre 2 et 3 kDa et une charge nette nulle ou 

négative (Deegan et al., 2006; Cotter  et al., 2013). Une troisième sous-classe a été proposée, il 

s’agit de la sous-classe Ic (Bastos et al., 2009) qui représente les lantibiotiques à deux 

composants comme la lacticine 3147 (McAuliffe et al., 2001). Cette dernière est active par 

synergie entre les deux composants lacticine 3147 A1 et lacticine 3147 A2 (Drider et al., 2011) 

 

 

Figure 4.  Structures représentatives des sous-classes des lantibiotiques (Lili & Van Der Donk, 2004) 

 

2.2. Classe II : les bactériocines thermostables non modifiés 

 

Les bactériocines de classe II constituent un groupe important et diversifié de peptides 

antimicrobiens de masses moléculaires inférieures à 10 kDa (Zacharof & Lovittb, 2012). Ils 

rassemblent les peptides thermostables ne présentant pas de modifications post-traductionnelles 

(Ennahar  et al., 2000; Nes  et al., 2007; Cui et al., 2012). Cette classe est la plus hétérogène et 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique  

21 

 

son étude a conduit à sa subdivision d’abord en trois sous-classes (IIa, IIb et IIc) (Klaenhammer, 

1993) et ensuite en cinq sous-classes (IIa, IIb, IIc, IId et IIe) (Nes et al., 2007).  

 

a. La sous-classe IIa 
 

Les bactériocines de cette classe IIa sont sans doute les bactériocines des bactéries 

lactiques les plus étudiées, aux côtés des lantibiotiques, principalement en raison de leur 

importante activité anti-Listeria. Il y a environ 50 bactériocines de classe IIa qui ont été 

caractérisées (Ennahar  et al., 2000; Cui et al., 2012). Elles possèdent une forte activité contre L. 

monocytogenes à l’instar de la pédiocine PA-1 (ou AcH) d’où le nom : sous classe des 

« pediocin-like » (Bhunia et al., 1988; Ennahar et al., 1997; Zacharof & Lovittb, 2012). Les 

premières bactériocines, de cette sous-classe, à avoir été identifiées et bien caractérisées sont la 

pédiocine PA-1 (Ennahar  et al., 1996), l’entérocine A (Aymerich et al., 1996), la leucocine A-

UAL 187 (Hastings et al., 1991), la mésentéricine Y105 (Hechard et al., 1992), la sakacine P 

(Tichaczek et al., 1992) et la curvacine A (également appelée sakacine A) (Drider et al., 2006). 

Elles ont une masse moléculaire moyenne inférieure à 5,5 kDa.  

 

La structure primaire des bactériocines de la classe IIa est constituée d’une région C-

terminale variable (hydrophobe et / ou amphiphile), d’une région N-terminale conservée 

(cationique et hydrophile) et d’un ou deux ponts disulfure dans dépendant du nombre de résidus 

cystéine présents (Ennahar  et al., 2000; Nes et al., 2007). La région N-terminale renferme une 

séquence consensus YGNGV/L surnommée“ motif anti-Listeria” ou “pediocin box” 

(Cenatiempo et al., 1996; Ennahar et al., 2000; Abdelmajid  et al., 2010). La présence de ce 

motif est l’une des principales caractéristiques des bactériocines de cette classe. Il semblerait 

qu’il fasse partie de la séquence de reconnaissance de la cellule cible (Fleury et al., 1996) et qu’il 

ait un rôle dans l’interaction avec la paroi des espèces du genre Listeria et la mort de ces 

dernières (Cenatiempo et al., 1996). Cependant, La présence de ce motif n’est bien sûr pas une 

condition à l’activité anti-Listeria, puisque de nombreuse bactériocines démunies de ce motif, 

telles que la nisine A (De Vos et al., 1993), sont également active contre des espèces de ce genre. 

En se basant sur les motifs N-terminaux, de nouveaux sous-groupes peuvent apparaitre (figure 5) 

(Cui et al., 2012), et la séquence YGNG apparaît comme étant sans doute le vrai motif consensus 

(Eijsink et al., 1998). Néanmoins, il existe des exceptions. Ainsi, certaines bactériocines, bien 

que ne possédant pas la séquence consensus typique (possèdent une séquence N-terminale 

altérée ou incomplète) (Ennahar  et al., 2000; Belguesmia et al., 2011) sont classées dans la 
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classe IIa par certain auteurs, c’est le cas de la bactériocine OR-7 (Stern et al., 2006), la 

bactériocine 31 et l’acidocine A (Ennahar  et al., 2000). L’alignement des séquences d’acides 

aminés des bactériocines de classe IIa, montrent un degré d’homologie assez élevé entre 

l’ensemble des bactériocine de cette classe (Cui, et al. 2012).   
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Figure 5. Alignement de séquences des bactériocines de la sous-classe IIa (Cui et al., 2012) 
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Tableau 2. Séquences en acides aminés des bactériocines de la classe IIa 

Bactériocine Séquence d’acides aminés Référence 

Avicine A  TYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAISIIGNNSAANLATGGAAGWKS Birri et al., 2010 

Bavaricine A  KYYGNGVHXGKHSXTVDWGTAIGNIGNNAAANXATGXNAGG Larsen et al., 1993 

Bavaricine  MN TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGQAAGGIGQTVVXGWLGGAIPGK Kaiser et Montville, 1996 

Coaguline  KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGTHKC Le Marrec et al., 2000 

Divergicine M35  TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGTAQGCIDVVIGQLGGGIPGKGKC Tahiri et al., 2004 

Divercine V41  TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGQASGCIGQTVVGGWLGGAIPGKC Métivier et al., 1998 

Entérocine A  TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMSIGGFLGGAIPGKC Aymerich et al., 1996 

Leucocine C  KNYGNGVHCTKKGCSVDWGKAWTNIANNSVMNGLTGGNAGWHN Fimland et al., 2002a 

Listériocine 743A KSYGNGVHCNKKKCWVDWGSAISTIGNNSAANWATGGAAGWKS Kalmokoff et al., 2001 

Mundticine  KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSAANLATGGAAGWSK Bennik et al., 1998 

Mundticine KS  KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSAANLATGGAAGWKS Kawamoto et al., 2002 

Mundticine L  KYYGNGLSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSAANLATGGAAGWKS Feng et al., 2009 

Pédiocine PA-1  KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Ennahar et al., 1996 

Piscicoline 126  KYYGNGVSCNKNGCSVDWSKAIGIIGNNAAANLTTGGAAGWNKG Jack et al., 1996 

Sakacine 5X  KYYGNGLSCNKSGCSVDWSKAISIIGNNAVANLTTGGAAGWKS Vaughan et al., 200 

Sakacine P  KYYGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGNIGNNAAANWATGGNAGWNK Tichaczek et al., 1994 

Ubéricine A  KTVNYGNGLYCNQKKCWVNWSETATTIVNNSIMNGLTGGNAGWHSGGRA Heng et al., 2007 

Lactococcine  MMFIITSYGNGVHCNKSKCWIDVSELETYKAGTVSNPKDILW Ferchichi et al., 2001 

Leucocine A  KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW Hastings et al., 1991 

Leucocine B  KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW Felix et al., 1994 

Mésentéricine Y105  KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRLANGGNGFW Fleury et al., 1996 

Plantaricine 423  KYYGNGVTCGKHSCSVNWGEAFSCSVSHLANFGNGKC Van Reenen et al., 2003 

Plantaricine C19  KYYGNGLSCSKKGCTVNWGQAFSCGVNRVATGGNGKX Atrih et al., 2001 

Sakacine G  KYYGNGVSCNSHGCSVNWGQAWTCGVNHLANGGNGVC Simon et al., 2002 

Carnobactériocine BM1  AISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVIGGWASSLAGMGH Quadri et al., 1994 

Curvacine A  ARSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGGMISGWASGLAGM Tichaczek et al., 1993 

Entérocine P  ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISGWASGLAGMGH Cintas et al., 1997 

Sakacine A  ARSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGGMISGWASGLAGM Holck et al., 1992 

Bactériocine 31  ATYYGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKIIVNGWVQHGPWAPR Tomita et al., 1996 

Bactériocine RC714  ATYYGNGLYCNKEKCWVDWNQAKGEIGKIIVNGWVNHGPWAP del Campo et al., 2001 

Carnobactériocine B2  VNYGNGVSCSKTKCSVNWGQAFQERYTAGINSFVSGVASGAGSIGRRP Quadri et al., 1994 

Entérocine SE-K4  ATYYGNGVYCNKQKCWVDWSRARSEIIDRGVKAYVNGFTKVLGGIGGR Eguchi et al., 2001 

Hiracine JM79 ATYYGNGLYCNKEKCWVDWNQAKGEIGKIIVNGWVNHGPWAPRR Sánchez et al., 2007 

Pénocine A KYYGNGVHCGKKTCYVDWGQATASIGKIIVNGWTQHGPWAHR Diep et al., 2006 
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b. La sous-classe IIb 
 

Cette classe est généralement appelée «two-peptide», elle regroupe les bactériocines 

formées de deux peptides non modifiés α et β (Tableau 3) (Nes et al., 2007; Zacharof & 

Lovittb, 2012). L’activité antimicrobienne dépend de l’action synergique entre les deux 

peptides le plus souvent en quantité équimolaire (Garneau et al., 2002; Nissen-Meyer  et al., 

2009; Zacharof & Lovittb, 2012). Très souvent, ces peptides sont actifs individuellement 

(Anderssen et al., 1998). Une bactériocine à deux peptides doit répondre à des conditions: 

l’activité des deux peptides combinés doit être plus importante que leurs activités 

individuelles et une seule protéine d'immunité est suffisante pour protéger la cellule 

productrice contre les deux peptides (Nes et al., 2007). La séparation des peptides individuels 

d'une bactériocine de classe IIb s’avère souvent compliquée en raison de leurs propriétés 

souvent proches (Nes et al., 2007). Ces bactériocines possèdent une taille très variable allant 

de 25 résidus pour plantaricine J à 62 résidus pour thermophiline A. Comme les autres 

bactériocines de classe II, elles possèdent un spectre d’activité incluant de nombreux genres 

de bactéries à Gram positif potentiellement pathogènes et des bactéries lactiques telles que 

Bacillus, Clostridium, Listeria, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus et Pediococcus (Garneau et al., 2002). Ces bactériocines à deux peptides agissent 

sur la cible à des concentrations de l’ordre du pico ou du nano molaire, même si leurs peptides 

individuels n’affichent aucune activité à des concentrations plus élevées, de l’ordre des 

micromolaires (Nes et al., 2007).  

 

La lactococcine G, produite par Lb. Lactis (figure 6), est la première bactériocine à 

deux peptides à avoir été identifiée (Nissen-Meyer et al., 1992). C’est la bactériocine la plus 

étudiée de cette classe (Moll et al., 1996, 1998; Oppegård et al., 2007; Rogne et al., 2008). 

Elle est formée d’un peptide α (Lcn G α) de 39 acides aminés et d’un peptide β (Lcn G β) de 

35 acides aminés (Rogne et al., 2008).  
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Figure 6. Modèle représentant les structures des des deux peptides constituant la lactococcine G ainsi que leur 

orientation dans la membrane des bactéries cibles (Oppegård et al., 2010). Les liaisons hydrogènes et les interactions 

de Van der Waas entre les glycines (G7 et G18 / G11 et G12) sont représentées par des traits rouges en pointillés. 

 

L’activité de la lactococcine dépend de l'action complémentaire de ces deux peptides α 

et β (figure 7). Ces derniers peuvent se lier fortement et de manière indépendante à la surface 

de la cellule cible, mais l'activité antimicrobienne nécessite l’action complémentaire des deux 

peptides dans un rapport molaire de 1: 1 afin qu’elle soit maximale (Nes et al., 2007). 

 

Figure 7. Modèle représentant les structures tridimensionnelles de la lactococcine G et des plantaricines EF et JK en 

contact avec des micelles 
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Tableau 3. Séquences en acides aminés de bactériocines à deux peptides de classe IIb 

Bactériocine Peptide Séquence d’acides aminés Producteur Référence 

Lactocine 705 Lac705 α MDNLNKFKKLSDNKLQATIGGGMSGYIQGIPDFLKGYLHGISAANKHKKGRLGY L. curvatus Cuozzo et al., 

2000 Lac705 β MESNKLEKFANISNKDLNKITGG GFWGGLGYIAGRVGAAYGHAQASANNHHSPING 

Lactococcine G LcnG α MKELSEKELRECVGGGTWDDIGQGIGRVAYWVGKAMGNMSDVNQASRINRKKKH L. lactis Nes 2009 

LcnG β MKNNNNNFFKDMMEIIEDGELVSITGGKKWGWLAWVDPAYEFIKGFGKGAIKEGNKDKWKNI 

Lactococcine Q LcnQ α MKELSEKELRECVGGSIWGDIGQGVGKAAYWVGKAMGNMSDVNQASRINRKKKH L. lactis Zendo et al., 

2006 LcnQ β MKNNNNNFFKDMEIIEDQELVSITGGKKWGWLAWVEPAGEFLKGFGKGAIKEGNKDKWKNI 

Lactacine F Laf A MKQFNYLSHKDLAVVVGGRNNWQTNVGGAVGGAVGSAMIGATVGGTICGPACAVAGAHYLPILWTGVTAATGGFGKIRK L. jhonsonii Pridmore et al., 

2004 Laf X MKLNDKELSKIVGGNRWGDTVLSAASGAGTGIKACKSFGPWGMAICGVGGAAIGGYFGYTHN 

Plantaricine E/F Pln E MLQFEKLQYSRLPQKKLAKISGGFNRGGYNFGKSVRHVVDAIGSVAGIRGILKSIR L. plantarum Shojaei 2009 

Pln F MKKFLVLRDRELNAISGGVFHAYSARGVRNNYKSAVGPADWVISAVRGFIHGG 

Plantaricine J/K Pln J MTVNKMIKDLDVVDAFAPISNNKLNGVVGGGAWKNFWSSLRKGFYDGEAGRAIRR L. plantarum Diep et al., 

1995 Pln K MKIKLTVLNEFEELTADAEKNISGGRRSRKNGIGYAIGYAFGAVERAVLGGSRDYNK 

Plantaricine 

NC8 

PlnNC8 α MNNLNKFSTLGKSSLSQIEGGDLTTKLWSSWGYYLGKKARWNLKHPYVQF L. plantarum Maldonado et 

al., 2003 PlnNC8 β MDKFEKISTSNLEKISGGSVPTSVYTLGIKILWSAYKHRKTIEKSFNKGFYH 

Plantaricine S Pls α MNNALSFEQQFTDFSTLSDSELEVEGGRNKLAYNMGHYAGKATIFGLAAWALLA L. plantarum Stephens et 

al.,1998 Pls β MDKIIKFGGISDDQLNAVIGGKKKKQSWYAAAGDAIVSFGEGFLNAW 

Salivaricine P Sln 1 KRGPNCVGNFLGGLFAGAAAGVPLGPAGIVGGANLGMVGGALTCL L. salivarius Barrett et al., 

2007 Sln 2 KNGYGGSGNRWVHCGAGIVGGALIGAIGGPWSAVAGGISGGFASCH 

ABP-118 Abp118 α MMKEFTVLTECELAKVDGGKRGPNCVGNFLGGLFAGAAAGVPLGPAGIVGGANLGMVGGALTCL L. salivarius Flynn et al., 

2002 Abp118 β  MKNLDKRFTIMTEDNLASVNGGKNGYGGSGNRWVHCGAGIVGGALIGAIGGPWSAVAGGISGGFTSCR 

Entérocine 1071 Ent1071A MKQYKVLNEKEMKKPIGG ESVFSKIGNAVGPAAYWILKGLGNMSDVNQADRINRKKH E. faecalis Balla et al., 

2000 Ent1071B MKNIKNASNIKVIEDNELKAITGGGPGKWLPWLQPAYDFVTGLAKGIGKEGNKNKWKNV 

Entérocine C Ent C1 MKQYKVLNEKEMKKPIGG ESVFSKIGNAVGPAAYWILKGLGNMSDVNQADRINRKKH E. faecalis Maldonado et 

al., 2009 Ent C2 MKNIKNASNIKVIEDNELKAITGG GPGKWLPWLQPAYDFVAGLAKGIGKEGNKNKWKNV 

Mutacine IV  Nlm A KVSGGEAVAAIGICATASAAIGGLAGATLVTPYCVGTWGLIRSH S. mutans Qi et al., 2001 

Nlm B DKQAADTFLSAVGGAASGFTYCASNGVWHPYILAGCAGVGAVGSVVFPH 

Thermophiline 

13 

Thm A AYSGKDCLKDMGGYALAGAGSGALWGAPAGGVGALPGAFVGAHVGAIAGGFACMGGMIGNKFN S. thermophilus Marciset et al., 

1997 Thm B QINWGSVVHCIGGAIIGGAFSGGAAAGVGCLVGSGKAIINGL 

Brochocine C Brc A MHKVKKLNNQELQQIVGGYSSKDCLKDIGKGIGAGTVAGAAGGGLAAGLGAIPGAFVGAHFGVIGGSAACIGGLLGN Brochothrix. 

campestris 
McCormick et 

al., 1998 Brc B MKKELLNKNEMSRIIGG KINWGNVGGSCVGGAVIGGALGGLGGAGGGCITGAIGSIWDQW 
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c. La sous-classe IIc 
 

La sous classe IIc a été dédié aux bactériocines dont les extrémités N- et C-terminales 

sont reliées de manière covalente (Nes et al., 2007). L’entérocine AS-48 produite par E. 

faecalis ssp. liquefaciens est la plus étudiée de ce groupe (Diep et al., 1995; Bastos et al., 

2009). Une recherche génétique par PCR indique que les gènes codant pour cette bactériocine 

sont abondants chez les entérocoques (Joosten et al., 1997). Cette bactériocine agit non 

seulement sur un grand nombre des bactéries à Gram positif mais également sur certaines 

bactéries à Gram négatif (Galvez et al., 1989). 

 

d. La sous-classe IId 

 

Les bactériocines restantes, linéaires et non pédiocine-like sont regroupées dans la 

sous classe IId. Dans certains cas, cette dernière a été subdivisée sur la base de la séquence 

leader. Certains peptides antimicrobiens sont synthétisés sans une séquence N-terminale d’où 

leur nom « leaderless bacteriocins ». Ils sont initialement identifiés chez Streptococcus et 

Staphylococcus (Watson  et al., 1988; Donvito et al., 1997) en tant que peptides 

hémolytiques. Mais ils possèdent également une activité bactéricide comme c’est le cas de la 

cytolysine, lantibiotique produit par E. faecalis (Brock & Davie, 1963). Ces bactériocines ont 

été décrites chez différentes espèces de bactéries à Gram positif, telles que S. aureus, E. 

faecium et Lc. lactis (Tableau 4) (Nes et al., 2007). C’est le cas par exemple des entérocines 

7A et 7B, qui ont été récemment isolées d’E. faecalis 710C (Lohans et al., 2013). Leurs 

structures tridimensionnelles ont été les premières à être décrites dans cette sous-classe 

(Lohans et al., 2013).  

 

Tableau 4. Exemples de bactériocines de la sous-classe IId "leaderless bacteriocins" 

Bactériocine Producteur  Nombre de résidus d’acides aminés Référence 

Aureocin A53 S. aureus 51 Fimland et al., 1996 

Aureocin A70 S. aureus AurA : 31 

Aur A : 30 

Aur C : 31 

Aur D : 31 

 

Netz et al., 2001 

 

Enterocin L50 E. faecium L50A : 43 

L50B : 42 

Cintas et al., 1998       

Floriano et al., 1998 

Enterocin Q E. faecium 34 Siezen el al., 1996 

Lacticin Q L. lactis 53 Fujita et al., 2007 

LsbB Lc. lactis 30 Gajic et al., 2003 

Enterocin E. faecalis 44 Yamamoto et al., 2003 

EJ97Enterocin RJ-11 E. faecalis 44 Sánchez-Hidalgo et al., 2003 
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e. La sous-classe IIe 
 

Chez les eucaryotes, différentes histones (Richards et al., 2001; Birkemo et al., 2003), 

ainsi qu la lactoferrine (Gifford et al., 2005) sont des sources de peptides antimicrobiens de la 

sous-classe IIe. Ce type de bactériocines comporte les peptides antimicrobiens produits par 

une dégradation spécifique de grandes protéines (Nes et al., 2007). La bactériocine 

propionicine F (43 résidus d’acides aminés), provenant de la dégradation d’une grande 

protéine (PcfA, constituée de 255 résidus d’acides aminés) de Propionibacterium 

freudenreichii est l’une des bactériocines les mieux étudiées de cette sous-classe (Brede et al., 

2004). Elle est hydrophobe avec une charge nette négative (Brede et al., 2004).  

 

 

3. Biosynthèse des bactériocines et régulation 

 

Les gènes associés à la biosynthèse des bactériocines sont regroupés en 

opérons. Ils sont souvent associés à des éléments transférables tels que des transposons et des 

plasmides. Toutefois, plusieurs bactériocines ont des systèmes de production situés sur des 

chromosomes, c’est le cas par exemple de l’helvéticine J (Joerger & Klaenhammer , 1986) de 

l’entérocine A, de la divercine V41, de la sakacine P, de la carnobactériocine B2, de la 

carnobactériocine BM1 et de la nisine (figure 8) (Aymerich et al., 1996). Les gènes impliqués 

dans la biosynthèse de la nisine (Steen et al., 1991) sont, quant à eux, intégrés sur le 

chromosome à partir d’un plasmide par l'intermédiaire de transposons (Dodd et al., 1990; 

Hom et al., 1991; Cui et al., 2012). 

 

Figure 8. Régulation de la production, modification post-traductionnelles et auto-immunité de la nisine (Patton & Van 

Der Donk, 2005). « NisA substrate » est le prépeptide non biologiquement actif qui sera déshydraté par NisB et 

cyclisé par NisC avant sa translocation par l’ABC transporteur NisT et le clivage de la séquence signal par la 

protéase NisP. Ces modifications conduiront au peptide biologiquement actif. La nisine interagira avec 

l’histidine kinase NisK, ce qui induira la phosphorylation du régulateur de réponse NisR et l’activation de la 

transcription des gènes nécessaires à la production de la nisine. La protection de la cellule vis à vis de la nisine 

est réalisée par deux mécanismes : la lipoprotéine d’immunité NisI et l’ABC transporteur formé par NisG, NisE 

et NisF.  
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En général, les gènes impliqués dans les différentes biosynthèses sont situés à 

proximité les uns des autres. Ils codent pour les protéines suivantes (Simon & Gorbach, 

1987):  

- protéines d’induction, celles qui reçoivent un signal de l'inducteur (externe à la 

cellule) et provoquent la transcription des gènes codant pour la 

biosynthèse de la bactériocine ;   

- la bactériocine, synthétisée sous une forme inactive nécessitant une maturation. La 

bactériocine est synthétisée en même temps que sa protéine d’immunité, permettant à 

la cellule productrice de résister à sa propre bactériocine ;  

- protéines de transport de la bactériocine à l'extérieur de la cellule ;   

- protéines de maturation, permettant le clivage d’un prépeptide inactif de la 

bactériocine ou alors des modifications post-traductionnelles dans le cas des 

lantibiotiques;  

 

Les opérons des lantibiotiques incluent un ou plusieurs cadres ouverts de lecture 

(ORFs) impliqués dans les modifications des 

acides aminés du peptide immature. L'ordre dans lequel se présentent les différents gènes n'est 

pas le même d'une bactériocine à une autre, comme le démontre la figure 

10. Il arrive également qu'une souche ne possède qu’une partie des gènes essentiels à 

l'expression d'une bactériocine et ne la produit pas. C’est le cas notamment, de la souche de L. 

lactis IL1403 qui possède les gènes d'exportation de la lactococcine A mais ne produit 

naturellement aucune bactériocine (Venema et al., 1996).  
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Figure 9. Organisation des clusters des gènes impliqués dans la biosynthèse de certains lantibiotiques. 

Les facteurs d'induction, qui sont inconnus pour la plupart des bactériocines, 

provoquent un signal chez une histidine-kinase située à la surface de la membrane. Celle-ci 

induit la phosphorylation d'un régulateur de réponse qui interagit directement avec les 

différents promoteurs présents sur l'opéron de la bactériocine. Ainsi, comme le montre la 

figure 10, suite à l'induction, les bactériocines de la classe IIa sont synthétisées par voie 

ribosomique sous forme de pré-peptides (pré-bactériocine). Pour la nisine et la 

carnobacteriocine 82, l'inducteur est la bactériocine elle-même, qui provoque sa propre 

production (Kuipers et al., 1995; Quadri et al., 1997).  

 

 

Figure 10. Aperçu schématique du mécanisme proposé pour la production de bactériocines de la classe IIa (Ennahar 

et al., 2000) 
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Les bactériocines sont généralement synthétisées sous forme de pré-peptides inactifs, 

comprenant une séquence leader N-terminale. Cette dernière permet à la bactériocine de rester 

inactive dans la cellule productrice, facilite l'interaction avec le transporteur et joue 

vraisemblablement un rôle dans la reconnaissance par le mécanisme de modification dans le 

cas des lantibiotiques (Zacharof & Lovittb, 2012). La séquence leader est habituellement 

éliminée lors de l'exportation par le système de transport de bactériocines, soit de type 

transporteur ABC (ATP Binding Cassette), soit, moins fréquemment, par la voie de sécrétion 

générale (Sec) de la cellule (Cotter et al., 2005; Zacharof & Lovittb, 2012) afin de libérer la 

bactériocines matures (figure 11) (Havarstein et al., 1995; Ennahar et al., 2000).  

 

Figure 11. Mécanisme de transport et de maturation des pré-bactériocines de la sous-classe IIa possédant un peptide 

leader (Simon, 2001) 

La plupart des pré-bactériocines de classe II et certains pré-lantibiotiques possèdent 

une séquence leader N-terminal de type «double-glycine» (tableau 5), relativement conservée 

pour certains ce qui suggère que les transporteurs ABC et les protéines associées 

correspondantes sont également similaires (Ennahar et al., 2000).    
 

Tableau 5. Alignement des séquences des peptides leaders des bactériocines de la sous-classe IIa sur la base du motif 

double glycine C-terminal (Ennahar et al., 2000). 

Bactériocine Peptide  Leader 

Sakacin/curvacin A MNNVKELSMTELQTITGG 

Carnobacteriocin BM1 MKSVKELNKKEMQQIIGG 

Carnobacteriocin B2 MNSVKELNVKEMKQLHGG 

Sakacin P MEKFIELSLKEVTAITGG 

Enterocin A MKHLKILSIKETQLIYGG 

Pediocin AcH/PA-1 MKKIEKLTEKEMANIIGG 

Acidocin A     MISMISSHQTLTDKELALISGG 

Divercin V41 MKNLKEGSYTAVNTDELKSINGG 

Leucocin A   MMNMKPTESYQLDNSALEQVVGG 

Mesentericin Y105 MTNMKSVEAYQQLDNQNLKKVVGG 
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4. Mécanismes d’action  

 

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques, agissent en général par le même 

mécanisme d’action, en perturbant le fonctionnement de la membrane cytoplasmique (Nes  et 

al., 2007). C’est le mode d’action le plus répandu, surtout chez les bactériocines de la classe 

II. La première étape est une interaction initiale de la bactériocine avec des récepteurs 

cellulaires spécifiques (reconnaissance d’une cible), c’est le cas notamment de la mersacidine 

(Brotz et al., 1998) et de la nisine (Van de Venet et al., 1991) ou non spécifiques (interactions 

électrostatiques ou hydrophobes) (Brogden, 2005).  

Les bactériocines vont par la suite s’adsorber sur la membrane cytoplasmique et la 

perméabiliser par formation de pores conduisant à la mort de la cellule cible (Ecker, 1992; 

Ennahar et al., 2000; Peschel, 2002; Brogden, 2005). Ainsi, l’action de la bactériocine se 

traduit, d’une part par l’augmentation de la perméabilité membranaire, provoquant un 

déséquilibre ionique et une fuite de phosphate inorganique (Klaenhammer, 1993; Cenatiempo 

et al., 1996; Ennahar  et al., 2000) et d’’autre part par une perte de la Force Proton Motrice 

(FPM) qui implique la dissipation totale du potentiel transmembranaire et du gradient de pH 

(Nicholls & Ferguson, 1992; Montville & Chen, 1998; Ennahar et al., 2000). Cette FPM joue 

un rôle central dans la synthèse de l'ATP, le transport actif et la mobilité bactérienne (Nicholls 

& Ferguson, 1992).  

D’autres bactériocines ont un autre mode d’action : la perturbation du fonctionnement 

de la cellule. Koo et al. (2001) ont montré que la perméabilisation seule de la membrane de S. 

aureus par la gramicidine D et la protamine ne conduisait pas à la mort de la cellule. 

Différentes cibles peuvent être attaquées, ce qui contribue à perturber le fonctionnement 

cellulaire. L’épidermine, la mersacidine, ainsi que la nisine (Brotz et al., 1998) se lient au 

lipide II et inhibent la transglycosylation, étape clé de la biosynthèse de la paroi bactérienne 

(Brotz et al., 1998). D’autres peptides antimicrobiens peuvent inhiber la synthèse des acides 

nucléiques, comme la pleurocidine et la dermaseptine S1 (Patrzykat et al., 2002), ou inhiber la 

synthèse protéique ou encore inhiber certaines fonctions enzymatiques (Brogden, 2005).  

 

5. Auto-immunité  

 

Les souches productrices de bactériocines sont protégées contre l’action de leurs 

propres bactériocines (Chatterjee et al., 2005; Zacharof & Lovittb, 2012). Elles s’en 

prémunissent à l’aide d’une protéine « d’immunité » (Abee et al., 1995; Johnsen et al., 2004). 

Cette dernière est généralement spécifique à chaque souche productrice, mais peut dans 
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certains cas protéger la souche productrice contre des bactériocines proches de sa propre 

bactériocine (Fimland et al., 2002; Johnsen et al., 2004). Ceci suggère une relation entre deux 

notions distinctes : la résistance à la bactériocine et l'immunité (Ennahar  et al., 2000). Le 

gène codant pour la production des protéines immunitaires est la plupart du temps co-transcrit 

avec le gène de structure de la bactériocine, les deux gènes faisant partie du même opéron  

(Fimland et al., 2002). 

Chez les lantibiotiques, deux mécanismes peuvent être responsables de l’auto-

immunité, d’une part, une lipoprotéine d’immunité est produite, celle-ci est codée par le gène 

LanI et s’attache à la surface externe de la membrane et interagit avec le lantibiotique afin 

d’empêcher la formation de pores dans la membrane de la cellule productrice (McAuliffe et 

al., 2001; Twomey et al., 2002). D’autre part, le transporteur ABC, codé par les gènes LanE, 

LanF et LanG, permet l’exportation des lantibiotiques à l’extérieur de la membrane cellulaire 

et le maintien de la concentration intracellulaire en dessous du seuil critique (Zacharof & 

Lovittb, 2012). Ce mode d’action doit être complété par le premier pour assurer une immunité 

suffisante au producteur (McAuliffe et al., 2001; Twomey et al., 2002; Stein et al., 2003; Li 

& O’Sullivan, 2006). De grandes différences entre les séquences des protéines d’immunité 

ont été observées malgré le haut degré d’homologie des bactériocines correspondantes 

(Aymerich et al., 1996; Eijsink et al., 1998; Fimland et al., 2002). A l’inverse, une forte 

similarité entre ces protéines ne signifie pas une similarité entre les bactériocines 

correspondantes (Ennahar et al., 2000). De plus, malgré le faible degré de similitude entre les 

séquences des protéines d’immunité, des ressemblances dans leurs structures secondaires et 

tertiaires ont été observées (Ennahar et al., 2000).  

 

6. Résistance  
 

Les phénomènes de résistance des souches sensibles peuvent exister naturellement ou 

résulter d'une exposition répétée aux bactériocines. Les mécanismes de résistance des 

bactéries sont très variés. Ils impliquent des changements structuraux et physiologiques de la 

cellule bactérienne (Galvin et al., 1999; Guangshun et al., 2015). Ils peuvent être de deux 

ordres : le premier mécanisme consiste en une diminution de la perméabilité cellulaire suite à 

une modification de la structure de la membrane, les constituants lipidiques de la membrane 

jouant un rôle plus ou moins direct dans la fixation des bactériocines sur à la surface 

membranaire (Mazzotta et al., 1997). La résistance de L. monocytogenes à la nisine a ainsi été 

attribuée à des changements de la composition en acides gras membranaires et à des 
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modifications au niveau de la paroi, mais aucune modification au niveau du lipide II n’a été 

détectée (Kramer et al., 2006; Naghmouchi et al., 2007). Le second mécanisme de 

développement de résistance est l’inactivation de la molécule active par modification 

chimique ou dégradation protéolytique du peptide antimicrobien (Kraus & Peschel, 2006). 

Ainsi, la nisinase, produite par certaines souches bactériennes inactives la nisine 

(Klaenhammer, 1993).  

Des résistances croisées contre des bactériocines de classes différentes sont aussi 

possibles, la résistance de L. monocytogenes acquise à la nisine A ou Z (classe I) augmente sa 

résistance à la pédiocine PA-1 et à la divergicine M35, deux bactériocines de classe IIa 

(Naghmouchi et al., 2007).  

 

7. Applications et intérêts  

 

7.1.Domaines d’applications 

 

a. Applications alimentaires 

 

Plusieurs travaux ont permis de montrer l’efficacité des bactériocines ou de souches 

productrices de bactériocines dans différentes matrices alimentaires. En 1998a, Ennahar et al., 

ont montré que L. monocytogenes, présente dans le fromage Munster, était inhibée par 

l’addition de L.  plantarum WHE 92, une souche productrice de pédiocine PA-1. La même 

souche de L.  monocytogenes a également été inhibée par l’enterocine 81 produite par E. 

faecium WHE 81 (1998b). Izquierdo et al., (2009), en utilisant cette même souche 

d’Enterococcus faecium WHE 81, comme culture de surface au début de la maturation du 

fromage Munster ont également empêché le développement de L. monocytogenes. De même, 

il a été démontré que la pédiocine PA-1 incorporée dans un film d'emballage permet de 

réduire significativement la charge initiale de Listeria monocytogenes sur la surface de la 

viande (Woraprayote et al., 2013). 

De leur côté, Ananou et al., (2010) (Ananou et al., 2010), en additionnant l’entérocine 

AS-48 sous forme lyophilisée à du lait écrémé, ont pu inhiber la prolifération de L. 

monocyotgenes et réduire progressivement la population de S. aureus. Récemment, Martinez 

et al. (2015) ont montré l’inhibition de la croissance de deux souches de L. monocytogenes 

(4b et ½ a) dans un fromage à tartiner en utilisant la souche L. sakei ssp. sakei 2a, présentant 

une bonne capacité bactériocinogénique et probiotique ainsi d’une adaptation à la matrice 

laitière testée. Cette même souche, encapsulée dans des nano-vésicules liposomiques et 
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introduite dans du lait de chèvre a retardé la croissance de L. monocytogene pendant plusieurs 

jours (Malheiros et al., 2016). De leur côté, Casburi et al., (2016), en utilisant la souche L. 

curvatus 54M16, une souche multi-productrice de bactériocines (les sakacines X, T et P), ont 

montré une activité inhibitrice permettant l’amélioration de la qualité sanitaire de saucisses 

fermentées traditionnels. En effet, ces trois sakacines ont permis l’inhibition des souches 

pathogènes testées telles que L. monocytogenes et Bacillus cereus. Cependant, aucune 

bactérie à Gram négatif n’a montré de sensibilité à ces bactériocines. 

L’utilisation de la technologie des barrières Hurdle Technology qui consiste en une 

combinaison de bactériocines avec d'autres méthodes de conservation des aliments a donné 

des résultats prometteurs (Milles et al., 2011). En effet, cette technologie permet de minimiser 

le développement des souches résistantes, dans la mesure où les peptides antimicrobiens ont 

un effet additif ou synergique lorsqu’ils sont utilisés conjointement avec des traitements 

physiques par exemple (Galvez et al., 2008 ; Mills et al., 2011). Ainsi, un traitement à haute 

pression hydrostatique combiné à l’utilisation de bactériocines a montré d’importants 

dommages de la membrane cytoplasmique de la population microbienne cible (Galvez et al., 

2007). En outre, les bactériocines ont une plus grande possibilité de cibler les agents 

pathogènes à Gram négatif en présence des agents chélatants. Ainsi, l’application de la nisine 

avec de l’EDTA a inhibée efficacement E.coli, Salmonella spp et L. monocytogenes (Ukuku 

et al., 2009).Plusieurs autres travaux des applications alimentaires des bactériocines 

combinées à d’autres barrières chimiques ont été réussi, telles que : la nisine Z combinée au 

thymol pour inhiber L. monacytogenes (Ettayebi et al., 2000), l’enterocine AS-48 combinée 

avec de NaCl pour inhiber S. aureus (Ananou et al., 2004). 

 

b. Applications médicales  

 

En 2014, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé que 25 000 décès 

annuels en Europe sont attribués à l’émergence progressive de bactéries multi-résistantes aux 

antibiotiques (Tattevin et al., 2014). Compte tenu de l’importance de ce problème, les 

recherches s’intensifient en direction de substances dotées d’activités antibactériennes 

capables d’aider à la lutte contre les souches multi-résistantes. A ce titre, les bactériocines 

produites par les bactéries lactiques semblent être des molécules de choix (Nettles & 

Barefoot, 1993). Leur activité antimicrobienne importante in vitro et in vivo, la variété de 

spectres d’activité qu’elles offrent, leur faible toxicité, et la capacité de certains probiotiques à 

en produire in vivo chez l’Homme font que les peptides antimicrobiens peuvent constituer une 
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alternative aux antibiotiques (Cotter et al., 2013). Ainsi, des tests in vivo effectués chez des 

chiens ont montré l’inhibition par la nisine de biofilms de Staphylococcus ou de Streptococcus 

responsables des infections de plaques dentaires et des gingivites (Howell  et al., 1993; 

Tattevin et al., 2014).  

Les souches de staphylococcus aureus multi-résistantes à la méthicilline (SARM) 

constituent depuis longtemps un problème majeur, en raison d’infections nosocomiales 

cutanées (Taylor et al., 1992). Or, plusieurs bactériocines ont montré des effets bactéricides 

contre ces SARM, notamment, la lacticine 3147 (Galvin et al., 1999) et la mersacidine (Sass 

et al., 2008). Il s’agit là d’une voie de recherche prometteuse, bien qu’une récente étude ait 

démontré que les staphylocoques ont pu développer des mécanismes de résistance pour 

échapper à l’activité bactéricide de ces peptides antimicrobiens (Joo & Otto, 2015). Une autre 

étude a permis de prévenir le développement de listériose chez des patients à risque, par 

l’administration d’un probiotique, L. salivarius UCC118, produisant la bactériocine UCC118 

de classe IIb (Cotter  et al., 2013). 

 

7.2. Etat des lieux des utilisations  

 

Les bactériocines peuvent être incorporées directement dans les aliments selon 

différentes formulations  : une préparation de bactériocines sous forme purifiée ou semi-

purifiée lyophilisée, comme par exemple les produits commerciaux Nisaplin (Danisco, 

France) et Chrisin (Christen Hansen, Danemark) (Guinane et al., 2005) (Schillinger et al., 

1996; Stiles, 1996; Cotter et al., 2005) ; ou alors un concentré obtenu après fermentation par 

la souche productrice comme c’est le cas de la pédiocine PA-1. Il s’agit d’une bactériocine de 

sous-classe IIa produite par une souche de P. acidilactici (Rodriguez et al., 2002) et 

commercialisée sous le nom d’Alta 2341 (Deegan et al., 2006; Milles et al., 2011). Son 

utilisation est couverte par plusieurs brevets américains et européens (Ennahar et al., 2000; 

Rodriguez et al., 2002). Les bactériocines peuvent également être incorporées indirectement 

en appliquant la souche productrice dans le produit alimentaire (production in situ), en 

substituant tout ou une partie du ferment (Cotter et al., 2005), c’est l’approche la plus utilisée 

(Perez et al., 2014). Cette application avec production in situ offre plus d’avantages par 

rapport à une utilisation ex situ de par son efficacité et son faible coût (Ross et al., 2000; 

Leroy et al., 2006).  

Les bactéries lactiques jouissent du statut GRAS par la Food and Drug Administration 

(FDA), leur utilisation en tant que ferments et producteurs de bactériocines est ainsi très 
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répandue, étant donnée qu’elle ne nécessite pas l’obtention d’une autorisation réglementaire 

particulière (Montville & Winkowski, 1997). Les conditions de croissance de la souche 

productrice, l’action de la bactériocine produite contre les bactéries indésirables, ainsi que les 

effets éventuels sur les ferments utilisés sont les principales caractéristiques à prendre en 

considération lors de la sélection de souches productrices de bactériocines pour des 

applications dans l’industrie alimentaire (Muñoz et al., 2007).  

L’utilisation des cellules immobilisées dans des billes d’alginate permet d’améliorer la 

survie des bactéries productrices et la stabilité des bactériocines produites (Gbassi et al., 2009; 

Barbosa et al., 2015; Narsaiah et al., 2015). Ces microsomes, contenant la bactérie 

productrice, sont de minuscules réservoirs qui assurent la libération progressive de la 

bactériocine tout en la protégeant des protéases et des inactivations dues aux interactions avec 

les aliments (Mauriello et al., 2004). Enfin, un autre moyen de diffusion est l’enrobage de la 

surface des emballages alimentaires par des bactériocines (Kim et al., 2002; Galvez  et al., 

2007; Woraprayote et al., 2013).  

 

7.3. Contraintes d’utilisation et de mise sur le marché  

 

Les bactériocines présentent ainsi un potentiel non négligeable aussi bien pour les 

industries agro-alimentaires que pour celles de la santé. Cependant, leurs applications se 

heurtent encore à certaines difficultés techniques, notamment, la composition et les propriétés 

physico-chimiques de l’aliment. En effet, la structure des bactériocines et leur activité sont 

sensibles à des changements de pH, à l’adsorption sur les constituants de la matrice 

alimentaires ou encore aux traitements physiques de l’aliment, notamment le chauffage 

(Devlieghere et al., 2004 ; Galvez  et al., 2007; Dortu & Thonart, 2009). Ainsi, la nisine perd 

son activité au-dessus d’un pH 7 (Deegan et al., 2006). D’autre part, les bactéries cibles 

peuvent former des biofilms sur des matrices alimentaires solides, ce qui les rend plus 

résistantes aux bactériocines (Schöbitz et al., 2003; Dortu & Thonart, 2009). Enfin, une autre 

contrainte réside dans l’absence d’une réglementation commune pour l’application des 

bactériocines et la difficulté d’obtenir une autorisation pour les applications industrielles 

(Freire, 2010). La nisine a été commercialisée pour la première fois en Angleterre en 1953, 

puis incluse en 1983 dans la liste européenne des additifs alimentaires sous le numéro E234 

(European Economic Community, 1983; Milles et al., 2011). C’est à ce jour, la seule 

bactériocine légalement commercialisée comme conservateur alimentaire (Cotter et al., 2005; 

De Arauza et al., 2009).  
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Pour les applications médicales des bactériocines, aucune autorisation de leur mise sur 

le marché en tant que médicament n’a encore été obtenue, en raison de plusieurs contraintes 

(Tattevin  et al., 2014). En effet, les peptides antimicrobiens sont rapidement dégradés par les 

protéases du tube digestif, leur administration par voie orale risque donc d’être inefficace. 

Nair & Laurencin (2007) ont proposé la formulation de bactériocines entourée d’un film 

polymérique sous forme de nanoparticules afin de contourner ce problème.  

 

III. Risques alimentaires liés à Listeria monocytogenes 

 

1. pathogènes alimentaires 

 

Les aliments de consommation humaine sont rarement stériles. Ils contiennent des 

microorganismes bénéfiques appelés flore microbienne endogène. Cette dernière joue un rôle 

dans le développement de l’arôme, de la texture, ainsi que dans l’acidification et la 

conservation des aliments dans lesquels ils se développent (Zuliani & Garry, 2004). 

Cependant, l’existence d’autres microorganismes indésirables sur le plan hygiénique et 

organoleptique est possible. On distingue d’une part, les microorganismes d’altération, 

responsables des dégradations organoleptiques ou nutritionnelles et par conséquent de la 

diminution de la durée de vie des aliments. D’autre part, les microorganismes pathogènes, qui 

prolifèrent et libèrent des toxines, provoquent des toxi-infections alimentaires ou TIAC 

(Zuliani & Garry, 2004). Les principaux germes pathogènes responsables de ces TIAC sont: 

Clostridium botulinum, C. perfringens, Campylobacter sp, Salmonella sp, S. aureus, Vibrio 

cholerae, Shigella sp, Yersinia sp, E. coli et L. monocytogenes (Zuliani & Garry, 2004; Rev 

Toxicol Maroc N° 6 - 3ème trimestre, 2010).  

Parmi les microorganismes pathogènes pouvant contaminer les aliments et par 

conséquent être à l’origine de pathologies graves, on va mettre l’accent sur L. monocytogenes. 

La porte d'entrée est digestive (aliments contaminés), néanmoins, un contact étroit avec les 

animaux peut être aussi une source de transmission directe de Listeria (Swaminathan & 

Gerner-Smidt, 2007). 

 

2. Listeria monocytogenes et les TIAC 

 

En raison de son caractère ubiquitaire, L. monocytogenes peut être considérée comme 

un agent pathogène alimentaire « parfait » (Brisabois et al., 1997). Elle est responsable de la 

listériose, maladie infectieuse touchant essentiellement des personnes à risque tels que les 
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femmes enceintes et leurs nouveau-nés, les personnes âgées et les personnes dont le système 

immunitaire est fragilisé (Farber & Peterkin, 1991; Goulet & Marchetti, 1996). Cependant, 

elle peut aussi, dans certains cas, toucher des individus sans aucun facteur de risque identifié 

(Goulet & Marchetti, 1996; Goulet et al., 2004). La listériose se manifeste sous plusieurs 

formes invasives (les bactériémies, les formes neuro-méningées et les formes materno-

néonatales) (Tourdjman et al., 2014). 

L. monocytogenes peut contaminer les grandes catégories d’aliments (lait et produits 

laitiers, viande crue et produits carnés, produits végétaux ou produits de la mer) (Berche  et 

al., 2000). La Commission européenne, a établi un plan de surveillance communautaire 

harmonisé ou Baseline Survey afin de recueillir des données de prévalence comparables entre 

les États membres (Goulet et al., 2006). 

En France, 300 cas en moyenne de listériose sont diagnostiqués chaque année. Ils 

correspondent à une incidence annuelle de 0,4 cas pour 100000 habitants (Roussel et al., 

2013). Un dispositif de surveillance continu des cas de listériose et de surveillance de L. 

monocytogenes dans les aliments a été mis en place afin de prévenir et de réduire le nombre 

de cas d’infections (Goulet et al., 2006).  

Au Maghreb, son incidence réelle est controversée. Seuls quelques cas sporadiques ont 

été rapportés (Tari, 1981; Boukadida et al., 1994), dont cinq cas de listériose néonatale 

diagnostiqués à l’hôpital des Enfants de Casablanca entre janvier 1990 et décembre 1998 (Ben 

Omar et al., 2000). En fait, c’est le manque de moyens de diagnostic et de systèmes de 

surveillance appropriés qui constituent les principales raisons derrière la faible détection des 

cas de la listériose dans les pays en développement, dont le Maroc. 

 

3. Qualité hygiéniques des produits laitiers fermentés traditionnels 

marocains  

 

La sécurité sanitaire des produits fermentés traditionnels, comme celle des produits 

industriels, est devenue l’une des préoccupations majeure des consommateurs. Pour réduire 

l’incidence des TIAC, la maitrise de l’hygiène au cours de la production, du stockage et de la 

distribution des produits doit être assurée.  

Malheureusement, la production traditionnelle n’est pas contrôlée et n’est pas bien 

réglementée. La majorité des producteurs et des distributeurs ne sont pas suffisamment 

informés des mesures d’hygiène à respecter et des procédures de maitrise du risque. Une 

étude récapitulative sur 29 ans portant sur les cas de TIAC collectés par le Centre Anti Poison 
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du Maroc a montré que les premiers produits incriminés sont les produits laitiers. Ils sont à 

l’origine de 26,4 % des cas notifiés, le poisson et les produits de la pêche représentent 20,3 % 

des cas, les viandes et produits carnés 18,2 % des cas et le reste des aliments 35,1 % des cas. 

Dans la catégorie des produits laitiers, le lait fermenté (Lben) représentait 51,2 %. La létalité 

pendant la durée de l’étude était faible, 0,4 % dont 22,2% due à des contaminations de Lben 

(Rev Toxicol Maroc N° 6 - 3ème trimestre, 2010). Une étude réalisée sur l’évaluation 

microbiologique de produits laitiers traditionnels marocains (Lben, Jben) et de laits crus 

collectés dans différentes laiteries traditionnelles de la ville de Fès a montré une qualité 

hygiénique non satisfaisante pour les trois type de produits analysés. Une moyenne de 89%, 

69% et 50% de non-conformité a été détectée respectivement dans les échantillons de Lben, 

du lait cru et du Jben  (El Marnissi et al., 2013). 

Par ailleurs, Le Lben semble être le premier produit à l’origine des TIAC (22% des 

cas) selon une étude portant sur les foyers de TIAC notifiées à l’Hôpital provincial de Kenitra 

au cours de la période 2007-2009 (Belomaria et al., 2010). Cette prévalence des TIAC liée au 

Lben peut être expliquée par le fait que c’est le produit traditionnel rafraîchissant le plus 

populaire et le plus consommé au Maroc. En outre, c’est un produit très périssable et sa 

préparation dans les laiteries traditionnelles marocaines se déroule généralement dans des 

conditions d’hygiène peut satisfaisantes.  
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I. Recherche et identification des bactéries productrices des 

bactériocines  

 

L’objectif est d’isoler de nouvelles souches de bactéries lactiques à partir de 

différentes denrées alimentaires traditionnelles marocaines et françaises et de tester leur 

capacité à produire des substances antimicrobiennes. Les aliments choisis sont produites 

tous à bases de lait cru afin de multiplier les possibilités de sélectionner des souches sauvages 

productrices de nouvelles structures.  

Cinquante échantillons de produits alimentaires d’origine animale ou végétale, issus 

de différentes zones géographiques et présentant une charge microbienne importante et 

diverse ont été analysés. Il s’agit de produits d’origine marocaine à savoir : lben (6 

échantillons  de différentes régions); jben (2); beurre (1); smen (1); lait cru de vache (1); 

olives noires et vertes (20); câpres (2); et poivron (1). Le reste des produits était constitué de 

fromages français: Munster au lait cru le petit Sapin (1); St. Nectaire fermier AOP (1); Brie de 

Meaux AOP Auchan (1); Ossau Iraty fermier AOP (1); Morbier bio Jean Perrin (1); Morbier 

au lait cru bio Auchan (1); Cantal AOP (2); Salers AOP (1); Gruyère bio AOP (1); Comté 

Fort des Rousses (1); Emmental Grand Cru (1); Reblochon de Savoie au lait cru de vache 

Pochat (1); Camembert au lait cru de vache Auchan (1);et  Reblochon fruitier lait cru de 

vache Auchan (2). Les échantillons ont été prélevés et acheminés stérilement au laboratoire 

dans une glacière à 4°C et conservés temporairement au réfrigérateur jusqu’à leur analyse.  

 

1. Isolements et purifications 

 

Les échantillons collectés ont été mis en suspension puis dilués (produits solides) ou 

dilués directement (produits liquides) dans de l’eau physiologique (séries de dilutions 

décimales de 10
-1

 à 10
-8

). Cent µl de chaque dilution ont été ensemencés en surface sur 

différents milieux gélosés MRS, M17 et MSE (Biokar Diagnostics, Beauvais, France). Après 

18 à 24h d’incubation à 34°C, les colonies ont subi le test indirect pour la mise en évidence de 

leurs activités antimicrobiennes. Les souches indicatrices sont repertoriées dans le tableau 6. 

Toutes les souches ont été cultivées dans le Bouillon cœur-cervelle (BHI) ou dans  De Man, 

Rogosa et Sharpe (MRS) (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) pendant 18h à température 

optimale (30°C ou 37°C).   

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bouillon_c%C5%93ur-cervelle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bouillon_c%C5%93ur-cervelle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bouillon_c%C5%93ur-cervelle
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Tableau 6. Espèces cibles utilisées pour la mise en évidence et l’établissement du spectre d’activité antimicrobienne 

Code Espèce Référence 

B1 B. cereus CIP 78.3 

B2 B. cereus LC 447 

B3 B. subtilis ATCC 6633 

B4 B. subtilis ATCC 9372 

E2 E. columbae  F10d 

E3 E. faecalis  G9h 

E4 E. faecalis G8b 

E6 E. faecalis CECT 481 

E7 E. faecalis CECT 795 

E8 E. faecalis WHE 96 

E10 E. faecium WHE 81 

E11 E. faecium LC 25 

E12 E. faecium DSM 10663 

E13 E. faecium  HA 

E14 E. faecium  OB 

E16 E. faecium  JA 

E18 E. faecium IT62 

E19 E. faecium  F1h 

E20 E. faecium B1BT/37 

E21 E. hirae CIP 5855 

E22 E. hirae LC 36 

E23 E. mundtii LC 362 

E24 E. pseudoavium C8VS 

E25 E. pseudoavium  G3h 

E26 E. raffinosus LC 361 

E27 E. saccharolyticus ATCC 43076 

E28 E. sulfureus LC 361 

E29 E.  coli ATCC 25922 

K1 Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 

L1 L. acidophilus LC 660 

L3 L. plantarum WHE 92 

L4 L. plantarum 299v 

L5 L. plantarum ATCC 10241 

L7 L. plantarum CECT 4185 

L9 L. plantarum LC 56 

L12 L. plantarum LC 804 

L13 L. plantarum  JB 

L14 L. plantarum  MGC 

L15 L.  sakeis ssp. Sakei ATCC 15521 

L17 L. lactis RO50 

L18 L. lactis WHE 53 

L19 L. lactis WHE 99 

L20 L. lactis WHE 102 

L21 L. lactis LC 61 
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L22 L. lactis LC 72 

L23 L. lactis LC 73 

L25 L. lactis LC 406 

L26 L. lactis LC 452 

L27 L. lactis. ssp  cremoris LC 657 

L28 L.  lactis ssp. Lactis LC 54 

L30 L. innocua 14 6a! 

L31 L. innocua 6b 

L33 L. monocytogenes 1/2a 1/2a 

L34 L.  monocytogenes 1/2b 1/2b 

L35 L. monocytogenes 1/2c 1/2c 

L36 L. monocytogenes 3a 3a 

L37 L. monocytogenes 3b 3b 

P1 P. acidilactici   

P3 
Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 9027 

S2 S. typhimurium LC 443 

S3 S. marcescens LC 448 

S4 
S. marcescens 

ATCC 13880 

S5 S. aureus ATCC 6538 

S7 
S. epidermidis 

ATCC 12228 

S8 S. xylosus  LC 57 

S9 
S. pneumonia 

ATCC 6303 

 
CIP : Collection de l’Institut Pasteur,  

ATCC : American Type Culture Collection 

CECT : Collection Espagnol de Culture Type,  

DSM : Collection allemande de microorganismes, 

LC : Collection du Laboratoire 

 

2. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne  
 

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

l’agent antimicrobien dans des milieux de culture solides ou semi-solides pour inhiber la 

croissance des micro-organismes indicateurs sensibles. La mise en évidence de l’activité 

antimicrobienne est effectuée sur quelques souches représentant des espèces d’intérêt. Les 

souches révélant une activité inhibitrice sont purifiées par la méthode des stries (Guiraud, 

1998) et sont testées par la suite par le test indirect dit des spots (Barry, 1980; Izquierdo et al., 

2009) pour confirmer l’activité antagoniste.  

 

2.1. Test direct  

 

Une culture jeune de la souche indicatrice est préparée : 5 ml de lactobacilli Agar 

AOAC ou bien de MRS agar sont liquéfiés à 100°C, refroidis à environ 50°C et inoculés à 

http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=2219
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0,1% avec une culture de la souche indicatrice en fin de phase exponentielle (environ 18h 

d’incubation) de façon à obtenir une concentration d’environ 10
5
 UFC/ml. Les boîtes de Pétri 

contenant des colonies bien distinctes de la souche productrice (culture de la veille : 15-18h) 

sont recouvertes par cette suspension. Une fois l’agar solidifié, les boîtes sont incubées à 34°C 

pendant 18h. Une activité positive est détectée par la présence de zones d’inhibition autour 

des colonies, après examen des boites.  
 

 

2.2. Test indirect  
 

La méthode des spots  utilisée consiste à inoculer un bouillon MRS par la souche 

productrice, l’incuber pendant 18 h à 34°C puis le filtrer (membrane de porosité 0,45µm). Un 

aliquote de 10 µl du filtrat est déposé sur une couche de gélose MRS, préalablement 

recouverte de 5 ml de la culture de la bactérie indicatrice préparée dans une gélose 

Lactobacilli Agar AOAC comme pour le test direct. Le test est refait 4 à 5 fois afin de 

confirmer le résultat. Un résultat positif est révélé par l'apparition d'une zone d'inhibition 

provoquée par le surnageant de la culture productrice.  

 

2.3. Test de la dilution critique  

 

Une série de dilutions critiques de 1/2 de la fraction à tester est préparée dans de l’eau 

ultra-pure stérile. Dix µl de chaque dilution sont déposés sur la boîte de Pétri préparée de la 

même façon que pour le test indirect. Les boites sont incubées à 34°C pendant 18h. L’inverse 

de la plus grande dilution inhibitrice multiplié par 100 représente l’activité antibactérienne en 

unités arbitraires par ml (UA / ml) (Ennahar et al., 2001 ).  

 

3. Identifications bactériennes 

 

3.1. Par PCR 
 

L’identification génotypique des souches dotées d’activité inhibitrice a été réalisée par 

l’amplification du gène de l’ARNr 16S selon la méthode décrite par Abriouel et al., (2005).  

Cette identification a été effectuée au département sciences de la santé, Zone de microbiologie 

Campus Las Lagunillas, Espagne. 
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3.2.Par spectrométrie de masse 
 

Les souches d’intérêt ont été identifiées au niveau de l'espèce par spectrométrie de 

masse à temps de vol par désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI-TOF MS) 

effectuée en utilisant un système Bruker Microflex LT, le logiciel Biotyper v. 3.0, et la base 

de données Bruker v. 01.03.66 (Bruker Daltonik, Brème, Allemagne), conformément aux 

instructions du fabricant. Cette identification a été réalisée au Laboratoire de bactériologie du 

Plateau Technique de Microbiologie des Hôpitaux Universitaires de Strasbourg. 

 

II. Purification et étude structurale des bactériocines 

 

1. Purification des bactériocines 

 

La purification des bactériocines produites a été effectuée en quatre étapes. Les 

protéines de la fraction initiale (surnageant de culture) active obtenue après centrifugation et 

filtration de la culture, ont subi une concentration par une chromatographie en phase inverse, 

suivie d’une purification par passage dans une colonne échangeuse de cations et finalement 

d’une purification par chromatographie liquide en phase inverse semi-préparative puis 

analytique. 

 

1.1. Préparation de l’extrait de culture 

 

A partir d’une préculture de 5ml de la souche productrice, 2 L de MRS bouillon ont 

été ensemencés et incubés pendant 18 h à 34°C à raison de 0,1%. Les cellules ont été 

éliminées par centrifugation à 8000 tr/min pendant 20 min à 4°C. Le surnageant est filtré par 

la suite sur une membrane de porosité 0,45µm (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Le filtrat 

obtenu est ajusté à un pH de 5,5 à 6,5 (en fonction des bactériocines) avec une solution de 

NaOH 1M. On obtient une fraction initiale (fraction I), dont l’activité est quantifiée par le test 

de la dilution critique.  

 

1.2. Concentration par chromatographie flash en phase inverse 

 

Cette étape de purification permet la concentration de la bactériocine, en éliminant 

certaines impuretés et en réduisant le volume de la fraction initiale contenant les peptides 

actifs. Les bactériocines de la fraction initiale sont concentrées et partiellement purifiées par 

passage sur une phase solide apolaire de silice greffée avec des fonctions alkyles C18 (poids 
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de la résine 150g, taille de particule 40-60 µm). Le lavage et l’équilibrage de la colonne sont 

faits par de l’eau ultra-pure additionnée de 0,1% d’acide trifluoroacétique (TFA). La fraction 

initiale est injectée à un débit de 8 ml/min. et l’élution est effectuée par un mélange 

d’acétonitrile et d’eau ultra-pure contenant 0,1% de TFA à un débit de 5ml/min. Le gradient 

linéaire suivant a été utilisé: 0 à 100% d’acétonitrile en 60 min. Des fractions de 10 ml sont 

collectées et testées par la méthode des spots décrite précédemment. Les fractions d’intérêt 

sont ainsi détectées et aucun autre moyen de détection n’est utilisé. Celles révélant une 

activité inhibitrice sont soumises à l’évaporation dans un évaporateur sous vide à froid  Speed 

Vac (SPD121P, Thermo Electro, Asheville, USA), pour éliminer l’acétonitrile. Ces fractions 

actives réunies constituent la fraction I (fraction I).  

 

1.3. Purification par échange de cations  

 

La colonne échangeuse de cations SP-sépharose (longueur 100 mm, diamètre interne 

26 mm, taille de particule 34 µm, Amersham Biosciences, Orsay, France) est équilibrée avec 

une solution d’acétate de sodium 20 mM (tampon A) à un pH déterminé pour chaque 

bactériocine (de 5,5 à 6,5). La fraction I contenant la bactériocine est chargée sur la colonne à 

un débit de 5ml/min. Après un lavage de la phase stationnaire par le tampon A, les molécules 

de bactériocines retenues sont éluées avec le gradient linéaire suivant: 0 à 100% de NaCl 1 M 

(tampon B) en 60 min, dans le tampon A et au même pH que ce dernier à un débit de 

5ml/min. Des fractions de 10 ml sont collectées et testées, et celles présentant une activité 

inhibitrice constituent la fraction II (fraction II).  

 

1.4. Purification par chromatographie en phase inverse (HPLC) 
 

La purification lors de cette dernière étape se base sur le caractère hydrophobe de la 

bactériocine. La fraction II active recueillie a été injectée sur une colonne Hypersil Gold 

apolaire de silice greffée avec des fonctions alkyles C8 (dimension 250x10 mm, taille de 

particule 5 µm, porosité 180 Ǻ, Varian, Les Ulis, France). C’est une colonne semi-préparative 

montée sur un système HPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientifc, California, USA) contrôlé 

par le logiciel Chromeleon 6.8. Après équilibrage de la colonne avec de l’eau ultra-pure 

contenant 0,1% de TFA, la fraction II est chargée dans la colonne à un débit de 5ml/min. Un 

lavage de la colonne avec un mélange eau/acétonitrile (80% / 20% ; v/v) est effectué pendant 

10 min à un débit de 4ml/min (afin d’éliminer les protiénes autres que les bactériocines dont 

on est sure qu’ils ne sont pas éluées à 20% d’acétonitrile suite à des essais préliminaires de 
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purifications). La bactériocine est ensuite éluée avec un gradient linéaire (0 à 90% 

d’acétonitrile à 0,1% de TFA dans de l’eau ultra-pure à 0,1% de TFA pendant 54 min) à un 

débit de 2 ml/min. La bactériocine éluée est détectée avec un détecteur UV-Vis à barrettes de 

diodes (Thermo Scientifc) et des fractions de 2 ml sont collectées et testées selon la méthode 

des spots. Les fractions actives correspondant au même pic d’élution sont réunies en une seule 

fraction (fraction III), afin du subir une deuxième chromatographie. Cette dernière est 

effectuée sur une colonne C18 analytique de type Sunfire (dimension 250 x 4,6 mm, taille de 

particule 5 µm, Waters, St. Quentin Fallavier, France) montée sur le même système 

chromatographique. La fraction III est chargée à un débit de 2 ml/min et éluée suivant le 

gradient suivant: de 20 à 50% d’acétonitrile en 30 min, de 50 à 100% en 10 min et 100% en 5 

min (soit 45 min d’élution). Des fractions de 2ml sont collectées et sont testées selon la 

méthode des spots. Les fractions actives, représentant dans la mesure du possible un seul pic 

chromatographique, sont rassemblées et reprises dans de l’eau à 0,1% de TFA avant d’être 

rechromatographiées autant de fois que nécessaire (soit dans les memes conditions soit en les 

changeants) pour obtenir la bactériocine pure. Cette dernière est ensuite séchée et conservée à 

-20°C pour la suite de travail. 
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Figure 12. Schéma des étapes utilisées pour  la purification des bactériocines. 
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2. Détermination de la masse moléculaire 
 

La masse moléculaire de la bactériocine purifiée est déterminée par injection directe à 

l’aide d’une pompe à seringue dans un spectromètre de masse à temps de vol et à source 

d’ionisation electrospray (ESI- TOF MS, contrôlé par le logiciel micrOTOF Control 3.0 

(Bruker Daltonics, Billerica, USA). Un fort champ électrique par ionisation electrospray (ESI) 

est appliqué aux molécules injectées traversant un capillaire. Des ions en phase gazeuse sont 

générés, et sont fragmentés suivant leurs énergies internes. Cela produit de fines gouttelettes 

(électrospray) et provoque l’accumulation des charges à la sortie du capillaire. Le couplage de 

la source d’ionisation (ESI) avec l’analyseur quadripolaire à temps de vol (TOF), permet la 

mesure du temps de parcours des ions préalablement accélérés dans un champ électrique à 

travers une zone libre où règne un vide poussé. Ce couplage permet ainsi d’enregistrer des 

spectres avec de nombreux ions multichargés dans une gamme de m/z allant de 50 à 3000. La 

liste de pics est générée et les spectres de masse sont déconvolués à l’aide du logiciel Data 

Analysis 4.0 (Bruker Daltonics) afin de calculer la masse moyenne de la bactériocine. 

 

3. Séquençage des gènes codant pour la production de bactériocines  
 

Dans certains cas, l’identification de la bactériocine a été effectuée par la recherche 

des gènes de structure possible. Ainsi, une PCR par amplification de l’ADN génomique total 

de ces souches a été réalisée. Les amorces spécifiques utilisées sont celles correspondant aux 

bactériocines suivantes: entérocine AS-48 ; entérocines A, B et P; entérocines L50A et B ; et 

entérocine 1071 (tableau 7). Les produits de la PCR ont été soumis à une électrophorèse sur 

gel d'agarose. Un résultat positif signifie la présence du gène codant pour la bactériocine. 

Tableau 7. Amorces utilisées pour l'amplification des gènes codant pour les entérocines A, B, P,  entérocine AS-48, 

entérocines L50A, L50B et entérocines 1071A et 1071B.  

Bactériocines  Séquences oligonucléotidiques Références 

Enterocin A f:AAATATTATGGAAATGGAGTGTAT (Du Toit et al., 2000) 

r: GCACTTCCCTGGAATTGCTC 

Enterocin B f:GAAAATGATCACAGAATGCCTA (Du Toit et al., 2000) 

r: GTTGCATTTAGAGTATACATTTG 

Enterocin P f:TATGGTAATGGTGTTTATTGTAAT (Du Toit et al., 2000) 

r: ATGTCCCATACCTGCCAAAC 

Enterocin AS–48 f:GAGGAGTTTCATGATTTAAAGA (Du Toit et al., 2000) 

r: CATATTGTTAAATTACCAAGCAA 

Enterocins L50A and 

L50B 

f:TGGGAGCAATCGCAAAATTAG (Du Toit et al., 2000) 

r:ATTGCCCATCCTTCTCCAAT 

Enterocins1071A and 

1071B 

f:CCTATTGGGGGAGAGTCGGT (Ben Omar et al., 2004) 

r:ATACATTCTTCCACTTATTTTT 
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4. Détermination de la séquence peptidique  
 

La détermination de la séquence peptidique des bactériocines purifiées a été effectuée 

soit par séquençage par dégradation d’Edman, soit par spectrométrie de masse. De plus, une 

PCR pour une partie des bactéries identifiées a été effectuée, afin de vérifier la présence des 

gènes codant pour certaines bactériocines. 

 

4.1. Séquençage par dégradation d’Edman 
 

La dégradation d’Edman permet le séquençage peptidique en identifiant l’acide aminé 

N-terminal du peptide. Elle a été réalisée avec un séquenceur Applied Biosystems modèle 492 

(N° de série 9510287J). La réaction fait interagir le peptide avec le réactif d’Edman, le 

phénylisothiocyanate (PITC) à pH alcalin. Le composé résultant de cette réaction 

phénylthiocarbamyle (PTC) est traité par un acide anhydre qui permet la libération de l’acide 

aminé N-terminal. Le dérivé de cet acide aminé, le phenylthiohydantoine généré à chaque 

cycle est identifié et quantifié par HPLC (Applied Biosystems Model 140C) en utilisant le 

système d’analyse des données Applied Biosystems (software Procise PC v2.1). La répétition 

successive de ce cycle de dégradation permet la détermination de toute la séquence peptidique 

de la bactériocine.  

Ce séquençage a été réalisé à l’institut de Biologie Structurale, Plateforme Seq3A: 

Séquençage et Analyse d'Acides Aminés, Groupe Réponse Immunitaire aux Pathogènes et au 

Soi Altéré de Grenoble.  
 

4.2. Analyse par spéctrometrie de masse 
 

L’identification des bactériocines purifiées a été effectuée également par spectrométrie 

de masse en tandem couplée à une chromatographie liquide (ou LC- MS/MS). Une première 

étape de réduction des ponts disulfures, formés par des cystéines pouvant empêcher 

l’hydrolyse enzymatique et par la suite le séquençage peptidique, suivie d’alkylation pour 

empêcher la reformation des ponts disulfures réduits est indispensable. Par la suite, la 

bactériocine réduite et alkylée est incubée avec de la trypsine bovine (Promega, Madison, WI, 

USA) pendant une nuit à température ambiante pour la digestion enzymatique avant d’être 

analysée par spectrométrie de masse.  

Les fragments peptidiques générés ont été analysés par nano LC-MS/MS : colonne 

C18 sur système HPLC-chip/MS 1100 (Agilent Technology, Palo alto, CA, USA), couplé à 

un spectromètre de masse à source d’ionisation electrospray (ESI) et détecteur à trappe d’ions 
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HCT ultra (Bruker Daltonics, Breme, Allemagne). Les spectres de masse expérimentaux 

obtenus sont comparés aux spectres théoriques de la banque de donnée utilisée (NCBInr), ce 

qui permet la déduction de la séquence peptidique des bactériocines.  

Cette identification a été effectuée au Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-

Organique, Département des Sciences Analytiques, Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien, 

UMR 7178 (CNRS-UDS), Strasbourg. 

 

III. Etude de l’activité des bactériocines purifiées 
 

1. Spectres d’activité 
 

Le spectre d’activité sur milieu solide des bactériocines purifiées a été déterminé sur 

des dizaines d’espèces incluant des bactéries lactiques et des bactéries pathogènes des genres 

Bacillus, Listeria et Staphylococcus. L’activité inhibitrice a été mise en évidence par la 

méthode des spots. Un aliquote de 10 µl de la bactériocine pure mise en solution dans de l’eau 

ultra-pure est utilisé pour le test et l’évaluation de l’activité est faite par l’observation et la 

mesure du diamètre d’inhibition. Le test est refait 4 à 5 fois afin de confirmer le résultat. 

Un spectre d’activité en milieu liquide a également été déterminé pour certaines 

bactériocines purifiées et identifiées. Dans chaque puits d’une microplaque de 96 puits, 

contenant du milieu de culture MRS, sont additionnés 3 µl d’une culture jeune de la souche 

cible. A partir de la bactériocine pure, mise en solution dans de l’eau ultra-pure, trois dilutions 

sont réalisées (1000
ème

, 200
ème

 et 30
ème

) pour un volume final de 300 µl dans chaque puits, 

selon le modèle représenté dans le tableau 8. Toutes les plaques sont incubées pendant 48 h 

dans un lecteur de microplaques (Varioskan Flash, Thermo Scientific, Courtaboeuf, France). 

Pour chaque puits, l’absorbance est mesurée toutes les 15 min à une longueur d’onde de 600 

nm.  
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Tableau 8. Exemple d’un plan de plaque de 96 puits pour la détermination du spectre d’activité d’une bactériocine 

sur plusieurs souches cibles 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Milieu+ 
cible A 297µl 

MRS  
+3µl B1 

297µl 
MRS +3µl 
B3 

297µl 
MRS +3µl 
E2 

297µl 
MRS +3µl 
E5 

297µl 
MRS +3µl 
E17 

297µl 
MRS +3µl 
E21 

297µl 
MRS +3µl 
E29 

297µl 
MRS +3µl 
L4 

297µl 
MRS +3µl 
L7 

297µl 
MRS +3µl 
L10 

297µl 
MRS +3µl 
L17 

297µl 
MRS +3µl 
L19 

1000
e 

B 294µlMR
S  
+3µl C  
+3µl B1 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl B3 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl E2 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl E5 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
E17 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
E21 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
E29 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl L4 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl L7 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
L10 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
L17 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
L19 

200e 
C 291µlMR

S  
+6µl C  
+3µl B1 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl B3 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E2 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E5 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E17 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E21 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E29 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L4 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L7 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L10 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L17 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L19 

30e 
D 287µlMR

S  
+10µl C  
+3µl B1 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl B3 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E2 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E5 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E17 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E21 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E29 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L4 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L7 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L10 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L17 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L19 

Milieu+ 
cible E 297µl 

MRS +3µl 
B2 

297µl 
MRS +3µl 
S8 

297µl 
MRS +3µl 
E3 

297µl 
MRS +3µl 
E6 

297µl 
MRS +3µl 
E19 

297µl 
MRS +3µl 
E27 

297µl 
MRS +3µl 
L2 

297µl 
MRS +3µl 
L6 

297µl 
MRS +3µl 
L9 

297µl 
MRS +3µl 
L15 

297µl 
MRS +3µl 
L18 

297µl 
MRS +3µl 
L21 

1000
e 

F 294µl 
MRS +3µl 
C +3µl B2 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl S8 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl E3 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl E6 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
E19 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
E27 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl L2 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl L6 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl L9 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
L15 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
L18 

294µl 
MRS +3µl 
C +3µl 
L21 

200e G 291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl B2 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl S8 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E3 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E6 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E19 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl E27 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L2 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L6 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L9 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L15 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L18 

291µlMR
S  
+6µl C  
+3µl L21 

30e H 287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl B1 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl S8 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E3 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E6 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E19 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl E27 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L2 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L6 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L9 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L15 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L18 

287µlMR
S  
+10µl C  
+3µl L21 

MRS: milieu de culture utilize 

C: bactériocine testée 

B1,B2, B3, S8, E2, E3, E5, E6, E17, E19, E21, E27, E29, L2, L4, L6, L7, L9,L10, L15, L17, L18, L19, L21: souches cibles  

 

La solution de la bactériocine utilisé pour préparer la dilution 1/1000 est dilué 

précedemment au 10
ème

, tandi que celle pour préparer la dilution 1/200 est dilué au 4
ème

.Le 

volume total dans chaque puits correspond alors: milieu de culture bouillon MRS+ 

bactériocine + souche cible, les puits témoins (A1 à A12 et E1 à E12) ne contiennent pas la 

bactériocine.  

2. Mode d’action  

 

La détection de la viabilité des populations bactériennes en fonction de l'intégrité de 

leurs membranes cellulaires a été quantifiée en utilisant Le kit LIVE/DEAD BacLight 

Bacterial Viability (Molecular probe, L7012, Eugene, Oregon, USA). Ce dernier se compose 

d’un mélange de deux fluorochromes le SYTO 9 (A) et l’iodure de propidium (B), qui 

diffèrent par les caractéristiques spectrales et par l’aptitude à pénétrer dans les cellules saines 

(Wattanaphansak et al., 2005). Le SYTO 9 émet une fluorescence verte lorsqu’il pénètre dans 

toutes les cellules (intacte et endomagè). En revanche, l’iodure de propidium ne pénètre que 

dans les bactéries avec des membranes endommagées produisant une fluorescence rouge en 

concurrence avec le SYTO 9 pour les sites de liaisons. Ainsi l’activité de SYTO 9 est réduite 

par la présence de l’iodure de propidium lorsqu’un échantillon contient des bactéries avec des 

membranes endommagées  (Haugland, 1996). 
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Des souches cibles sensibles et résistantes ont été utilisées pour tester l’effet de 

différentes bactériocines sur la perméabilité membranaire. Les bactéries cibles sont cultivées 

dans du bouillon MRS à 34°C pendant 18h. Les cellules bactériennes recueillies après 

centrifugation et lavage, sont remises en suspension dans de l’eau physiologique. La taille de 

la population de cellules cibles a été standardisée en ajustant l’absorbance initiale à 600 nm à 

1 pour toutes les cultures, afin d’avoir le même niveau de fluorescence initiale. Après 

traitement de 100 µl de la suspension cellulaire cible avec une quantité de bactériocine (30µl), 

la plaque a été incubée à température ambiante pendant 15 min sous agitation. Ensuite, un 

volume total de 100 µl des deux fluorochromes A et B (rapport 1 :1) est rajouté. Le signal de 

fluorescence a été mesuré par un lecteur Thermo Scientific Varioskan flash. 

 

Afin d’optimiser la technique de dosage, différentes longueurs d’onde d'excitation et 

d'émission pour les deux réactifs A et B ainsi que différentes concentrations ont été testées. 

Les longueurs d’ondes ainsi que les concentrations retenues sont indiquées en gras sur les 

tableaux 9 et 10. Ils correspondent aux  rapports optimaux pour l’enregistrement d’un signal 

de fluorescence maximale.    

 

Tableau 9. Différentes longueurs d’ondes d’excitation et d’émission testées pour le SYTO 9 et l’Iodure de Propidium. 

Longueurs d’onde (nm) 

SYTO 9 (fluorescence verte) IP (fluorescence rouge) 

Excitation Emission Excitation Emission 

483 530 430 617 

485 630 305 617 

485 530 340 630 

  305 630 

  535 617 

  535 630 

  485 630 

 

Tableau 10. Combinaisons à différents pourcentage du SYTO 9 et de l’Iodure de propidium testées. 

 Combinaisons 

Fluorochrome 1 2 3 

SYTO 9 25% 50% 75% 

IP 75% 50% 25% 
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IV. Etude de la résistance de L. monocytogenes  
 

La capacité de L. monocytogenes 3b LC 40 à produire des mutants résistants aux 

bactériocines produites par les deux souches L. plantarum B (mono-productrice) et L. 

paracasei GRU3 (multi-productrice) a été testée. Ces deux souches ont été incubées dans du 

bouillon MRS pendant 18 h à 34°C. A partir du filtrat actif de la culture, des dilutions 

successives de ½ dans du MRS bouillon ont été préparées. Chaque solution a été ensemencée 

par la souche cible, L. monocytogenes 3b LC 40 et plusieurs volumes d’ensemencement ont 

été testés. Tous les tubes sont incubés à 37°C, jusqu’à ce que le milieu devienne trouble. La 

plus grande dilution montrant une croissance, correspond à priori à la première génération 

mutante de L. monocytogenes 3b LC 40 (G1). En gardant la même dilution, le test a été refait 

pour l’obtention d’autres générations (G2, G3 et G4). L’activité inhibitrice des bactériocines 

produites par  L. plantarum B et L. paracasei GRU3contre les quatre générations de L. 

monocytogenes 3b LC 40  a été évaluée par le test des spots. 

 

V. Application des souches productrices des bactériocines B et GRU3 

dans un modèle de Lben 

 

La capacité des deux souches productrices de bactériocines L. plantarum B et L. 

paracasei GRU3 à inhiber L. monocytogenes 3b LC 40 dans un modèle de produit alimentaire 

traditionnel fermenté a été initiée comme application préliminaire de ce travail. Toutes les 

souches sont cultivées dans du MRS bouillon, incubées à 37°C pendant 18h et centrifugées à 

2700 g pendant 15 min. Le culot est lavé deux fois et repris dans de l’eau physiologique. La 

suspension cellulaire obtenue est diluée de façon à obtenir une concentration d’environ 10
7
 

UFC /ml, pour les souches productrices et 10
2
 UFC /ml pour la souche cible. Du lait UHT 

stérile est ensemencé à raison de : 1% à partir de la suspension de la souche productrice et 1% 

de la suspension de la souche cible. Un flacon de lait témoin est ensemencé seulement avec la 

souche cible et en absence de la souche productrice de bactériocine. Après incubation à 37°C, 

des prélèvements sont effectués à différents temps d’incubation (0h, 3h, 6h, 9h… 24h) pour le 

dénombrement de la population de L. monocytogenes 3b LC 40. 
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Résultats  

 

I. Recherche de bactéries productrices des bactériocines  
 

1. Isolement et purification 

Les 50 échantillons analysés (tableau 11) ont permis l’isolement de 174 isolats sur 

différents milieux de culture M17, MRS et MSE. Les colonies ont été purifiées, et les tests 

préliminaires ont montré que les isolats possédaient les caractéristiques des bactéries lactiques 

à savoir: des formes coques ou bacilles, immobiles, Gram positif, catalase négative et oxydase 

négative.  
 

Tableau 11. Origines des échantillons analysés. 

Type d’échantillon Origine  Code 

Câpres 

 

OuladJamaa C1 

OuladDawd C2 

Poivron  Bhalil PV1 

Olives 

(OV : olives vertes 

ON: olives noires) 

 

Bhalil  OV1 

Laboratoire ESTF  OV2 

Bhalil OV3 

Bhalil ON4 

Laboratoire ESTF  OV5 

Bhalil ON6 

Errachidia OV7 

OuladDawd OV8 

Fès  OV9 

Bhalil OV10 

Bhalil OV11 

Sefrou OV 12 

Bhalil OV13 

Bhalil OV14 

Sefrou OV15 

Bhalil ON16 

Sefrou OV17 

Bhalil OV18 

Sefrou OV19 

Fès  ON20 

Lben 

 

Sefrou Lb1 

Taounate Lb2 

Tétouane Lb3 

Salé Lb4 

Bhalil Lb5 

Fès Lb6 
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Guerssif Lb7 

Bhalil Lb8 

Jben 

 

Fès (Ancienne médina) Jb1 

Fès (Narjiss) Jb2 

Lait cru  Bhalil Lc1 

Beurre Bhalil B 

Fromages Reblochon Fruitier, Auchan Lait Cru de Vache E9 

Reblochon Fruitier, Auchan Lait Cru de Vache E14 

Camembert, Auchan Lait Cru de Vache E16 

Reblochon de Savoie, Pochat, Lait Cru de Vache P1 

Emmental Grand Cru EGC3 

Comté Fort des Rousses CFR1 

Gruyère Bio AOP GRU3 

Salers AOP SAL1 

Cantal AOP CAN1 

Cantal AOP CAN2 

Morbier au Lait Cru Bio Auchan MOR2 

Morbier Bio Jean Perrin MJP1 

Ossau Iraty Fermier AOP 2 OIF3 

Brie de Meaux AOP Auchan BAA2 

St. Nectaire fermier AOP SNF1 

Munster au lait cru Le petit Sapin L3 

 

2. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne  

 

L’évaluation de l’effet antagoniste des souches purifiées a été réalisée par des tests 

directs et indirects. Le premier test est un contact direct entre les bactéries à tester et les 

bactéries indicatrices. Il permet la réalisation d’un criblage des bactéries possédant un effet 

antimicrobien (figure 12). Le deuxième test est indirect et permet l’analyse du surnagent des 

cultures productrices par la méthode des spots (figure 13). Il confirme l’activité inhibitrice des 

souches testées et permet la sélection des plus performantes. Une vingtaine de bactéries sont 

utilisées comme souches indicatrices afin d’établir un spectre d’activité préliminaire des 

différents extraits actifs et permettre le choix de la souche indicatrice sensible qui servira pour 

les tests ultérieurs. Dix-sept isolats producteurs ont été sélectionnés pour leur pouvoir 

antagoniste (tableau 12). Ils montrent un spectre d’activité plus ou moins large affectant des 

espèces de bactéries lactiques, ainsi que des espèces potentiellement pathogènes appartenant 

aux genres Staphylococcus, Salmonella, Listeria ou encore Serratia. Pour chaque isolat 

producteur, une souche indicatrice sensible a été choisie pour suivre l’activité antimicrobienne 

au cours des différentes étapes de purification. 
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Tableau 12. Spectres d’activité des extraits de culture des différents isolats producteurs sélectionnés. L’activité a été quantifiée par mesure des diamètres des zones d’inhibition 

obtenues par la méthode des spots. 

  Diamètres des zones d’inhibition en mm 

Espèce indicatrice Référence E14 GRU3 SAL1 CAN1 CAN2 MJP1 SNF1 OIF3 P1 E16 BAA2 T4 A4 LS3 B C 

E. raffinosus C3VS/361 8 -8 13 12 14 12 18 12 13 13 15 ND ND ND ND ND 

L. monocytogenes3b LC 40 11 0 10 12 13 15 18 16 19 20 20 ND ND ND ND ND 

S. enteriditis LC 216 12 12 10 11 13 12 15 12 13 14 16 0 0 13 14 13 

L. sakei ssp. Sakei ATCC 15521 12 11 10 12 15 12 14 14 15 14 15 0 0 13 15 14 

E. coli ATCC 25922 8 0 ~ 8 9 15 11 14 12 14 14 15 10 12 12 10 12 

E. faecalis WHE 96 8 ~ 6 0 10 14 0 13 12 14 14 14 15 16 14 10 15 

E. faecium WHE 81 ~ 5 0 ~ 5 10 17 13 13 13 14 14 15 14 15 15 16 13 

E. faecium HA 0 ~ 5 10 8 15 13 15 13 17 14 14 12 13 13 14 11 

E. faecium OB 0 0 10 9 15 13 16 12 15 15 17 ND ND ND 14 ND 

E. faecium OCB 0 0 11 10 14 13 15 12 15 15 14 15 14 12 ND 13 

L. innocua LC 14 0 0 10 13 16 12 13 13 13 15 15 ND ND ND 15 ND 

E. faecalis OA 0 0 10 8 15 8 15 12 14 15 15 0 0 14 ND 4 

L. lactis RO50 8 0 9 13 0 12 0 0 0 0 0 14 14 0 15 0 

L.  plantarum WHE 92 7 ~ 7 9 9 0 0 ~ 10 ~ 6 ~14 0 0 ND ND ND 0 ND 

E. faecium JA -5 0 ~ 8 10 0 ~ 8 0 0 0 0 0 ND ND ND ND ND 

P. acidilactici LC  0 0 11 0 13 9 0 0 0 0 0 ND ND ND ND ND 

L. lactis WHE 53 ~ 5 0 12 11 0 0 0 0 0 0 0 ND ND ND ND ND 

S.  marcescens ATCC 13880 0 ~ 5 0 0 0 0 ~ 5 0 -5 0 0 ~13 ~9 ~12 ~12 ~11 

S.  xylosus LC 57 0 0 9 9 0 0 0 ~ 5 0 0 0 12 12 0 0 0 

L.  monocytogenes 1/2c LC 12 -10 0 10 -15 -12 ~ 15 ~ 16 ~ 12 14 ~ 12 0 ND ND ND ND ND 

 

~ : Zone trouble 

ATCC: American Type Culture Collection (Rockville, Maryland, USA); 

LC: collection du laboratoire; 

ND : non déterminé. 
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Figure 13. Exemple des zones d'inhibitions obtenues par le test direct. 

 

Figure 14. Exemple des zones d'inibitions obtenues par la méthode des spots. 

 

3. Identification des isolats actifs 

 

Les identifications génotypiques des souches dotées d’activité inhibitrice ont démontré 

que les souches appartenaient à quatre genres: 9 souches d’Enterococcus représentées par trois 

espèces, E. faecalis, E. faecium et E. durans, 6 souches de Lactobacillus représentées par deux 

espèces, L. plantarum et L. paracasei et 5 souches de Pediococcus représentées par l’espèce P. 

acidilactici et 1 souche de Carnobacterium maltaromaticum (CPN1). Le tableau 13 montre les 

résultats des identifications obtenues, soit par PCR et séquençage du gène de l’ARN 16S (E. 

faecalis SAL1 et CAN1, E. faecium E16 et E14, L. plantarum B, C et LS3 et P. acidilactici P1), 

soit par spectrométrie de masse MALDI Biotyper (E. durans A4 et T4, L. plantarum MJP1, L. 

paracasei GRU3, P. acidilactici CAN2, OIF3, BAA2, SNF1 et C. maltaromaticum CPN1).  
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Tableau 13. Identification des souches dotées d’activité antimicrobienne. 

Code Espèce identifiée Origine Technique 

CPN1 C. maltaromaticum Camembert,  petit Normand  Spectrométrie de masse 

A4 E. durans Poivron fermenté Spectrométrie de masse 

T4 E. durans Lben Spectrométrie de masse 

SAL1 E. faecalis Salers AOP Séquençage du gène de l’ARN 16S 

CAN1 E. faecalis Cantal AOP Séquençage du gène de l’ARN 16S  

E16 E. faecium Camembert,  Séquençage du gène de l’ARN 16S  

E14 E. faecium Reblochon  Séquençage du gène de l’ARN 16S  

B L. plantarum Beurre Séquençage du gène de l’ARN 16S  

C L. plantarum Smen Séquençage du gène de l’ARN 16S  

LS3 L. plantarum Lben Séquençage du gène de l’ARN 16S  

MJP1 L. plantarum Morbier Bio Jean Perrin Spectrométrie de masse 

GRU3 L. paracasei Gruyère Bio AOP Spectrométrie de masse 

P1 P.acidilactici Reblochon de Savoie,  Séquençage du gène de l’ARN 16S  

CAN2 P. acidilactici Cantal AOP Spectrométrie de masse 

OIF3 P. acidilactici Ossau Iraty Fermier AOP 2 Spectrométrie de masse 

BAA2 P. acidilactici Brie de Meaux AOP Auchan Spectrométrie de masse 

SNF1 P. acidilactici St. Nectaire fermier AOP Spectrométrie de masse 

    

II. Purification et étude structurale des bactériocines  

 

Le protocole de purification mis au point pour l’ensemble des bactériocines produites 

par les 17 bactéries retenues est composé de quatre étapes principales telles qu’elles sont 

décrites dans matériel et méthodes.  

 

1. Bactériocine du genre Carnobacterium 

 

La souche C. maltaromaticum CPN1 a été isolée à partir d’un fromage de type 

Camembert à base de lait cru de la marque Petit Normand. En se basant sur le spectre d’activité 

de l’extrait brut de la culture bactérienne, la souche L. sakei ssp. sakei ATCC 8115521 a été 

retenue pour tester l’activité antimicrobienne de C. maltaromaticum CPN1 au cours des 

différentes étapes de purification. Cette dernière a été effectuée comme décrit dans matériel et 

méthodes, avec un échange de cation à pH 6,5. Sur les différentes fractions issues de la 

chromatographie semi-préparative sur phase C8, une seule a montré une activité notable. Elle 

correspond à un pic avec un temps de rétention de 9 min. Elle est alors diluée dans de l’eau 

contenant 0,1% de TFA et chargée sur une colonne C18 analytique montée sur la même chaîne 
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HPLC. Un pic est obtenu à un temps de rétention de 9,7 min qui correspond au maximum de 

l’activité antimicrobienne mesurée par le test des spots, c’est le peptide CPN1 pur (figure 14). 

 

 

Figure 15. Profil chromatographique à 280 nm après séparation sur colonne C18 analytique de la fraction III de C. 

maltaromaticum CPN1 avec un gradient linéaire de 20 à 50% d’acétonitrile en 30 min, de 50 à 100% en 10 min et 100% 

en 5 min 

La masse moléculaire du peptide CPN1, déterminée par spectrométrie de masse ESI-Q-

TOF, est de 4427,10 Da, ce qui ne correspond à aucun peptide antimicrobien déjà décrit (figure 

15). Par ailleurs, le spectre de masse a permis de confirmer la pureté de l’échantillon obtenu. 

 

Figure 16. Spectre de masse réalisé par l’ESI-Q-TOF du peptide CPN1 produit par C. maltaromaticum CPN1. 
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Le peptide CPN1 ainsi purifié a par la suite été soumis au séquençage par dégradation 

d’Edman sur un séquenceur de protéine Applied Biosystems modèle 492. L’analyse de la 

séquence obtenue avec le système d’analyse des données Applied Biosystems (software Procise 

PC v2.1) a permis l’identification d’une nouvelle séquence linéaire de 44 acides aminés non 

modifiés (tableau 14). Le peptide contient, le motif consensus de classe IIa «YGNGL» à son 

extrémité N-terminale.  

La masse calculée de cette séquence est de 4429,11 Da, soit deux Da de plus que celles 

obtenue par spectrométrie de masse, ce qui suggère la présence d’un pont disulfure entre les 

deux résidus cystéine en positions 9 et 14. Ceci a été confirmé par la réduction/ alkylation de la 

bactériocine. Cette nouvelle bactériocine a été nommé Maltaricine CPN. 

 

Tableau 14. Séquence peptidique de la maltaricine CPN obtenue par dégradation d’Edman. 

Peptide Séquence peptidique Bactériocine 

CPN1 KYYGNGLSCNKKGCTVDWGTAIGIIGNNAAANWATGGAAGWNKG Maltaricine CPN 

 

2. Bactériocines du genre Enterococcus 

 

Les bactéries du genre Enterococcus productrices de bactériocines sont au nombre de 

sept : E. durans A4, E. durans T4, E. faecium E16, E. faecalis SAL1, E. faecalis CAN1 et E. 

faecium E14 (tableau 13). 

 

2.1. E. durans A4 et T4, E. faecium E16 et E. faecalis SAL1 

 

Les souches E. durans A4 et T4 ont été isolées respectivement à partir d’échantillons de 

Poivron fermenté et de Lben, tandis que les souches E. faecium E16 et E. faecalis SAL1 ont été 

isolées à partir d’échantillons de fromages respectivement Camembert et Salers AOP, préparés 

à base de lait cru. Les spectres d’activités de leurs extraits bruts sont similaires et s’étendent à 

plusieurs espèces cibles. La souche E. faecalis WHE 96 a été retenue comme souche indicatrice 

pour tester l’activité antimicrobienne au cours des différentes étapes de purification des souches 

d’E. durans A4 et T4. Pour les souches E. faecium E16 et E. faecalis SAL1, ce sont les souches 

E. faecium OB (E14) et L. sakei ssp. sakei ATCC 15521 qui ont été retenues comme souches 

cibles respectivement.  

Pour chacune des quatre souches d’Enterococcus (A4, T4, E16 et SAL1), les extraits 

bruts ont été concentrés par chromatographie flash comme décrit auparavant. L’activité 

inhibitrice des fractions collectées après élution avec de l’ACN a été testée par la technique des 

spots. Pour chaque souche, un lot de fractions (fractions 7 à 29) a montré une activité 
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antimicrobienne vis-à-vis de la souche indicatrice utilisée. Pour chacune des quatre souches 

testées, l’activité majeure a été détectée dans les fractions 16 à 20 (diamètre des zones 

d’inhibitions entre 15 et 20 mm), qui, réunies, constituent la fraction I. Cette dernière est alors 

injectée dans la colonne échangeuse de cations à pH 6,0, et les fractions éluées sont testées par 

la technique des spots. Les fractions 15 à 17, correspondant à l’activité maximale (diamètre des 

zones d’inhibitions entre 17 et 20 mm), réunies, constituent la fraction II. 

Un exemple de chromatogramme obtenu après injection de la fraction II (d’E. faecium 

E16) dans la colonne C8 semi-préparative montée sur une chaîne HPLC est représenté sur la 

figure 14a. Le test de l’activité antimicrobienne des fractions collectées (toutes les 30 secondes) 

a montré que le maximum de l’activité (18 mm de diamètre) se situait dans la fraction 22 qui 

correspond au pic chromatographique retenu à 21 min.  

 

 

Figure 17. Profil chromatographique à 280 nm. a) après séparation sur colonne C8 semi-préparative de la fraction II 

d’E. faecium E16 avec un gradient linéaire de 0 à 90% d’acétonitrile à 0,1% de TFA dans de l’eau à 0,1% de TFA en 54 

min. b) après séparation sur colonne C18 analytique de la fraction III d’E. faecium E16 avec un gradient linéaire de 20 

à 50% d’acétonitrile en 30 min, de 50 à 100% en 10 min et 100% en 5 min. 

Le pic correspondant à la fraction 22 (fraction III) ne présentant pas une pureté 

suffisante pour une analyse par spectrométrie de masse, cette fraction est alors diluée dans de 

l’eau contenant 0,1% de TFA et purifiée sur une colonne C18 analytique montée sur une chaîne 

HPLC. Sur les différentes fractions collectées et testées, une seule a montré une activité 

majeure. Elle correspond à un pic bien isolé (figure 16b), enregistré à un temps de rétention de 

22 min.  

Des profils chromatographiques similaires ont été obtenus lors de la purification des 

bactériocines des espèces d’E. durans A4 et TA et d’E. faecalis SAL1. 
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L’analyse par spectrométrie de masse ESI-Q-TOF des quatre peptides antimicrobiens 

obtenus a permis de confirmer leur pureté et de déterminer leurs masses moléculaires (tableau 

15) après déconvolution des spectres obtenus (figure 17).  

Tableau 15. Masses moléculaires de la pédiocine PA-1 correspondant aux des peptides purifiés A4, T4, E16 et SAL1, 

mesurées par le spectromètre de masse ESI-Q-TOF. 

Peptide purifié Masse moléculaire mesurée (Da) Bactériocine identifiée 

A4 4621,32 pédiocine PA-1  

T4 4621,23 pédiocine PA-1  

E16 4621,32 pédiocine PA-1  

SAL1 4621,32 pédiocine PA-1  

                   

 

 
Figure 18. Spectres de masses réalisés par ESI-Q-TOF de la pédiocine PA-1 purifée à partir de: a) E. durans A4; b) E. 

durans T4 ; c) E. faecium E16 ; d) par E. faecalis SAL1. 



Chapitre 3 : Résultats et discussion 

 

67 

 

Les peptides ainsi purifiés ont par la suite été digérés par de la trypsine, puis soumis à 

une fragmentation par Nano LC-MS/MS, permettant de déterminer des séquences de 44 acides 

aminés (tableau 16) avec un taux de recouvrement de 99%.  

Ainsi, au vu des masses moléculaires et des séquences peptidiques obtenues, les quatre 

espèces d’E. durans A4 et T4, d’E.  faecium E16 et d’E. faecalis produisent en effet de la 

pédiocine PA-1.   
 

Tableau 16. Séquence d’acides aminés de la pédiocine PA-1 (peptides A4, T4, E16 et SAL1) analysée  par nano LC-

MS/MS suite à une digestion trypsique, et identifiée par recherche Mascot sur la base de données NCBInr. 

Peptide Séquence d’acides aminés Bactériocine identifiée 

A4 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

T4 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

E16 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

SAL1 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

 

Par ailleurs, la recherche par PCR de gènes codant pour d’autres bactériocines connues 

(entérocine AS-48 ; entérocines A, B et P ; entérocines L50 A et B ; entérocine 1071 et nisine) 

et dont les amorces spécifiques sont disponibles, a montré la présence, chez E. durans A4, du 

gène de l’entérocine P, chez E. durans T4, des gènes des entérocines A et P et chez E. faecalis 

SAL1, du gène de l’entérocine AS-48. Ceci, bien qu’aucune fraction correspondant à ces 

bactériocines n’ait été détectée au cours des différentes étapes de purification.  

 

2.2. E. faecalis CAN1 

 

La souche E. faecalis CAN1 a été isolée à partir du fromage Cantal AOP à base de lait 

cru. Le spectre d’activité de l’extrait brut de la culture cellulaire s’étend à plusieurs espèces 

cibles. La sensibilité de la souche E16 à la (ou aux) bactériocine(s) produite(s) par la souche E. 

faecalis CAN1 suggère que cette dernière produit d’autres bactériocines que la pédiocine PA-1. 

La souche L. sakei ssp. sakei ATCC 15521 a été choisie comme souche indicatrice. L’activité 

antimicrobienne des fractions collectées à la sortie de la colonne échangeuse de cation à pH 6,0 

a été étalée sur une large gamme des fractions, de 5 à 32 (fraction II).  

Le chromatogramme obtenu après injection de la fraction II dans la colonne C8 semi- 

préparative montée sur une chaîne HPLC est représenté sur la figure 18. Il montre un très large 

pic correspondant probablement aux bactériocines ainsi qu’à des impuretés. Il montre 

également de petits pics correspondant aux fractions 49, 50 et 51, récoltées juste après.  
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Figure 19. Profil chromatographique à 280 nm après séparation sur colonne C8 semi-préparative de la fraction II d’E. 

faecalis CAN1 avec un gradient linéaire de 0 à 90% d’acétonitrile à 0,1% de TFA dans de l’eau à 0,1% de TFA en 54 

min. 

L’activité antimicrobienne testée par la méthode des spots a été détectée dans toutes les 

fractions collectées de 5 à 50 min. Dans ces conditions, il est difficile de repérer les pics 

correspondant aux fractions actives. On distingue néanmoins deux groupes de fractions actives 

: le groupe 1, allant de la fraction 30 à la fraction 45 (temps de rétention 20 min à 27, 5 min) et 

le groupe 2, allant de la fraction 46 à la fraction 58 (temps de rétention 28 min à 34 min). Dans 

le groupe 1, les zones d’inhibition avec un diamètre maximal ont été détectées dans les 

fractions 39 (15 mm) et 40 (16 mm). Dans le groupe 2, la plus grande zone d’inhibition a été 

détectée dans la fraction 54 (17 mm), qui correspond à un pic bien distinct (temps de rétention 

32 min). Cette dernière nommée CAN1E a été purifiée, par injection dans la colonne C18 

analytique monté sur la même chaîne HPLC. Le chromatogramme obtenu (figure 19) comprend 

un seul pic bien isolé et présentant une pureté suffisante pour l’analyse de masse. 
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Figure 20. Profil chromatographique à 280 nm après séparation sur colonne C18 analytique de la bactériocine CAN1E 

avec un gradient linéaire de de 20 à 50% d’acétonitrile à 0,1% de TFA en 30 min, de 50 à 100% en 10 min et 100% en 5 

min. 

La poursuite de la purification des bactériocines du groupe 1 a été impossible en raison 

de la présence de plusieurs contaminants. Une purification à partir d’une nouvelle culture d’E. 

faecalis CAN1 a été effectuée en équilibrant la colonne échangeuse de cations à pH 7,5. Le 

filtrat récupéré à la sortie de la colonne a montré une activité importante (800 UA/ml). Il a donc 

été réinjecté dans la même colonne et au même pH, le deuxième filtrat obtenu a montré à son 

tour, une activité de 200 UA/ml. Un dernier passage à travers la même colonne à un pH 6,5 a 

été effectué et le filtrat obtenu n’a pas montré d’activité significative. Les fractions actives 

éluées lors des trois passages dans la colonne à des pHs différents sont réunies en une seule 

fraction, c’est la fraction II. Le chromatogramme obtenu (figure 20) après injection de la 

fraction II dans la colonne C8 semi-préparative montée sur une chaîne HPLC montre un 

meilleur profil que celui obtenu lors de la première purification (figure 18) avec des pics bien 

distincts. 
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Figure 21. Profil chromatographique à 280 nm après séparation sur colonne C8 semi-préparative de la fraction II d’E. 

faecalis CAN1 avec un gradient linéaire de 0 à 90% d’acétonitrile à 0,1% de TFA dans de l’eau à 0,1% de TFA en 54 

min. 

Toutes les fractions collectées sont testées par la technique des spots, et l’activité a été 

détectée de la fraction 8 jusqu’à la fraction 28 (temps de rétention de 8,5 min à 19 min). On a 

observé trois groupes de fractions actives, chacun ayant une fraction avec une activité 

antimicrobienne maximale, soit respectivement les fractions 15 (19 mm, CAN1B), 23 (12 mm, 

CAN1D) et 26 (17mm, CAN1E). Les trois fractions CAN1B, CAN1D et CAN1E ont été 

diluées dans de l’eau contenant 0,1% de TFA et re-chromatographiées sur la colonne C18 

analytique pour une purification finale. Les chromatogrammes obtenus (figure 21) montrent des 

pics purs et actifs pouvant être analysés par l’ESI-Q-TOF. La fraction CAN1E correspond à la 

bactériocine précédemment purifiée (figure 19). 
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Figure 22. Profil chromatographique à 280 nm après séparation sur colonne C18 analytique des bactériocines, 

a)CAN1B, b) CAN1D,  avec un gradient linéaire de de 20 à 50% d’acétonitrile à 0,1% de TFA en 30 min, de 50 à 100% 

en 10 min et 100% en 5 min. 

Les fractions correspondant aux pics CAN1A et CAN1C (Figure 18), bien que 

présentant de faibles activités (zone trouble de 5 mm) ont été re-chromatographiées sur la 

même colonne C18 analytique après leur dilution dans de l’eau ultra-pure contenant 0,1% de 

TFA. Toutes les fractions collectées ont été testées par la méthode des spots mais aucune 

activité importante n’a été observée. La faible activité détectée au préalable est probablement 

due aux fractions périphériques actives des trois peptides purifiés (CAN1B, CAN1D et 

CAN1E).  

L’analyse par spectrométrie de masse ESI-Q-TOF des trois peptides antimicrobiens CAN1B, 

CAN1D et CAN1E purifiés a permis la mesure de leurs masses moléculaires moyennes après 

déconvolution des spectres obtenus (figure 22). 
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Figure 23. Spectres de masses réalisés par ESI-Q-TOF des bactériocines produite par E. faecalis CAN1.a) bactériocine 

CAN1B ;b) bactériocine CAN1D ;c) bactériocine CAN1E. 

 

Les trois masses moléculaires obtenues (tableau 17) ont été comparées avec celles déjà 

répertoriées dans la littérature. Les masses moléculaires des peptides CAN1B et CAN1D sont 

respectivement identiques à celles des entérocines 1071B et 1071A, les deux peptides 

constituant l’entérocine 1071  (Balla et al., 2000 ; Maldonado-Barragán et al., 2009). La masse 

du peptide CAN1E correspond, quant à elle, à celle de l’entérocine AS-48  (Montalban-Lopez 

et al., 2008). 

La recherche par PCR de gènes codant pour ces deux bactériocines (entérocine 1071 et 

entérocine AS-48) chez la souche E. faecalis CAN1, a également montré leur présence. Ces 

résultats confirment l’exactitude des comparaisons des masses mesurées de nos bactériocines 

avec celles de la littérature.  
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Tableau 17.  Masses moléculaires de l’entérocines 1071A (peptide CAN1D), de l’entérocines 1071B (peptide CAN1B) et 

de l’entérocine AS-48 (peptide CAN1E) mesurées par ESI-Q-TOF. 

Peptide purifié Masse moléculaire (Da) Bactériocine identifiée 

CAN1B 3896,12 Entérocine 1071B 

CAN1D 4285,20 Entérocine 1071A 

CAN1E 7148,06 Entérocine AS-48 

 

Par ailleurs, la détermination de la séquence en acides aminés du peptide CAN1D a été 

réalisée en soumettant ce dernier à la dégradation d’Edman sur un séquenceur de protéine 

Applied Biosystems modèle 492. L’analyse de la séquence obtenue avec le système d’analyse 

des données Applied Biosystems (software Procise PC v2.1) a permis l’identification d’une 

séquence de 39 acides aminés correspondant bien à l’enterocin 1071A (tableau 18).  

Les résultats obtenus pour les peptides CAN1B et CAN1D, d’abord par spectrométrie de 

masse, ensuite par séquençage des déterminants génétiques et enfin par dégradation d’Edman 

(CAN1D), permet de conclure qu’il s’agit bien des deux peptides constituant l’entérocine 1071.  

 

Tableau 18. Séquence d’acide aminé de l’entérocine 1071A issue après dégradation d’Edman et de l’entérocine 1071B et 

l’entérocine AS-48 déduit de la bibliographie. 

Peptide  Séquence en acides aminés Technique 

utilisée 

Bactériocine 

correspondante 

CAN1D ESVFSKIGNAVGPAAYWILKGLGNMSDVNQADRINRKKH 

 

Séquençage 

d’Edman 

Entérocine 1071A 

CAN1B GPGKWLPWLQPAYDFVTGLAKGIGKEGNKNKWKNV PCR du gène 

de structure 

Entérocine 1071B  

CAN1E MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGG-

LSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKKGKRAVIAW 

PCR du gène 

de structure 

Entérocine AS-48  

 

2.3. E. faecium E14 

 

La souche E. faecium E14 a été isolée à partir d’échantillons de fromage de type 

Reblochon Fruitier à base de lait cru et son activité antimicrobienne au cours des différentes 

étapes de purification a été évaluée en utilisant la souche E. raffinosus E26 comme souche 

indicatrice. Sa sensibilité à l’extrait de culture brut de la souche E. faecalis CAN1, signifie 

qu’elle produit d’autres bactériocines que la AS-48 et l’entérocine 1071 produites toutes les 

deux par la souche E. faecalis CAN1.  

L’extrait brut de la culture d’E. faecium E14 a été soumis au même protocole de 

purification que dans les autres cas cités précédemment, avec un échange de cations effectué à 

pH 6,4. Les pics chromatographiques obtenus après séparation sur C18 analytique sont très 
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larges et chargés d’impuretés, ce qui empêche leur identification. Une purification à partir 

d’une nouvelle culture d’E. faecium E14 a été effectuée en augmentant le pH du tampon 

d’équilibrage de la colonne échangeuse de cations à 7,5. Le test d’activité, par la méthode des 

spots, des fractions collectées après l’élution a révélé l’activité antimicrobienne de 31 fractions 

(de 1 au 31). Le filtrat récupéré très actif (1600 UA/ml) a été réinjecté dans la même colonne à 

pH 7,0 et 31 fractions actives ont été récupérées avec un filtrat inactif. Les fractions 9 et 15, 

avec les zones d’inhibition maximales respectivement 15 et 12 mm, obtenues lors des deux 

purifications (à pH 7, 5 et pH 7,0) ont été réunies (fraction II).  

Celle-ci a été séparée sur la colonne C8 semi-préparative. Quatre fractions E14A, E14B, 

E14C, et E14D, recueillies à différents temps de rétention ont montré une activité 

antimicrobienne avec la technique des spots. Chaque fraction a été diluée dans de l’eau ultra-

pure contenant 0,1% de TFA et individuellement séparée sur la colonne C18 analytique. Les 

chromatogrammes obtenus ont révélé un seul pic actif avec un temps de rétention de 22 min 

pour le peptide E14A, 25 min pour le peptide E14B, 29 min pour le peptide E14C et 31,5 min 

pour le peptide E14D. Toutefois, les deux peptides E14B et E14C n’ont pu être suffisamment 

résolus, malgré plusieurs chromatographies successives.  

L’analyse par spectrométrie de masse ESI-Q-TOF des peptides E14A et E14D a permis 

de confirmer leurs pureté et de déterminer leurs masses moléculaires, soit 4621,20 Da pour le 

peptide E14A et 5459,68 Da pour le peptide E14D (figure 23). 

 

Figure 24. Spectres de masses réalisés par l’ESI-Q-TOF des bactériocines produites par E. faecium E14.a) bactériocine 

E14A; b) bactériocine E14D. 

Le peptide E14A ainsi purifié a par la suite été digéré par de la trypsine, puis soumis à 

une fragmentation par Nano LC-MS/MS. La comparaison des séquences obtenues avec la base 
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de donnée NCBInr, a permis de déterminer une séquence de 44 acides aminés (tableau 19) 

correspondant à la pédiocine PA-1 avec un taux de recouvrement de 99%. 

Pour le peptide E14D, la comparaison de sa masse moléculaire, 5461,21 Da avec celles 

répertoriées dans la littérature a permis son identification comme étant l’entérocine B (Hu et 

al., 2008 ; Hu et al., 2010) 

 

Tableau 19. Séquence d’acides aminés de la pédiocine PA-1 (peptide E14A) issue de la digestion trypsique, analysée par 

nano LC-MS/MS et identifiée par recherche Mascot sur la base de données NCBInr. 

Peptide Séquence peptidique Bactériocine  

E14A KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

E14D ENDHRMPNELNRPNNLSKGGACGAAIAGGLFGIPKGPLAWAAGLANVYSKCN Entérocine B 

 

Par ailleurs, la recherche par PCR de gènes codant pour d’autres bactériocines connues 

(entérocine AS-48 ; entérocines A, B et P ;entérocines L50A et B ; entérocine 1071 et nisine) et 

dont les amorces spécifiques sont disponibles, a montré la présence chez la souche E. faecium 

E14, des gènes des entérocines A, B et P. Ceci confirme que le peptide E14D est bien 

l’entérocine B, et suggère par ailleurs que pour les deux autres peptides E14B et E14C non 

purifiés, il pourrait s’agir des entérocines A et P  (Aymerich et al., 1996 ; Cintas et al., 1997). 

 

3. Bactériocines de genre Lactobacillus 

 

3.1. L. plantarum B, C et LS3 

 

Les souches de L. plantarum B, C et LS3 ont été isolées respectivement du Beurre, 

Smen et Lben, produits fermentés traditionnels. Les spectres d’activités de leurs extraits bruts 

sont très similaires, et ils s’étendent à plusieurs espèces cibles. La souche E. faecalis WHE 96 a 

été retenue pour tester leurs activités antimicrobiennes au cours des différentes étapes de 

purification. 

Pour chaque culture, l’extrait brut préparé a été concentré par chromatographie flash sur 

colonne C18 et les fractions actives recueillies ont été passées sur la colonne échangeuse de 

cations à un pH de 6,4. Pour chaque souche, un seul lot de fractions a été retenu (de 11 au 27), 

avec une activité maximale (zone d’inhibition majeure de 19 mm) détectée dans les fractions 

centrales 15 et 16 (fraction II). 

Après injection de la fraction II sur la colonne C8 semi-préparative, les fractions éluées 

ont été collectées puis testées par la technique des spots. La fraction correspondant à l’unique 

pic du chromatogramme, à un temps de rétention 22 min, coïncide avec l’activité 
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antimicrobienne maximale chez les trois L. plantarum B, C et LS3. Elle a été diluée dans de 

l’eau ultra-pure contenant 0,1% de TFA et re-chromatographiée sur une colonne C18 

analytique montée sur la même chaîne HPLC afin d’isoler les peptides B, C et LS3 purs. Le pic 

obtenu est bien isolé et correspond à un temps de rétention de 22 min. La fraction active 

récupérée (figure 24) a servi pour l’analyse par ESI-Q-TOF.  

 

 

Figure 25. Profil chromatographique à 280 nm après séparation sur colonne C18 analytique de la fraction III de L. 

plantarum C avec un gradient linéaire de de 20 à 50% d’acétonitrile à 0,1% de TFA en 30 min, de 50 à 100% en 10 min 

et 100% en 5 min. 

 

La spectrométrie de masse ESI-Q-TOF des peptides B, C et LS3 obtenus a permis de 

confirmer leur pureté et de déterminer leurs masses moléculaires (tableau 20), après 

déconvolution des spectres obtenus (figure 25). 

 

Tableau 20. Masses moléculaires de la pédiocine PA-1 (peptides B, C et LS3) mesurées par le spectromètre de masse 

ESI-Q-TOF. 

Peptide purifié Masse moléculaire (Da) Bactériocine correspondant  

B 4621,31 Pédiocine PA-1 

C 4621,33 Pédiocine PA-1 

LS3 4621,32 Pédiocine PA-1 
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Figure 26. Spectres de masses réalisés par l’ESI-Q-TOF des peptides B, C et LS3 produits par :a) L. plantarum B; b) L 

.plantarum C; c) produit L. plantarum LS3. 

 

Les peptides ainsi purifiés ont par la suite été digérés par de la trypsine, puis soumis à 

une fragmentation par Nano LC-MS/MS. Une recherche Mascot sur la base de données 

NCBInr, a permis de déterminer la séquence peptidique de 44 acides, correspondant à la 

pédiocine PA-1 (tableau 21).  

 

Tableau 21. Séquences d’acides aminés de la pédiocines PA-1 (peptides B, C et LS3), issues de la digestion trypsique, 

analysés par nano LC-MS/MS et identifiée par recherche Mascot sur la base de données NCBInr. 

Peptide Séquence peptidique Bactériocine correspondant  

B KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

C KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

LS3 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

 

 

3.2.  L. plantarum MJP1 

 

La souche L. plantarum MJP1 a été isolée à partir d’échantillons de fromage de type 

Morbier à base de lait cru. En se basant sur le spectre d’activité de son extrait brut, la souche L. 
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sakei ssp. sakei ATCC 15521 a été retenue pour tester son activité antimicrobienne au cours des 

différentes étapes de purification. 

L’extrait brut préparé a été soumis au même protocole de purification que dans les 

autres cas cités précédemment, avec un échange de cations effectué à pH 6,5. Les fractions 

montrant une activité maximale (zones d’inhibition importantes) ont été réunies en une seule 

fraction (fraction II). Après chromatographie en phase inverse semi-préparative, deux fractions 

actives MJP1A et MJP1B avec des temps de rétention respectivement de 8,6 min et 14,7 min 

ont été détectées. Elles sont diluées dans de l’eau ultra-pure contenant 0,1% de TFA et purifiées 

sur la colonne C18 analytique.  

 

L’analyse par spectrométrie de masse ESI-Q-TOF des peptides purifiés MJP1A et 

MJP1B a permis de déterminer leurs masses moléculaires respectives, soit 3928,74 Da et 

7145,09 Da après déconvolution des spectres obtenus (figure 26). 

 

 

Figure 27. Spectres de masses réalisés par l’ESI-Q-TOF des bactériocines produits par L. plantarum MJP1.a) MJP1A ; 

b) MJP1B. 

 

Le peptide MJP1A ainsi purifié a par la suite subi une dégradation d’Edman sur un 

séquenceur de protéine Applied Biosystems modèle 492. L’analyse de la séquence obtenue 

avec le système d’analyse de données Applied Biosystems (software Procise PC v2.1) a permis 

l’identification d’une séquence d’acides aminés très proche de celle de la plantaricine 423 (Van 

Reenen, et al., 2003). Mais, quelques différences ont été détectées entre les deux séquences 

(Tableau 13). Les cysteines (C) en position 14 et 37 de la Plantaricine 423 ont été substituées 

au niveau du peptide MJP1A respectivement par la Tyrosine (Y) et par soit l’Arginine (R), soit 
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la Tyrosine (Y). La présence de ces deux derniers acides aminés (R/Y) n’est pas sûre puisqu’il 

s’agit de la fin de la séquence où le séquençage est moins précis. De plus, la dernière séquence 

d’acides aminés, Serine (S), Valine (V), Asparagine (N) et Valine (V) est absente chez la 

plantaricine 423 (tableau 22).  

Pour obtenir plus de données sur la structure du peptide MJP1A et vérifier cette 

séquence déterminée par la dégradation d’Edman, une analyse par la nano-LC-MS/MS après 

digestion trypsique a été réalisée. Une séquence identique à celle de la plantaricine 423 a pu 

être déterminée (tableau 13). La structure du peptide MJP1A n’est à ce jour pas encore connue 

avec certitude. Une digestion trypsique avec séquençage d’Edman des fragments obtenus 

devrait permettre de s’assurer de la structure de ce peptide. 

 

Tableau 22. Séquence d’acides aminés de la plantaricine 423 (peptide MJP1A) issue de la digestion trypsique, analysée 

par nano LC-MS/MS et identifiée par recherche Mascot sur la base de données NCBInr et de la dégradation d’Edman. 

En rouge les différences avec la séquence de la plantaricine 423 répertorié dans la littérature. 

Bactériocine Séquence peptidique Technique 

d’identification  

MJP1A KYYGNGVTCGKHSYSVNWGQAFSCSVSHLANFGHGK(R/Y)SVNV Dégradation d’Edman 

   YYGNGVTCGKHSCSVNWGQAFSCSVSHLANFGHGKC Spectrométrie de masse 

*Plantaricine 423 KYYGNGVTCGKHSCSVNWGQAFSCSVSHLANFGHGKC Dégradation d’Edman 

* séquence purifiée par Van Reenen et al.,(2003) 

 

Concernant le peptide MJP1B, la comparaison de sa masse moléculaire (7145,09 Da), 

avec les données de la littérature, a permis son identification comme étant l’entérocine AS-48.  

 

3.3.  L. paracasei GRU3 
 

La souche L. paracasei GRU3 a été isolée à partir d’échantillons de fromage de type 

Gruyère Bio AOP. A partir du spectre d’activité de son extrait brut, la souche L. sakei ssp. 

sakei ATCC 15521 a été utilisée comme souche indicatrice.  

L’extrait brut préparé a été soumis au même protocole de purification que dans les 

autres cas cités précédemment, avec un échange de cations effectué à pH 6,0. Les fractions 

éluées, ont été injectées dans la colonne C18 semi-préparative montée sur une chaîne HPLC. 

Les fractions correspondant aux pics GRU3A, GRU3B, GRU3C et GRU3D ont présenté des 

activités maximales (respectivement 15, 13, 13 et 14 mm) par le test des spots. Elles ont été 

purifiées par des injections successives sur la colonne C18 analytique jusqu’à obtention de la 

pureté suffisante pour une analyse par l’ESI-Q-TOF.  



Chapitre 3 : Résultats et discussion 

 

80 

 

Les masses moléculaires moyennes obtenues (figure 27) des quatre peptides sont 

présentées au tableau 23.  

 

Tableau 23. Masses moléculaires des peptides GRU3A, GRU3B, GRU3C et GRU3D mesurées par le spectromètre de 

masse ESI-Q-TOF. 

Peptide  Masse moléculaire (Da) 

GRU3A 4621 

GRU3B 7147,06 

GRU3C 5461,97 

GRU3D 5369,57 

 

 

Figure 28. Spectres de masses réalisés par l’ESI-Q-TOF des bactériocines produites par L. paracasei GRU3.a) GRU3A; 

b) GRU3B ; c) GRU3D. 

 

Les peptides GRU3A et GRU3D ainsi purifiés ont été digérés par de la trypsine, puis 

soumis à une fragmentation par Nano LC-MS/MS, permettant de déterminer leurs séquences en 

acides aminés (tableau 14). La comparaison des séquences obtenues avec celles de la base de 

données NCBInr, ainsi que les résultats des masses obtenues, permettent d’identifier le peptide 

GRU3A comme étant la pédiocine PA-1 et le peptide GRU3D comme étant la bactériocine 

BacSJ2-8  (Kojic et al., 2010). 
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Tableau 24. Séquences d’acides aminés de la pédiocine PA-1 (peptide GRU3A) et de la bactériocine BacSJ2-8 (peptide 

GRU3D) issues de la digestion trypsique, analysées par nano LC-MS/MS et identifiées recherche Mascot sur la base de 

données. 

Peptide Séquence peptidique Bactériocine  

GRU3A KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

GRU3D YSYFGGSNGYSWRDKRGHWHYTVTKGGFETVIGIIGDGWGSAGAPGPGQH BacSJ2-8 

 

Concernant les deux autres peptides GRU3B et GRU3C, la comparaison de leurs 

masses moléculaires respectives (7147,06 Da et 5461,97 Da), avec les données de la littérature 

ont permis leur identification comme étant l’entérocine AS-48 et l’entérocine B.  

 

4. Bactériocines de genre Pediococcus 

 

4.1.  P. acidilactici BAA2, CAN2, OIF3, P1 et SNF1 

 

Les souches de P. acidilactici BAA2, CAN2, OIF3, P1 et SNF1 ont été isolées 

respectivement à partir d’échantillons de fromage : Brie de Meaux, Cantal AOP, Ossau Iraty, 

Reblochon de Savoie Pochat et Saint Nectaire, tous à base de lait cru de vache. Le spectre 

d’activité de leurs extraits bruts s’étend à plusieurs espèces cibles. Des souches indicatrices ont 

été retenues pour tester leurs activités antimicrobiennes au cours des différentes étapes de 

purification (tableau 25) 

 

Tableau 25. Souches indicatrices choisis pour tester l’activité antimicrobienne par la technique des spots pour les 

souches Pediococcus acidilactici CAN2, P1, BAA2, OIF3 et SNF1. 

Souche productrice Souche indicatrice  

P. acidilactici CAN2 L. sakei subsp. sakei ATCC 15521 

P.  acidilactici P1 E.  faecium LC E14 

P. acidilactici BAA2, OIF3 et SNF1. LC X 

 

Pour toutes ces souches, à l’issue de la chromatographie flash en phase inverse, les 

fractions recueillies ayant montré une activité antimicrobienne sont les fractions de 5 à 31. Ces 

fractions, réunies (fraction I), ont été passées sur la colonne échangeuse de cations à un pH 

de 6,4. A la sortie de la colonne, l’activité est détectée sur une large gamme de fractions (de 5 à 

31). Celles, centrales (12 et 13), ayant présenté l’activité maximale (19 et 18 mm, 

respectivement), sont réunies en une seule fraction (fraction II) et passées sur une colonne 

semi-préparative en phase inverse C8. Les fractions actives recueillies correspondent à des 

temps de rétention allant de 6,5 à 30 min. L’activité antimicrobienne majeure (22 mm) 

correspond à un temps de rétention de 9,5 min pour les souches de P. acidilactici P1 et CAN2, 



Chapitre 3 : Résultats et discussion 

 

82 

 

et à un temps de rétention de 7,5 min pour les souches de P. acidilactici BAA2, OIF3 et SNF1. 

Ces fractions ont été diluées dans de l’eau ultra-pure contenant 0,1% de TFA et passées sur la 

colonne C18 analytique afin d’isoler les peptides purs. Un exemple de chromatogrammes 

obtenus est présenté sur la figure 28.  

 

 
Figure 29. Profil chromatographique à 280 nm après séparation sur colonne C18 analytique de la fraction III de P. 

acidilactici CAN2 avec un gradient linéaire de de 20 à 50% d’acétonitrile à 0,1% de TFA en 30 min, de 50 à 100% en 10 

min et 100% en 5 min. 

 

Les masses moléculaires des peptides purs BAA2, CAN2, OIF3, P1 et SNF1, analysés 

par spectrométrie de masse ESI-Q-TOF sont présentées au tableau 26. La comparaison avec les 

profils chromatographiques et les masses des bactériocines, précédemment identifiées, ainsi 

qu’avec les données de la littérature, permet de déduire que les quatre peptides purifiés (BAA2, 

CAN2, OIF3 et SNF1) correspondent à la pédiocine PA-1. La masse du peptide P1, ayant 16 

Da de plus par rapport à celle des autres, une analyse complémentaire s’avère nécessaire pour 

expliquer cette légère différence (tableau 26).  

Tableau 26. Masses moléculaires et identification des peptides BAA2, OIF3, SNF1, CAN2 et P1 mesurées par le 

spectromètre de masse ESI-Q-TOF. 

Peptide Masse (Da) Bactériocine identifiée  

BAA2 4621,20 pédiocine PA-1 

OIF3 4621,20 pédiocine PA-1 

SNF1 4621,20 pédiocine PA-1 

CAN2 4621,32 pédiocine PA-1 

P1 4637,32 pédiocine PA-1-ox 

0
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Les profils des spectres de masses du peptide P1 et de la pédiocine PA-1 semblent 

identiques (figure 29a). Néanmoins, les profils isotopiques des deux peptides (figure 29b) 

montrent une amplification du signal avant le massif majoritaire (en rouge) pour le peptide P1 

et après le massif majoritaire pour la pédiocine PA-1. Ce genre de profil semble indiquer que 

pour la pédiocine native, la forme oxydée soit en quantité négligeable, alors que le peptide P1 

serait une forme majoritairement oxydée de la pédiocine. En effet, l’oxydation des résidus 

méthionine chez certaines bactériocines, induisant un incrément de masse de 16 Da, a déjà été 

répertoriée dans la littérature.  

 

Figure 30. Comparaison des spectres de masses de la pédiocine PA-1: P1 produite par P. acidilactici P1 (cette étude) et 

L3 produite par L. plantarum WHE 92, (Ennahar, et al., 1996).a) spectres obtenus ; b) après le zoom sur 5+. 

 

Les peptides ainsi purifiés (BAA2, OIF3, SNF1, CAN2 et P1) ont par la suite été 

digérés par la trypsine, puis soumis à une fragmentation par Nano LC-MS/MS. La comparaison 

des séquences obtenues avec celles de la base de données NCBInr a permis la détermination 

des séquences en acides aminés des bactériocines (tableau 27). Un pourcentage de 

recouvrement de 100% a été obtenu pour les quatre bactériocines (BAA2, OIF3, SNF1 et 

CAN2), alors que pour la bactériocine P1, un faible pourcentage de 30% a été enregistré. La 

partie C-terminale de cette bactériocine n’avait pas pu être identifiée. La recherche d’ion parent 

de ce peptide a permis de confirmer qu’il était présent, mais peu intense pour être sélectionné et 

fragmenté par le spectromètre (figure 30).  
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Tableau 27. Séquences en acides aminées de la pédiocine PA-1 (peptide BAA2, OIF3, SNF1, CAN2 et P1) issues de la 

digestion trypsique, analysées par nano LC-MS/MS et identifiées recherche Mascot sur la base de données. 

Peptide Séquence peptidique Bactériocine  

BAA2 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

OIF3 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

SNF1 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

CAN2 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1 

P1 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC Pédiocine PA-1-ox 

 

 

Figure 31. Comparaison des spectres de masses de la recherche d’ion parent de la pédiocine PA-1 produite par.a) L. 

plantarum WHE 92 (Ennahar et al., 1996); b) P. acidilactici P1(cette étude). 

Cette étude structurale a permis de mettre en évidence 10 bactériocines différentes : 

maltaricine CPN ; BacSJ2-8 ; plantaricine 423 ; entérocine 1071A ; entérocine 1071B, 

entérocine A ; entérocine B ; entérocine P ; entérocine AS-48 et pédiocine PA-1 produites par 

les différentes espèces bactériennes retenues dans ce travail. Certaines espèces sont mono-

productrices dans les conditions expérimentales de ce travail (C. maltaromaticum CPN1, E. 

faecium E16, L. plantarum B, C et LS3, P. acidilactici P1 et P. acidilactici CAN2, BAA2, 

OIF3, et SNF1), alors que d’autres sont productrices multiples, avec deux ou plusieurs 

bactériocines produits (E. durans A4 et T4, E. faecalis SAL1 et CAN1, E. faecium E14, L. 

paracasei GRU3 et L. plantarum MJP1).  



Chapitre 3 : Résultats et discussion 

 

85 

 

La majorité des bactériocines ont été identifiées après purification par mesure de la 

masse par ESI-TOF et analyse de la séquence peptidique, soit par dégradation d’Edman, soit 

par Nano-LC-MS/MS. Les autres bactériocines ont été détectées par recherche de leurs 

déterminants génétiques. 

5. Pureté et activité antimicrobienne des bactériocines au cours de la purification 

 

Dix-sept souches bactériennes appartenant à 7 espèces différentes (C. maltaromaticum, 

E. durans, E. faecalis, E. faecium, L. plantarum, L. paracasei, et P. acidilactici) ont révélé une 

activité antimicrobienne. Les bactériocines ont été purifiées suivant quatre étapes principales : 

préparation de l’extrait de culture, concentration par chromatographie flash en phase inverse, 

purification sur colonne échangeuse de cations et isolement du peptide antimicrobien pur par 

HPLC en phase inverse semi-préparative puis analytique. L’activité antimicrobienne des 

fractions recueillies après chaque étape de purification est exprimée en UA/ml. Pour chaque 

fraction, l’activité a été déteminée selon la méthode des dilutions critiques (chapitre 2, 

I. 3.Matériels et méthodes) et l’absorbance mesurée à 280 nm. L’activité spécifique et le 

rendement de chaque étape de purification ont ainsi pu être calculés (tableau 29).  

En termes de recouvrement, les résultats montrent des pertes à chacune des étapes de 

purification. Ainsi, pour la pédiocine PA-1 produite par L. plantarum C, seuls 64,8% de la 

quantité totale de bactériocine sont récupérés après l’étape de concentration par 

chromatographie flash, et seuls 40,5% sont retrouvés après échange de cations. Ces 

pourcentages sont respectivement de 72% et 12,5% dans le cas le cas des autre bactériocine 

produite par E. faecalis CAN1. Ceci signifie qu’une partie importante des peptides 

antimicrobiens a été perdue au cours de la purification (pH d’élution n’est pas optimale, perte 

au cours du lavage des colones ou bien mauvais choix de la souche indicatrice) ou bien 

dégradée (absence de manipulation de la bactériocine en gardant le froid « la glace »). Il est 

entendu que la mesure de la quantité de bactériocine est une estimation indirecte qui se fait à 

travers la mesure de l’activité. Néanmoins, l’activité spécifique, qui constitue un bon indice de 

l’efficacité de purification a, quant à elle, augmenté. En effet, pour les bactériocines de la 

souche E. faecium E14, elle augmente de 269,72 (fraction initiale) à 3690, 88 (fraction I) pour 

atteindre 52459, 02 (fraction II). 
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Tableau 28. Suivi de l’activité antimicrobienne des bactériocines étudiées au cours des étapes de purification. 

Souche à purifiée Etape de 

purification 

Vol 

(ml) 

A280 A280 

Totale a 

Activité 

(UA/ml) 

Activité 

totale b (UA) 

Activité 

spécifiquec 

Taux de 

recouvreme

nt (%) 

C. 

maltaromaticum 

CPN1 

Surnageant de la 

culture 

400 0,0250 10, 036 200 80000 80 100 

Echange de cation 75 0,346 26 400 30000 1154 37,5 

HPLC-RP, C8 

semi-préparative 

7 0,285 2 3200 22400 11200 28 

HPLC-RP, C18 

analytique 

2,5 0,32 0,8 6400 16000 20000 20 

L. plantarum C 

 

 

Surnageant de la 

culture 

1000 1,404 1404 1600 1600000 1139,601 100 

Phase inverse 162 1,693 274,26 6400 1036800 3780,272 64,8 

Echange de cation 405 0,001 0,445 1600 648000 16x 105 40,5 

L. plantarum B 

 

 

Surnageant de la 

culture 

1000 2,80 2800 800 800000 285,7143 100 

Phase inverse 160 0,577 92,32 6400 1024000 11091,85 128 

Echange de cation 161 0,015 2,415 3200 515200 213333,3 64,4 

L. plantarum LS3 Surnageant de la 

culture 

1000 1,391 1391 3200 3200000 2300,503 100 

Phase inverse 149 2,18 324,82 12800 1907200 5871,56 59,6 

Echange de cation 450 0,031 13,95 1600 720000 51612,9 22,5 

E. durans A4 Surnageant de la 

culture 

1000 1,408 1408 200 200000 142,045 100 

Phase inverse 212 0,564 119,56 1600 339200 2836,879 169,6 

Echange de cation 232 0,018 4,176 400 92800 22222,22 46,4 

E. durans T4 Surnageant de la 

culture 

1000 1,397 1397 200 200000 143,1639 100 

Phase inverse 125 0,548 685 1600 200000 2919,708 100 

Echange de cation 339 0,05 16,95 200 67800 4000 33,9 

P. acidilactici P1 Surnageant de la 

culture 

2000 1,549 3098 6400 12800000 4131,698 100 

Phase inverse 170 1,821 309,57 51200 8704000 28116,42 68 

Echange de cation 400 0,048 19,2 3200 1280000 66666,67 10 

E. faecium E14 Surnageant de la 

culture 

2000 1,483 2966 400 800000 269,7235 100 

Phase inverse 165 1,734 286,1 6400 1056000 3690,888 132 

Echange de cation 550 0,061 335,5 800 440000 52459,02 55 

E.  faecium  E16  Surnageant de la 

culture 

2000 1,513 3026 12800 25600000 8460,013 100 

Phase inverse 217 1,77 384,09 51200 11110400 28926,55 43,4 

Echange de cation 465 0,044 204,6 6400 2976000 145454,5 11,625 

E. faecalis CAN1 Surnageant de la 

culture 

1000 1,571 157,1 800 800000 509,2298 100 

Phase inverse 180 1,565 281,17 3200 576000 2044,728 72 

Echange de cation 500 0,012 6 200 100000 16666,67 12,5 

P. acidilactici 

CAN2 

Surnageant de la 

culture 

2000 1,511 3022 6400 12800000 4235,606 100 

Phase inverse 368 1,835 675,28 25600 9420800 13950,95 73,6 

Echange de cation 415 0,017 7,055 800 332000 47058,82 2,6 

L.  paracasei 

GRU3  

Surnageant de la 

culture 

1000 1,567 1567 400 400000 127,6324 100 

Phase inverse 125 1,690 211,25 12800 1600000 7573,964 400 

Echange de cation 540 0,079 42,66 200 108000 5063,291 27 

E.  faecalis SAL1  Surnageant de la 

culture 

1000 1,501 1501 1600 1600000 1065,956 100 

Phase inverse 155 1,467 227,38 3200 496000 2181,322 31 

Echange de cation 590 0,049 28,91 1600 944000 32653,06 59 
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aAbsorbance A280 multipliée par le volume (ml). 

bActivité mesurée multipliée par le volume (ml). 

cActivité totale (UA) divisé par l’absorbance totale (280 nm). 

 

III. Etude de l’activité des bactériocines purifiées 

1. Spectre d’activité 

 

1.1. Sur milieu solide  

 

L’activité antimicrobienne des bactériocines purifiées sur milieu solide (gélose) a été 

testée par la technique des spots. Les bactériocines pures ont d’abord été remises en solution 

dans de l’eau ultra-pure stérile. La sensibilité a été testée sur une large gamme de bactéries 

indicatrices (tableau 30). Toutes les bactériocines testées ont montré une activité vis-à-vis de la 

plupart des bactéries cibles à Gram positif incluant certains pathogènes. Deux espèces à Gram 

négatif ont ainsi montré une sensibilité : en effet S. marcescens LC 448 vis-à-vis de la 

pédiocine PA-1 et de l’entérocine AS-48 et E.coli ATCC 25922 vis-à-vis de toutes les 

bactériocines testées. Le spectre d’activité de la pédiocine PA-1 purifiée (quelque soit l’espèce 

productrice) semble identique au spectre de la pédiocine PA-1 produite par la souche L. 

plantarum WHE 92 utilisée comme témoin producteur. La production de la pédiocine PA-1 et 

son spectre d’activité de ce dernier a été déjà identifiée par Ennahar et al (1996). Elle a un 

spectre d’activité relativement large regroupant diverses bactéries à Gram positif dont des 

bactéries lactiques et des pathogènes tels que S. epidermidis et L. monocytogenes. L’activité 

mesurée est très importante avec des diamètres de zones d’inhibition entre 15 et 25 mm. Il est à 

noter également qu’une certaine activité a été mesurée contre une bactérie à Gram négatif, E. 

coli ATCC 25922.  

L’entérocine B a une activité vis-à-vis de la majorité des souches cibles testées, y 

compris des espèces pathogènes telles que S. epidermidis et L. monocytogenes. De même, la 

bactériocine Bac SJ2-8  et l’entérocine AS-48, possèdent un large spectre d’activité, s’étendant 

à la plupart des bactéries testées.  

Les deux peptides 1071A et 1071B (constitutifs de l’entérocine 1071 produite par E. 

faecalis CAN1) ont des spectres d’activité relativement étroits. En effet, une large gamme de 

bactéries testées ne sont pas inhibées, et celles qui le sont montrent une faible sensibilité. Cette 

faible activité est liée au fait que ces deux peptides antimicrobiens  doivent agir en synergie. 

Pour le confirmer, l’activité antimicrobienne exprimée en UA/ml, des deux peptides (à des 

quantités égales 10µl :10µl), soit individuellement, soit en mélange (entérocine 1071) est 
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présentée au Tableau 31. L’observation  des résultats montre que l’activité antimicrobienne de 

l’entérocine 1071 est plus élevée, quelque soit la souche cible testée. Ainsi, dans le cas de la 

souche indicatrice L. monocytogenes LC 40, l’activité de l’entérocine 1071est de 12800 UA/ml, 

tandis que celle de l’entérocine 1071A est de 3200 UA/ml et celle l’entérocine 1071B n’est que 

de 400 UA/ml, confirmant ainsi la synergie entre les deux peptides.  

 

Tableau 29. Spectres d’activité des différentes bactériocines purifiées. L’activité a été quantifiée par mesure du 

diamètre des zones d’inhibition obtenues par la méthode des spots (MRS / 18h à24h / 34°C). Toutes les souches 

indicatrices ont été cultivées dans un bouillon MRS. 

  Bactériocines purifiées 

Espèce Référence Pédiocine PA-1 

(Témoin) 

Pédiocine 

PA-1 

Plantaricine 

423  

Entérocine 

B 

BacS

J2-8 

Entérocin

e AS-48 

Entérocine 1071  

B                A 

B. cereus CIP 78.3 16 20 17 13 6 11 5 0 

B. cereus LC 447 0 0 0 0 0 0 0 0 

B. subtilis ATCC 6633 0 0 0 0 11 9 0 0 

B. subtilis ATCC 9372 0 0 0 12 0 8 0 0 

E. columbae F10d 15 16 17 15 9 11 0 tr 

E. faecalis G9h 13 20 15 16 13 12 9 0 

E. faecalis LC E4 18 20 18 14 14 13 7 14 

E. faecalis LC 3 7 17 20 19 13 10 12 9 5 

E. faecalis CECT 481 18 20 17 13 13 13 11 0 

E. faecalis CECT 795 17 21 0 11  nd 11 8 6 

E. faecalis OA 16 25 20 6 7 0      0 0 

E. faecium LC 81 19 26 18 0 9 14 8 7 

E. faecium LC 25 19 21 17 10    13 14 10 5 

E. faecium DSM 10663 16 21 15 8 12 10 7 0 

E. faecium JA tr tr 25 9 0 16 0 0 

E. faecium  ATCC 19434  nd 21 15  nd 0 14 15   

E. faecium  IT62 19 25 15 12 13 15 10 0 

E. faecium  F1h 18 21 15 10 14 13 12 0 

E. faecium  LC 37 12 20 17 0 8 12 8 0 

E. hirae CIP 5855  nd 20 17  nd 11 13 8  nd 

E. hirae  LC 36 17 21 15 13 10 13 9 6 

E. mundtii LC 362 0 21 nd 12 0 12 10 5 

E. pseudoavium C8VS 19 22 17 0 9 11 7 0 

E. saccharolyticus ATCC 43076 16 20 17 11 13 12 9 6 

E. sulfureus LC 361 15 22 nd 10 nd  13 8 0 

E. coli ATCC 25922 17 21 nd 9 11 12 5 12 

 

K. pneumoniae  

 

ATCC 10031 
  

nd 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

L. plantarum ATCC 10241 10 20 nd 13  nd 13 13 0 

L. plantarum MGC 0 0 0 10 0 11 0 0 

L. plantarum LC 804 nd 24 nd nd nd nd nd nd 

L. sakei ssp. sakei ATCC 15521 18 21 18 11 12 13 9 6 

L. lactis RO50 12  nd nd 0  nd  nd  nd 0 
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L. lactis WHE 53 0 22 17 0 9 12 6 7 

L. lactis WHE 99 0  nd nd 0  nd  nd  nd 0 

L. lactis WHE 102 17 22 nd 10 9 11 0 6 

L. lactis LC 61 19 19 nd 10  nd 11 6 0 

L. lactis LC 72 18 20 18 0 11 13 9 4 

L. lactis LC 73 16 20 18 12 0 13 0 0 

L. lactis LC 103 15  nd 16 8 8    nd 0 

L. lactis LC 406 17 22 18 14 10 12 7 0 

L. lactis LC 452 14 0 16 9 0 14 0 0 

L. lactis ssp. cremoris LC 657  nd 20 17  nd 10 9 9   

L. lactis ssp. lactis LC 54 15 25 19 10  nd 12 23 0 

L. innocua 6a LC 14 17 20 0 12 12 12 9 10       

L. innocua  6b 18 23 0 12 14 12 5   

L. monocytogenes  1/2c LC 12 18 20 0 11   13 0 0 

L. monocytogenes  3a LC 9 16 23 15 10 13 14 0 11        

L. monocytogenes  3b LC 40 18 21 18 12 14 13 8 11     

S. typhimurium LC 443  nd 0 0 0 0 0 0 0 

S. marcescens LC 448  nd 12 0 0 0 7 0 0 

S. marcescens  ATCC 13880 nd  0 0 0 0 8 0 0 

S. aureus ATCC 6538 15 20 18 11 9 16 9 9          

S. aureus  ATCC 6538 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. epidermidis  ATCC 12228 14 21 15 9  nd 12 7 0 

S. xylosus  LC 57 15 0 0 0 0 12 0 0 

L. plantarum Cette étude 0 nd nd 9 nd nd  nd 0 

L. plantarum Cette étude 0 nd nd 10 nd nd nd 0 

E. durans Cette étude 14 nd nd 0 nd  11 nd 0 

E. durans Cette étude 14 25 nd 11 nd 13 0 0 

L. paracasei Cette étude 0 24 0 0 nd 25 0 0 

E. faecalis Cette étude 15 0 17 0 13 10 0 0 

P. acidilactici Cette étude 0 29 nd 0 9 0 0 0 

E. faecium Cette étude 16 nd 15 0 nd 12 nd 7 

E. durans Cette étude 13 27 17 10 9 12 9 0 

E. faecium Cette étude 20 23 nd 0 11 11 0 0 

P. acidilactici Cette étude 0 26 nd 0 10 12 0 0 

L. plantarum Cette étude 10 nd nd 13  nd  nd  nd 0 

E. faecalis Cette étude 14 0 17 nd  nd 25 0 0 

nd : non déterminé  

tr : trouble  
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Tableau 30. Comparaison de l’activité antimicrobienne (en UA/ml) de l’entérocine 1071 et des deux peptides 

antimicrobiens qui la constituent (entérocine 1071A et entérocine 1071B) à des quantités égales de 10µl : 10µl. 

   Activité antimicrobienne en UA/ml 

Souches indicatrices Référence  Entérocine 1071 Entérocine 1071A Entérocine 1071B 

E. faecalis B2RM/37 3200 1600 200 

E. faecalis G8b 3200 1600 200 

L.  monocytogenes 1/2c LC 12 6400 3200 200 

L.  monocytogenes 3b LC 40 12800 3200 400 

L.  innocua 6b 12800 6400 400 

L. monocytogenes 3a LC 9 12800 6400 6400 

E. columbae F10d 12800 3200 400 

E. coli ATCC 25922 6400 3200 200 

S. aureus ATCC 6538 3200 1600 200 

 

 

1.1.Dans milieu liquide 

 

Trois concentrations de pédiocine PA-1 ont été testées sur19 souches cibles dont la 

croissance en milieu liquide a été suivie par mesure de l’absorbance à l’aide d’un lecteur de 

microplaque Varioskan flash (Thermo Electron, Courtaboeuf, France). Une souche est 

considérée sensible lorsque sa croissance est partiellement ou complètement inhibée en 

présence de la bactériocine. Les différentes concentrations permettent de constater un éventuel 

effet dose-réponse et par la suite d’évaluer l'efficacité de la bactériocine. Des exemples des 

courbes de croissances obtenues sont présentés aux figures 31, 32, 33 et 34.  

On peut ainsi observer que la croissance des deux bactéries cibles E. hirae CIP 5855 

(figure 31) et E. faecalis E4 (Figure 32) est ralentie de façon importante en présence de la 

pédiocine PA-1 et que cet effet est d’autant plus important que la concentration de la 

bactériocine est élevée.  
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Figure 32. Croissance de la bactérie E. hirae CIP 5855 en présence de différentes concentrations de la pédiocine PA-1 

dans le milieu MRS pendant 48h à 34°C. 

 

 

Figure 33. Croissance de la bactérie E. faecalis LC E4 en présence de différentes concentrations de la pédiocine PA-1 

dans le milieu MRS pendant 48h à 34°C. 

 

Par ailleurs, pour L. plantarum LC 804, la croissance est totalement inhibée en présence 

de la pédiocine PA-1 et cette sensibilité est d’autant plus marquée que la concentration de cette 

dernière est élevée (figure 33).  
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Figure 34. Croissance de la bactérie L. plantarum LC 804 en présence de différentes concentrations de la pédiocine PA-1  

dans le milieu MRS pendant 48h à 34°C. 

A l’inverse, comme le montre la figure 34, la présence de la pédiocine PA-1, n’induit 

pas de ralentissement de la croissance de la souche E. faecium JA. Une faible croissance est 

néanmoins observée pour la concentration la plus élevée de la pédiocine PA-1.  

 

Figure 35. Croissance de la bactérie E. faecium JA en présence de différentes concentrations de la pédiocine PA-1 dans 

le milieu MRS pendant 48h à 34°C. 

Afin d’évaluer la sensibilité de toutes les souches testées vis-à-vis de la pédiocine PA-1, 

le retard de croissance a été calculé (tableau 31). Il correspond au rapport entre le temps 

nécessaire pour atteindre une absorbance de 0,4 en présence de la bactériocine (Log Bac) à 

différentes concentrations et le temps équivalent pour le témoin (Log Tm) pour atteindre la 

même absorbance.  
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Tableau 31. La valeur du « Retard de croissance » calculée pour chaque bactérie indicatrice en fonction de différentes 

concentrations de pédiocine PA-1. 

  Retard de croissance 

Espèce indicatrice Références 1000ème 200ème 30ème 

L. plantarum JB 1,04 1,15 *  

L. sakei ssp. sakei ATCC 15521 1,18 1,2 1,2 

L. lactis WHE 53 * * * 

L. lactis LC 452 1,12 1,13 1,14 

L. lactis ssp. cremoris LC 657 1,18 1,18 1,18 

L. acidophilus LC 660 1 1 1 

L. plantarum LC 804 1,14 1,15 1,19 

L. plantarum JB 1,02 1,02 1,04 

L.lactis WHE 99 1,15 1,15 1,18 

L.plantarum 299v 1,19 1,16 1,2 

L. plantarum LC 56 1 1,04 1,13 

E. faecium LC 25 1,17 1,18 1,27 

E. faecium  LC E16 1 1,01 1,05 

E. faecalis LC E4 1,10 1,12 1,13 

E. hirae  CIP 5855 0,99 0,94 1,00 

E. sulfureus LC 361 1,18 1,19 1,2 

St. pneumoniae ATCC 6303 0,9 1,17 1,19 

L. monocytogenes 3b LC 40 *  * * 

L. monocytogenes 1/2c LC 12 1,01 1,03 1,08 

L. innocua 6b 0,3 1,36 1,40 

* pas de croissance constatée   

Le spectre d'activité de la pédiocine PA-1 déterminé dans ces conditions semble 

relativement large. En effet, la croissance de la plupart des souches indicatrices  a été ralentie. Elle 

a même été totalement inhibée dans le cas  L. lactis WHE 53 et L. monocytogenes LC 40. 

Néanmoins, dans de rares cas, notamment L. acidophilus 660, la croissance n'a aucunement été 

affectée par la présence de la pédiocine PA-1. 
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2. Mode d’action 

Afin d’évaluer l’effet de différentes bactériocines sur la viabilité cellulaire plusieurs 

souches cibles ont été retenues (tableau 32). La sensibilité de ces dernières a été préalablement 

testée par la technique des spots (tableau 29). Le kit de viabilité LIVE/DEAD (BacLight Bacterial 

Viability) a été utilisé. Son principe est basé sur l'émission d’une double fluorescence verte et 

rouge. La fluorescence verte est émise par le fluorochrome (SYTO), capable de diffuser dans 

toutes les cellules, endommagées ou non, et d'émettre de la fluorescence une fois lié à l'ADN. Il 

permet ainsi de marquer la totalité les cellules testées. La fluorescence rouge est émise par 

l’Iodure de Propidium (IP) une fois lié à l’ADN. Ce fluorochrome ne peut pénétrer que dans les 

cellules dont les membranes sont altérées, seules les cellules mortes fluorescent en rouge 

Tableau 32. Souches indicatrices retenues pour chacune des bactériocines testées. 

 Souches indicatrices 

Bactériocine Sensible Insensible 

 Espèce  Référence  Espèce  Référence  
Entérocine AS-48  B. cereus  CIP 78.3 B. cereus  LC  447 

E. coli  ATCC  25922   

*S. marcescens  LC 448   

Pédiocine PA-1  L. monocytogenes  LC9 B.  cereus  LC  447 

E. coli  ATCC  25922 S.  marcescens  ATCC  13880 

Entérocine 1071  E. coli  ATCC  25922 L. monocytogenes  LC 9 

S. aureus  ATCC  6538 S. typhimurium  LC  443 

Plantaricine 423  

 

L. monocytogenes  LC 40 S. typhimurium  LC  443 

B. cereus  CIP 78.3 B. cereus  LC  447 

BacSJ2-8  L. monocytogenes   LC 40   

 *S. aureus ATCC  6538   

        *Très peu sensible 

La viabilité de la souche B. cereus LC 447 (résistante) ne semble pas affectée par 

l’entérocine AS-48 (figure 35), du fait que le rapport de fluorescence verte/rouge reste constant. 

Par contre,  pour les souches B. cereus CIP 78.3, E. coli ATCC 25922 et S. marcescens LC 448, il 

y a une baisse progressive de ce rapport lors de l’exposition à l’entérocine AS-48. Ceci signifie 

que l’augmentation de la fluorescence rouge de l’IP au profit de SYTO 9 due aux 

endommagements des membranes cibles par l’enterocine AS-48 
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Figure 36.  Suivi de la viabilité cellulaire, exprimée par le rapport de la fluorescence verte/rouge, lors de l’exposition à 

l’entérocine AS-48. 

 

Concernant la pédiocine PA-1 et l’entérocine 1071, les résultats sont présentés aux figures 

36 et 37. On constate que la baisse de la fluorescence est progressive et similaire pour toutes les 

souches testées, qu’elles soient sensibles ou résistantes et ceci pour les deux bactériocines.  

 

Figure 37. Suivi de la viabilité cellulaire, exprimée par le rapport de la fluorescence verte/rouge, lors de l’exposition à la 

pédiocine PA-1. 
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Figure 38. Suivi de la viabilité cellulaire, exprimée par le rapport de la fluorescence verte/rouge, lors de l’exposition à 

l’entérocine 1071. 

 

Par ailleurs, les deux souches cibles S. typhimurium LC  443 et B. cereus LC  447 testées 

résistantes par la méthode des spots à la plantaricine 423, ne montrent pas non plus de sensibilité 

en milieu liquide. En effet, le rapport de fluorescence reste stable au cours de l’exposition à cette 

bactériocine (figure 38). 

 

 

Figure 39. Suivi de la viabilité cellulaire, exprimée par le rapport de la fluorescence verte/rouge, lors de l’exposition à la 

plantaricine 423. 
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Par contre les souches : L. monocytogenes LC40, et B. cereus CIP 78.3 ayant révélé une 

sensibilité à la plantaricine 423, ainsi que les souches L. monocytogenes LC40  et S. 

aureus ATCC  6538 ayant révélé une sensibilité à la BacSJ2-8 par la méthode des spots, n’ont 

montré aucune baisse de fluorescence (figures 38 et 39), suggérant une résistance à ces deux 

bactériocines en milieu liquide.   

 

Figure 40. Suivi de la viabilité cellulaire, exprimée par le rapport de la fluorescence verte/rouge, lors de l’exposition à la 

BacSJ2-8. 

 

IV. Etude de la résistance de L. monocytogenes 

La mise en évidence in vitro de mutants résistants de la souche L. monocytogenes 3b en 

présence des bactériocines produites par les deux souches L. plantarum B (mono-productrice) et L. 

paracasei GRU3 (multi-productrice) est effectuée par la méthode des passages successifs. La 

souche de L. monocytogenes 3b est cultivée en présence, de l’extrait de culture de L. plantarum B 

(contenant la pédiocine PA-1) et dans l’autre cas de l’extrait de culture de L. paracasei GRU3 

(contenant la pédiocine PA-1, la BacSJ2-8, l’entérocine AS-48 et l’entérocine B). Les deux 

extraits sont testés dans une gamme de dilutions en série (tableau 33). Après incubation, les 

cellules de L. monocytogenes 3b ayant pu se développer à la concentration d’extrait de culture la 

plus élevée (G1) sont remises en culture dans les mêmes conditions afin d’obtenir les générations 

suivantes G2, G3 et G4.  
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Tableau 33. Test de croissance des variants de L. monocytogenes 3b à différentes concentrations des extraits actifs des deux 

souches L. plantarum B et L. paracasei GRU3. 

 

Extraits de culture actifs 

 Dilutions 

1/2  1/4 1/8  1/16 1/32 1/64 1/2048 

L. plantarum B Ab Ab Tr  Tr Tr Tr Tr 

L. paracasei GRU3 Ab Ab Tr Tr Tr Tr Tr 

Ab : Absence de croissance 

Tr : Trouble de croissance 

Le test d’activité, réalisé par la méthode des spots, des extraits actifs des deux souches L. 

plantarum B et L. paracasei GRU3, avec L. monocytogenes 3b comme souche cible, s’est révélé 

positif. Les diamètres des zones d’inhibitions obtenues sont respectivement de 20 et de 12 mm. En 

présence des extraits actifs dilués jusqu’au 1/4, aucune croissance de la souche L. monocytogenes 

3b n’est détectée. Cependant, à partir de la dilution 1/8, une croissance de L. monocytogenes 3b est 

observée dans tous les cas. Par ailleurs, les cellules de L. monocytogenes isolées à partir de 

cultures obtenues, utilisées comme indicateurs dans la méthode des spots, n’ont pas montré de 

zones d’inhibition en présence des extraits actifs dilués. Ces résultats semblent indiquer que la 

souche L. monocytogenes 3b a aquis une résistance à partir de la première génération mutante. 

Mais des expériences complémentaires sont nécessaires afin de confirmer ces données. 

 

V.  Application des souches productrices des bactériocines B et GRU3 dans un modèle de 

Lben 

L’effet de bactéries lactiques productrices de bactériocines sur une population de L. 

monocytogenes 3b dans un modèle de fabrication de Lben traditionnel marocain est évalué. La 

souche cible est dénombrée dans l’échantillon de départ (lait frais) et dans le produit fini (lait 

fermenté). La capacité de deux souches bactériocinogènes à inhiber L. monocytogenes 3b est 

testée : la souche L. plantarum B productrice de la pédiocine PA-1; et la souche L. paracasei 

GRU3 productrice de la pédiocine PA-1, de l’entérocine AS-48, de l’entérocine B et de la BacSJ2-

8. Le dénombrement de la souche L. monocytogenes 3b en absence des substances inhibitrices est 

effectué en parallèle (témoin). Le tableau 34 résume les résultats obtenus pour le lait et le Lben.  

 

 



Chapitre 3 : Résultats et discussion 

 

99 

 

Tableau 34. Concentration cellulaire en UFC/ml de L. monocytogenes 3b dans l’échantillon témoin, en présence de la souche 

L. plantarum B, ainsi qu’en présence de la souche L. paracasei GRU3. 

 

Temps (en heure) 

Concentration en UFC/ml de L. monocytogenes 3b  

Témoin En présence de L. plantarum B En presence de L. paracasei GRU3 

0 2,2 x 104 2,3 x 104 2,2 x 104 

22 8,3 x 104 2,0 x 104 1,8 x 104 

 

Comme le montre le tableau 34, la concentration cellulaire exprimée en UFC/ml de la 

souche cible L. monocytogenes 3b dans l’échantillon témoin augmente au cours du temps. Le 

nombre de cellules de L. monocytogenes 3b est multiplié par environ un facteur 4 dans le produit 

fini après 22 heures d’incubation. Par contre, en présence des souches productrices de 

bactériocines, L. plantarum B et L. paracasei GRU3, la concentration cellulaire de la souche cible 

reste globalement stable autour de 2,0 x 10
4
. Les résultats semblent indiquer que la production in 

situ des bactériocines résulte en une stabilisation de la flore pathogène au cours du processus de 

fermentation du lait. Ces résultats ne sont néanmoins pas suffisants pour conclure quant à un effet 

inhibiteur des souches productrices. Des expériences sont en cours afin de compléter ce travail. 
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Discussion  

I. Recherche de bactéries lactiques productrices des bactériocines 

Des bactéries lactiques ont été isolées dans l’objectif de sélectionner des espèces 

productrices de bactériocines. Les isolements ont été effectués à partir de produits 

traditionnels marocains (Beurre, Jben, Lben et Smen) et de différents types de fromages 

affinés français. La production de bactériocines par différentes bactéries lactiques isolées à 

partir de produits laitiers fermentés d’origine marocaine a déjà fait l’objet d’un certain nombre 

de travaux. Ces derniers ont révélé l’existence de nombreuses souches douées d’une activité 

anti-microbienne importante appartenant notamment aux espèces L. lactis, E. faecium et E. 

faecalis (Benkerroum et al., 2000; Elotmani et al., 2002; Benkerroum et al., 2007). Toutefois, 

rares sont les bactériocines à avoir été purifiées et analysées (Khaoua et al., 1997; 

Achemchem et al., 2004; Achemchem et al., 2005; Achemchem, 2014). Par contre, bien des 

bactériocines ont été identifiées à partir de bactéries isolées de fromages de différentes 

origines géographiques (Daba et al., 1991; Ennahar et al., 1996; Herbin et al., 1997; Alvarado 

et al., 2005; Topisirovic et al., 2006; Malini & Savitha , 2012). 

Dans notre travail, des souches bactériocinogènes appartenant à sept espèces et quatre 

genres différents ont été identifiées : deux souches d’E. faecalis (SAL1, CAN1), deux souches 

d’E. faecium (E14, E16), deux souches d’E. durans (A4, T4), quatre souches de L. plantarum 

(B, C, LS3 et MJP1), une souche de L. paracasei (GRU3), cinq souches de P. acidilactici (P1, 

CAN2, OIF3, BAA2, SNF1) et une souche de C. maltaromaticum (CPN1). La présence de 

différentes espèces de bactéries lactiques dans les produits analysés était prévisible du fait de 

la variété de produits et d’origines géographiques.  

Les extraits de culture bactériens peuvent parfois contenir deux ou plusieurs 

substances antimicrobiennes recherchées (bactériocines), certaines souches étant des multi-

producteurs. Ces bactériocines peuvent avoir des spectres d’activité très différents, d’où 

l’importance du choix des souches indicatrices. En effet, la sensibilité de ces dernières doit 

permettre de détecter les bactériocines produites afin qu’aucune ne puisse être négligée au 

cours des différentes étapes de purification.  

Afin de choisir les meilleurs indicateurs, plusieurs souches ont été testées, incluant des 

espèces apparentées aux souches productrices et des espèces potentiellement pathogènes 

appartenant aux genres Staphylococcus, Salmonella, Listeria, Serratia ou encore Escherichia. 
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La sensibilité de ces dernières vis-à-vis des bactéries lactiques a été déjà décrite dans 

différents études (De Vuyst & Vandamme, 1994; Ammoret al., 2006; Cavicchioliet al., 2015).  

Les souches indicatrices retenues sont celles ayant montré la plus grande sensibilité. Par 

ailleurs, afin d’éviter les contraintes liées à la manipulation de souches pathogènes, celles-ci 

n’ont pas été retenues comme indicatrices.  

 

II. Purification et déterminations structurales des bactériocines  

 

Les différentes analyses ont permis l’identification de 10 bactériocines différentes 

produites à partir des 17 souches bactériennes. Il s’est avéré qu’une même bactériocine a pu 

être produite par différentes espèces bactériennes, que certaines souches étaient mono-

productrices alors que d’autres étaient multi-productrices.  

 

La maltaricine CPN  

 

Cette bactériocine est produite par la souche C. maltaromaticum CPN1 (Hammi et al., 

2016). Elle a une masse moléculaire de 4427,10 Da et une séquence peptidique de 44 acides 

aminés. La masse calculée à partir de la séquence peptidique, est de 4429,11 Da, soit 2 Da de 

plus par rapport à la masse expérimentale mesurée ce qui suggère la présence d’un pont 

disulfure entre les deux résidus de cystéine aux positions 9 et 14. La maltaricine CPN présente 

une partie N-terminale hydrophile et une partie C-terminale plus hydrophobe, ce qui est une 

caractéristique typique des bactériocines de la sous-classe IIa.  

La maltaricine CPN montre des ressemblances avec les séquences peptidiques de 

certaines bactériocines de la sous-classe IIa (tableau 35). En effet, la piscicocine CS526, 

bactériocine produite par C. piscicola CS526, a une masse moléculaire de 4430 Da et une 

séquence peptidique de 43 acides aminés (Yamazaki et al., 2005) montrant une grande 

similitude avec la maltaricine CPN. De même, d’autres bactériocines appartenant à cette 

même sous-classe IIa présentent des similitudes importantes avec la maltaricine CPN, 

notamment dans la partie N-terminale (tableau 35). Par ailleurs, parmi les bactériocines 

connues produites par C. maltaromaticum aucune ne concorde totalement avec la maltaricine 

CPN objet de ce travail (tableau 36). 
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Tableau 35. Alignement de la séquence d’acides aminés de la maltaricine CPN avec les séquences des bactériocines proches de la sous-classe IIa. Les encadrés indiquent les acides 

aminés polaires (vert) et apolaires (orange) hautement conservés. 

Bactériocine Séquence Référence  

Maltaricine CPN 

 

( Hammi et al., 2016) 

Piscicocine CS526 (Yamazaki et al., 2005) 

Listériocine 743A (Kalmokoff et al., 2001) 

Piscicoline 126/Piscicocine V1a (Bhugaloo-Vial et al., 1996) 

Entérocine HF (Arbulu et al., 2015) 

Avicine A (Birri et al., 2010) 

Mundticine  (Bennik et al., 1998) 

Mundticine KS/Enterocine CRL35 (Kawamoto et al., 2002) 

Mundticine L (Feng et al., 2009) 

Sakacine P (Tichaczek et al., 1994) 

Bavaricine A (Larsen et al., 1993) 

Coaguline (Le Marrec et al., 2000) 

Pédiocine PA-1 (Marugg et al., 1992) 
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Tableau 36. Masses moléculaires des différentes bactériocines produites par différentes souches de C. maltaromaticum. 

Bactériocine Souche productrice Masse (Da) Référence  

Maltaricine CPN C. maltaromaticum CPN1 4427,10 ( Hammi et al., 2016) 

Carnobactériocine BM1  

(piscicocine V1b) 

C .piscicola LV17B 4524,6 (Quadri et al., 1994) 

C. piscicola V1 4526 (Bhugaloo-Vial et al., 1996) 

C.maltaromaticum UAL307 4523,8 (Martin-Visscher et al., 2008) 

Carnobactériocine B2  C .piscicola LV17B 4969,9 (Quadri et al., 1994) 

C. maltaromaticum C2 5018,9 (Tulini et al., 2014) 

Piscicocine V1a C. piscicola V1 4416 (Bhugaloo-Vial et al., 1996) 

Piscicoline126 C. piscicola JG126 4416,6 6  (Jack et al., 1996) 

CarnocyclineA C. maltaromaticum UAL307 5880 (Martin-Visscher et al., 2008) 

Piscicocine CS526 C. maltaromaticum CS526 4430 (Yamazaki et al., 2005) 

Carnobactériocine B1 C. maltaromaticum C2 4524,7 (Tulini et al., 2014) 

Carnobactériocine X C. maltaromaticum C2 3602,1 (Tulini et al., 2014) 

Carnolysine (A1 et A2) C. maltaromaticum C2 4179,4 et 3052,1 (Tulini et al., 2014) 

 

La pédiocine PA-1  

 

C’est la bactériocine typique des bactériocines de la sous-classe IIa, elle fait partie des 

premières bactériocines caractérisées appartenant à cette sous-classe (Fimland et al., 1996; 

Ennahar et al., 2000). Il s’agit de l’une des bactériocines les plus étudiée depuis plus d’une 

vingtaine d’années, ainsi qu’en témoigne l’abondant travail scientifique s’y rapportant 

(Henderson et al., 1992; Chikindas et al., 1993; Ennahar et al., 1996; Hornet al., 1998 ; 

Rodriguez et al., 2002; Naghmouchi et al., 2008; Devi Sundru & Halami, 2011; Oppegård et 

al., 2015). La pédiocine PA-1 est un peptide cationique, amphiphile, constitué par 

l’enchaînement de 44 acides aminés, et ayant une masse moléculaire de 4621 Da (Henderson 

et al., 1992; Ennahar et al., 1996). Dans notre travail, la pédiocine PA-1 a été purifiée à partir 

de différentes espèces de bactéries lactiques. En effet, 14 souches sur les 17 étudiées 

produisent de la pédiocine PA-1, dont 5 entérocoques, 4 lactobacilles et 5 pédiocoques. 

Concernant ces deux derniers genres, nos résultats sont en accord avec les données de la 

littérature. En effet, nous avons identifié cette bactériocine chez P. acidilactici (CAN2, 

BAA2, OIF3, SNF1) tout comme Henderson et al. (1992), Elegadob et al. (1997) et Cintas et 

al. (1998) l’ont identifiée, respectivement chez P. acidilactici PAC-1.O, P. acidilactici M et P 

et acidilactici Z102. De même, nous l’avons mise en évidence chez L. plantarum B, C et LS3 

et chez L. paracasei GRU3, comme Ennahar et al. (1996) l’ont identifiée chez L. plantarum 

WHE92. A notre connaissance, la production de cette bactériocine n’avait été détectée jusqu’à 

présent que chez les pédiocoques et les lactobacilles.  
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 Nos résultats montrent, pour la première fois, la production de la pédiocine PA-1 chez des 

espèces appartenant au genre Enterococcus. En effet, nous avons pu la purifier à partir de trois 

espèces différentes d’entérocoques, E. faecium (E16 et E14), E. faecalis (SAL1) et E. durans (A4 

et T4). Or, les entérocoques sont essentiellement connus pour leurs productions de différentes 

classes d’entérocines (Aguilar-Galvez et al., 2012). 

Les entérocoques très répandus dans la nature, sont fréquemment rencontrés dans le 

tractus gastro-intestinal humain et animal. C’est l’un des groupes de bactéries lactiques les plus 

controversé en raison de leur association à diverses infections humaines et de leur résistance à une 

large variété d'antibiotiques (Inoue et al, 2006). Pourtant, ils sont connus pour leur implication 

depuis des siècles dans la transformation de nombreux produits alimentaires, particulièrement les 

produits fermentés (Hugas et al., 2003). En effet, en plus de l’amélioration des caractéristiques 

sensorielles et organoleptiques, ils contribuent à la maturation de certaines variétés de fromages, 

tels que les fromages traditionnels dans de nombreux pays méditerranéens (Foulquié Moreno et 

al., 2006). On les retrouve également dans d'autres aliments fermentés, comme les saucisses et les 

olives. 

Les entérocoques peuvent aussi être utilisés comme agents antimicrobiens grâce à la 

production des entérocines (Aguilar-Galvez et al., 2012). Nos résultats montrent que certaines 

souches d’entérocoques, peuvent produire en plus, de la pédiocine PA-1. Or, cette dernière est 

utilisée massivement comme bio-conservateur dans de nombreux aliments et ce depuis un certain 

nombre d’années (Ennahar et al., 1998a ; Woraprayote et al., 2013).  

Tous ces facteurs peuvent constituer un atout et renforcer l’utilisation de certaines souches 

d’entérocoques comme producteurs de la pédiocine PA-1 dans les produits fermentés, notamment 

les fromages. Toutefois, cette utilisation comme cultures starter ou cultures protectrices ne peut se 

faire qu’après une sélection minutieuse et des tests pour confirmer leurs innocuités (De Vuyst et 

al., 2003).  

La masse moléculaire de la pédiocine PA-1 purifiée, mesurée par l’ESI-Q-TOF, est de 

4621,32 Da, sauf dans le cas de la souche P. acidilactici P1 où la masse est de 4637,32 Da, soit 16 

Da de plus par rapport à la masse de la pédiocine PA-1. Ce phénomène a déjà été répertorié dans 

la littérature. En effet, certains travaux ont montré qu’au cours de leur conservation, certaines 

bactériocines, et notamment la pédiocine PA-1, subissaient une oxydation (Fimland et al., 1996; 

Johnsen et al., 2000; Rodriguez et al., 2002). Cette oxydation des atomes de soufre des résidus 

méthionine de la bactériocine et leur transformation en sulfoxyde (figure 40) est à l’origine de 

l’augmentation de la masse moléculaire de la pédiocine PA-1-ox de 16 Da. Elle induit également 



Chapitre 3 : Résultats et discussion 

 

105 

 

une augmentation de l’hydrophobicité de la molécule, responsable de la réduction de son activité 

spécifique d’un facteur d’environ 100 (Fimland et al., 1996).  

 

Figure 41. Oxydation des résidus méthionine dans une structure protéique. 

 

Les producteurs multiples 

 

Parmi les autres résultats marquants obtenus, la sélection de 7 producteurs multiples de 

bactériocines (deux ou plusieurs) appartenant à la même classe ou à des classes différentes 

(tableau 37) 

Tableau 37. Souches multi-productrices de bactériocines. 

Souche productrice              Bactériocine produite      Classification  

E. durans A4  Pédiocine PA-1 Classe IIa 

  Entérocine P Classe IIa 

E. durans T4  Pédiocine PA-1 Classe IIa 

  Entérocine A Classe IIa 

  Entérocine AS-48 Classe IIc 

E. faecalis CAN1  Entérocine 1071 Classe IIb 

  Entérocine AS-48 Classe IIc 

E. faecium E14  Pédiocine PA-1 Classe IIa 

  Entérocine A Classe IIa 

  Entérocine B Class II 

  Entérocine P Classe IIa 

L plantarum MJP1  Entérocine AS-48 Classe IIc 

  Plantaricine 423 Classe IIa 

L. paracasei GRU3  Pédiocine PA-1 Classe IIa 

  Entérocine AS-48 Classe IIc 

  BacSJ2-8 Class II 

  Entérocine B Class II 

 

Les entérocines A et P (tableau 37) n’ont pas pu être purifiées, leur présence a toutefois pu 

être établie grâce à l’amplification de leurs gènes de structure respectifs par PCR. Le fait que ces 

deux peptides n’aient pas pu être purifiés peut être lié à plusieurs facteurs, tels que des conditions 
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de productions défavorables, des conditions de purification inadaptées ou encore une possible 

dégradation. A titre d’exemple, l’influence de la température sur la production des bactériocines 

est un facteur déterminant. Chez la souche multi-productrice E. faecium L50, la production des 

entérocines P et Q a été détectée à une température maximale de 37 et 47 °C respectivement, 

tandis que les entérocines L50A et L50B, synthétisées par la même souche, ont nécessité une 

température allant de 16 à 25 °C (Cintas et al., 2000). Une autre souche, E. faecium, NKR-5-3, a 

montré une production multiple d’enterocines (NKR-5-3A, B, C et D) dépendante de la 

température (Perez et al., 2012). L’entérocine NKR-5-3B est produite dans une gamme de 

températures d’incubation plus large (20 à 30°C) que celle des entérocines NKR-5-3A, C et D 

(25°C). Néanmoins, plusieurs autres souches d’E. faecium multi-productrices synthétisent leurs 

bactériocines dans les mêmes conditions expérimentales. Ainsi, la souche E. faecium TI36 produit 

deux entérocines A et B, dont l’activité est synergique, à la même température 30°C (Casaus et al., 

1997). De même, la souche E. faecium IT62 produit trois entérocines différentes L50A, L50B et 

IT à une température de 37°C (Izquierdo et al., 2008a).  

Les autres bactériocines provenant de producteurs multiples ont été purifiées, analysées et 

identifiées (tableau 37). Quatre espèces différentes (L. paracasei GRU3, L. plantarum MJP1, E. 

faecalis CAN1 et E. faecalis SAL1) produisent l’entérocine AS-48. Les masses moléculaires 

mesurées pour chacun des peptides purifiés sont respectivement de 7147,06 ; 7145,09 ; 7148,06 et 

7148,06 Da. Ces masses sont proches de celles répertoriées dans la littérature et correspondent à la 

masse de l’entérocine AS-48 produite par E. faecalis ssp. liquefaciens S-48, qui sont de 7,150.17 

Da (Samyn et al., 1994) et de 7149.42 Da (Montalban-Lopez et al., 2008). Afin de vérifier ce 

résultat, la présence des déterminants génétiques impliqués dans la production de l’entérocine AS-

48 a été confirmée par PCR.  

L. plantarum est l’une des espèces de bactéries lactiques les plus répandues dans la nature, 

elle est souvent impliquée dans les fermentations alimentaires, notamment végétales (Verellen et 

al., 1998). La souche L. plantarum MJP1 produit en plus de l’entérocine AS-48, la plantaricine 

423 (Tableau 37). Cette dernière a une séquence peptidique de 37 acides aminés, déterminée par 

dégradation d’Edman, identique à celle purifiée à partir de L. plantarum 423, isolée à partir de la 

bière de sorgho (Van Reenen et al., 1998; Van Reenenet al., 2002). La production multiple de 

bactériocines par le genre Lactobacillus a déjà été rapportée dans la littérature. A titre d’exemple, 

la souche L. plantarum LPCO10 isolée à partir d’olives vertes fermentées a révélé une activité 

inhibitrice vis-à-vis de plusieurs bactéries Gram positif due à la production combinée de deux 

plantaricines S et T (Jiménez-Dfazet al., 1993).  
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Une autre souche, L. paracasei GRU3, a quant à elle montré une combinaison intéresante 

de 4 bactériocines appartenant à différentes classes (tableau 37), dont une ayant une masse de 

5369,57 Da et une séquence peptidique de 50 acides aminés identique à celle de la bacSJ2–8 

produite par la souche L. paracasei ssp. paracasei BGSJ2-8 (Kojic et al., 2010).  

 

III.  Etude de l’activité des bactériocines purifiées 

 

1. Spectre d’activité  

 

L’activité antimicrobienne des bactériocines purifiées a été testée par la méthode des spots. 

En présence de deux bactériocines de la sous-classe IIa : la pédiocine PA-1 et la plantaricine 423, 

plusieurs souches cibles pathogènes à Gram positif se sont montrées très sensibles. C’est le cas 

notamment de différentes espèces de Listeria dont la croissance a été inhibée par les deux 

bactériocines. Cette forte activité anti-Listeria est probablement liée à la présence, au niveau de 

l’extrémité N-terminale des séquences peptidiques du motif YGNGV. La présence de ce motif 

étant spécifique des bactériocines de la sous-classe IIa (Horn et al., 1998 ; Ennahar et al., 2000 ; 

Rodriguez et al., 2002). D’autres bactéries à Gram positif pathogènes (Bacillus et Staphylococcus) 

et non pathogènes (Enterococcus, Lactobacillus et Pediococcus) ont montré également une 

sensibilité vis à vis de ces bactériocines.  

En ce qui concerne les bactéries à Gram négatif, seules deux bactériocines (la pédiocine 

PA-1 et la bacSJ2-8) ont montré une certaine activité contre les souches testées : E. coli ATCC 

25922 et S. marcescens LC 448. En effet, l’activité inhibitrice contre des bactéries à Gram négatif 

est un phénomène inhabituel et n'a jusqu'à présent été signalé que pour peu de bactériocines, à titre 

d’exemple : la thermophylin 81, produite par S. thermophylus et la plantaricine 35D produite par 

L. plantarum (Albano et al., 2007). D’après ces auteurs, ce sont la structure et la composition de la 

membrane externe des bactéries à Gram négatif qui ne permet pas l'accès de certaines 

bactériocines, dont la pédiocine PA-1, à la membrane plasmqiue. En effet, il a été rapporté que 

cette résistance des bactéries à Gram négatif est probablement due à la richesse de leur membrane 

externe en LPS. Ces derniers empêcheraient les bactériocines d’accéder au lipide II site de fixation 

des bactériocines (Chatterjee et al., 2005). 

Pour l’entérocine AS-48, le spectre d’activité s’étend à la globalité des souches cibles 

testées à Gram positif potentiellement pathogènes (Bacillus, Listeria et Staphylococcus) et non 

pathogènes (Enterococcus, Lactobacillus et Pediococcus), ainsi que des souches à Gram négatif 

pathogènes (E. coli et Serratia). L’entérocine AS-48 est ainsi caractérisée par un large spectre 

d’activité, comme cela a été rapporté précédemment (Galvez et al., 1986; Montalbán-López et al., 
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2008). Elle est également caractérisée par une activité relativement intense et une grande stabilité, 

ce qui est attribué à sa structure circulaire (Montalbán-López et al., 2012). Ces caractéristiques 

font de l’entérocine AS-48 l’un des meilleurs candidats pour les utilisations dans la conservation 

des aliments (Abriouel et al., 2003).  

Concernant l’entérocine 1071 (constituée de deux peptides 1071A et 1071B), nos résultats 

montrent que quelque soit la souche indicatrice utilisée (pathogène ou non), l’activité obtenue est 

plus importante lorsque les deux peptides sont combinés que lorsqu’ils sont utilisés 

individuellement. Cette action synergique entre les deux composants de l’entérocine 1071 a déjà 

été évoquée dans la littérature (Maldonado-Barragánet al., 2009 ; Drider et al., 2011). 

 

2. Mode d’action  
 

La viabilité des bactéries cibles exposées aux bactériocines a été évaluée par le Kit 

LIVE/DEAD Back Light (Molecular Probes, Leiden, Pays-Bas). Le rapport de fluorescence 

verte/rouge permet de déduire l’état d’altération des cellules et donc leur viabilité, puisque plus la 

membrane cellulaire est altérée, plus l’iodure de propidium peut pénétrer et plus le rapport 

diminue. Nos résultats montrent que les souches testées sensibles par la méthode des spots à 

l’entérocine AS-48, le sont également en milieu liquide. Le rapport de fluorescence (verte/rouge) 

baissant progressivement au cours du temps, signifie une pénétration du IP et donc une altération 

«progressive» des membranes cellulaires. L’action positive de l’entérocine AS-48 sur les cellules 

cibles testées semble donc liée à une détérioration de leurs membranes cellulaires. Le même test 

réalisé en présence de la pédiocine PA-1 et de l’entérocine 1071, montre une baisse du rapport de 

fluorescence pour toutes les souches testées et notamment des souches testées résistantes par la 

méthode des spots. Bien que celle- ci soit la méthode la plus utilisée pour détecter l’activité 

inhibitrice des bactériocines, il semblerait que la sensibilité des cellules bactériennes en milieu 

liquide, soit plus élevée. On peut donc suggérer, comme pour l’entérocine AS-48, que la 

destruction des cellules indicatrices par la pédiocine PA-1 et l’entérocine 1071 est due à 

l’altération de leurs membranes cellulaires. 

En réalisant le même test (Kit LIVE/DEAD), en présence de la plantaricine 423 et la de 

bacSJ8-2, certaines souches cibles testées, sensibles par la méthode des spots (L. 

monocytogenes LC40, S. aureus ATCC 6538 et B. cereus CIP 78.3), se sont révélées résistantes à 

ces deux bactériocines en milieu liquide. Leur viabilité semble indiquer l’absence d’altération de 

leurs membranes cellulaires. Ceci laisse supposer que ces deux bactériocines agissent selon 

d’autres modes d’action. Il peut s’agir notamment d’une perturbation du fonctionnement de la 
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cellule (Koo et al., 2001) telle qu’une inhibition de la biosynthèse de la paroi bactérienne (Brotzet 

al., 1998), une inhibition de la synthèse des acides nucléiques (Patrzykat et al., 2002), une 

inhibition de la synthèse protéique ou encore une inhibition de certaines fonctions enzymatiques 

(Brogden 2005). Un résultat similaire a été décrit en utilisant le même test pour la thurincine H 

(Wang et al., 2014). Les auteurs ont observé une réduction de 99,99% de la population 

bactérienne, mais sans aucun effet sur la bactérie cible en milieu liquide. Ils ont en conclu que le 

mode d’action de la thurincine H ne dépendait pas de la rupture de la membrane cellulaire. 

Ainsi, l’étude de l’activité inhibitrice de des bactériocines isolées a montré une activité vis-

à-vis de plusieurs espèces potentiellement pathogènes à Gram positif (Listeria, Staphylococcus et 

Bacillus) et certaines espèces à Gram négatif (Escherichia et Serratia), en plus de leur activité vis-

à-vis des bactéries lactiques (caractéristique commune à toutes les bactériocines des bactéries 

lactiques). 

Parmi les spectres d’activité établis (tableau 29), d’importantes différences ont été 

observées. L’entérocine AS-48 cyclique (classe II) est celle dont l’activité est la plus forte et le 

spectre le plus large. Les autres bactériocines de classe II (pédiocine PA-1, plantaricine, BacSJ2-8 

et entérocine B) présentent des spectres d’activité relativement larges et différents les uns des 

autres. Toutes ces bactériocines ne présentent pas de similitudes particulières dans leurs structures, 

ce qui est probablement à l’origine de leurs différents spectres d’activité. Concernant les deux 

peptides (1071A et 1071B) de l’entérocine 1071 leur action synergique, établie auparavant (Balla 

et al., 2000 ; Maldonado-Barragánet al., 2009 ; Mary et al., 2011), a été confirmée. Par ailleurs, 

alors que le spectre d’activité de l’entérocine 1071 a été déjà décrit (Balla et al., 2000). Nous 

avons à notre connaissance établie pour la premiére fois les spectres d’activité des peptides 

individuels. Ces derniers sont relativement étroits et très différents. Il en est de même en ce qui 

concerne l’intensité de l’activité antimicrobienne des deux peptides qui est également très 

différente. Les différences de structure assez marquées entre les deux peptides sont à l’origine de 

leurs activités complémentaires et expliquer leur effet synergique.  

Il apparait ainsi que la production d’une bactériocine donnée, comme c’est le cas de la 

pédiocine PA-1, ne dépend ni de l’espèce, ni de son origine, ni de sa répartition géographique. De 

même, une même souche bactérienne (Ex: L. paracasei GRU3) peut produire de multiples 

bactériocines avec des propriétés et des activités très différentes. La production multiple de 

bactériocines ne peut que renforcer l’utilisation des souches productrices dans la bio-conservation 

et dans la lutte contre les germes indésirables. Il est en effet  logiquement suggéré que la 

production multiple de bactériocines aide la souche productrice à la lutte contre le problème de la 

résistance de certaines souches cibles (Cintas et al., 2000). Par ailleurs, le fait que les modes 
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d’actions des bactériocines soient différents, est important pour la complémentarité des effets 

antimicrobiens et l’élargissement de spectres d’activité et par conséquent pour l’augmentation de 

l'efficacité de l'inhibition (Perez et al., 2012). 
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Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des siècles pour la production de 

nombreux aliments fermentés. Grâce à leurs propriétés fermentaires, ainsi qu’à leur capacité 

de survivre et de se développer dans diverses conditions environnementales, elles prolongent 

la durée de conservation des produits. En outre, les peptides antimicrobiens « bactériocines », 

produits par ces bactéries et doués d’activités inhibitrices dirigées notamment contre plusieurs 

pathogènes des aliments renforcent cette propriété de bio-conservation. Ces 

bactériocines permettent en effet de lutter efficacement contre les différentes bactéries 

indésirables, pathogènes, d’altération ou résistantes aux antibiotiques. A ce jour, vu la rigidité 

des lois réglementant la mise sur le marché d’une substance destinée à l’alimentation 

humaine, seule la nisine est autorisée comme conservateur alimentaire. Néanmoins, 

l’utilisation de souches productrices de bactériocines, notamment les bactéries lactiques, qui 

jouissent du statut GRAS, est très prometteuse. 

Les bactériocines se distinguent des antibiotiques par leur production ribosomique et 

leurs spectres relativement étroits. Elles possèdent des propriétés qui les placent comme 

substances sans danger pour l’homme de par leur sensibilité aux protéases du tube digestif et 

l’absence de toxicité. La résistance aux traitements thermiques et aux variations de pH (pour 

quelques-unes), l’activité bactéricide et l’absence de résistance croisée avec les antibiotiques 

font des bactériocines des candidats potentiels pour des applications alimentaires. 

Dans ce travail nous nous sommes fixés comme objectifs de purifier et d’identifier les 

bactériocines produites par des bactéries lactiques isolées à partir d’échantillons d’aliments de 

différentes zones géographiques (produits fermentés traditionnels marocains et fromage 

français à base de lait cru). Pour cela, 17 bactéries productrices sont sélectionnées et 

identifiées soit par séquençage du gène de l’ARN 16S, soit par spectrométrie de masse. Il 

s’agit de sept espèces différentes: E. faecalis, E. faecium, E. durans, L. plantarum, L. 

paracasei, P. acidilactici et C. maltaromaticum.  

Le protocole de purification des bactériocines utilisé dans ce travail est basé sur 

différentes techniques chromatographiques: chromatographie flash en phase inverse, 

chromatographie échangeuse de cations et HPLC en phase inverse sur colonne semi-

préparative C8 suivie d’une colonne analytique C18.  

Une fois purifiées, les bactériocines sont identifiées d’abord par mesure de leurs 

masses par spectrométrie de masse ESI-TOF et ensuite par caractérisation de leurs structures, 

soit par une approche de type protéomique (digestion trypsique, Nano LC-MS/MS et 
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recherche dans les bases de données protéomiques), soit par séquençage d’Edman, soit par 

une combinaison des deux approches. Les dix-sept souches bactériennes d’origines très 

diverses (produits laitiers et non laitiers collectés au Maroc et en France) sont productrices 

soit d’une bactériocine (mono-productrice) soit de plusieurs bactériocines (multi-productrices) 

(tableau 38).  

Ce travail nous a permis de purifier et d’identifier une nouvelle bactériocine, d’une 

masse de 4427,10 Da (maltaricine CPN). Celle-ci appartient à la classe IIa et est produite par 

la souche C. maltaromaticum CPN isolée d’un fromage de type Camembert à base de lait cru. 

Par ailleurs, quatorze souches bactériennes appartenant à différentes espèces (E. durans, E. 

faecium, E. faecalis, L. plantarum, L. paracasei et P. acidilactici) produisent le même peptide 

de 4621,20 Da dont la séquence de 44 acides aminés est identique à celle de la pédiocine PA-

1. Parmi ces 14 souches, 5 appartiennent à trois espèces d’entérocoques (E. durans, E. 

faecium et E. faecalis) identifiées pour la première fois comme producteurs de la pédiocine 

PA-1 (tableau 38). Or, les entérocoques sont essentiellement connus pour leur production de 

différentes classes d’entérocines. Etant donné le potentiel de biopréservation démontré de la 

pédiocine PA-1, les entérocoques pourraient représenter une alternative viable et efficace pour 

produire de la pédiocine PA-1 dans les aliments fermentés en particulier certains types de 

fromage. Par ailleurs, cinq souches parmi les 14 productrices de pédiocine (E. faecium E14, E. 

faecalis SAL1, E. durans A4, E. durans T4 et L. paracasei GRU3) produisent en plus 

d’autres bactériocines telles que la Bac SJ2-8 et les entérocines A, AS-48, B et P (tableau 38).  

La mise en évidence de souches multi- productrices de bactériocines appartenant à la 

même classe ou à des classes différentes est très intéressante en vue d’une application dans les 

produits alimentaires. En effet, les bactériocines de classes différentes n’ont pas forcément le 

même mode d’action, et donc leur combinaison permet de réduire les risques de 

développement de résistance parmi les bactéries cibles.  

L’activité des bactériocines purifiées testée sur milieu solide et en milieu liquide 

montre des spectres d’activité plus ou moins larges incluant, pour certains peptides, des 

bactéries pathogènes à Gram positif telles que S. aureus, B. cereus et L. monocytogenes et 

même à Gram négatif telles que S. marcescens et E. coli.  

 Des essais d’application de deux souches productrices de bactériocines, L. plantarum 

B (productrice de pédiocine PA-1) et L. paracasei GRU3 (productrice de la pédiocine PA-1, 

de l’entérocine AS-48, de l’entérocine B et de la BacSJ2-8) dans du lait fermenté (Lben) en 
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vue de lutter contre L. monocytogenes sont en cours. Les résultats préliminaires, relativement 

encourageants ouvrent la voie vers l’optimisation des protocoles, l’étude de la reproductibilité 

et les essais avec d’autres matrices alimentaires.  

Parmi les perspectives donnant suite directe à nos travaux :  

 

- La purification et la caractérisation structurale des bactériocines dont la présence a été 

détectée uniquement par la recherche par PCR des gènes codant correspondants ;   

- L’étude de l’activité antimicrobienne de l’ensemble des bactériocines identifiées 

contre un panel plus large de bactéries cibles ; 

- L’étude de la relation structure-fonction pour certaines des bactériocines purifiées dont 

le mode d’action n’est pas clairement établi; 

- L’exploitation des activités antimicrobiennes dans différentes matrices alimentaires en 

vue de lutter contre les pathogènes et notamment L. monocytogenes.  

- Le développement de levains lactiques spécifiques contenant des combinaisons de 

souches dotées de pouvoirs antimicrobiens pour d’éventuelles applications dans des 

modèles des produits fermentés traditionnels. 
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Tableau 38. Tableau récapitulatif des différentes souches productrices, des bactériocines purifiées et des séquences peptidiques correspondantes. 

Bactériocine 

purifiée  

Masse 

(Da) 

Séquence peptidique Technique 

d’identification 

Souche productrice Référence Origine  

Maltaricin CPN 4427,10 KYYGNGLSCNKKGCTVDWGTAIGIIGN-

NAAANWATGGAAGWNKG 

Dégradation d’Edman 

 

C. maltaromaticum  CPN1 Fromage Camembert Petit Normand 

BacSJ2-8 5369,57 YSYFGGSNGYSWRDKRGHWHYTVTK-

GGFETVIGIIGDGWGSAGAPGPGQH 

Nano LC-MS/MS L. paracasei  GRU3 Fromage Gruyère Bio AOP 

Plantaricine 423   3928,74 KYYGNGVTCGKHSCSVNWGQAFSCSV-

SHLANFGHGKC 

Nano LC-MS/MS L. plantarum  MJP1 Fromage Morbier 

 

Entérocine 1071A 4285,2 ESVFSKIGNAVGPAAYWILKGLGNMSD-

VNQADRINRKKH 

Dégradation d’Edman E. faecalis  CAN1 fromage Cantal AOP 

Entérocine 1071B 3896,12 GPGKWLPWLQPAYDFVTGLAKGIGKE-

GNKNKWKNV 

Séquençage des 

déterminants génétiques 

Entérocine A 4828  TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAK-

ATTCIAGMSIGGFLGGAIPGKC 

Séquençage des 

déterminants génétiques 

E. durans  T4 Lben 

E. faecium  E14 Fromage Reblochon Fruitier 

Entérocine B 5459,68 ENDHRMPNELNRPNNLSKGGACGAAI-

AGGLFGIPKGPLAWAAGLANVYSKCN 

Séquençage des 

déterminants génétiques 

E. faecium  E14 Fromage Reblochon Fruitier 

5461,97 L. paracasei  GRU3 Fromage Gruyère Bio AOP 

Entérocine P 4648,91  

 

ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKE-

NIAGIVISGWASGLAGMGH 

Séquençage des 

déterminants génétiques 

E. durans  A4 Poivron fermenté 

E. durans  T4 Lben 

E. faecium  E14 Fromage Reblochon Fruitier 

Etérocine AS-48 7147,06 MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVT-

TIVSILTAVGSGGLSLLAAAGRESIKA- 

YLKKEIKKKGKRAVIAW 

Séquençage des 

déterminants génétiques  

L. paracasei  GRU3 Fomage Gruyère Bio AOP 

7145,09 L. plantarum  MJP1 Fromage Morbier 

7148,06 E. faecalis  

 

CAN1 Fromage Cantal AOP 

7148,06 E. faecalis  SAL1 Fromage Salers AOP 

Pédiocine PA-1 

 

 

4621,20 

 

 

KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCII-

NNGAMAWATGGHQGNHKC 

Nano LC-MS/MS  E. durans  A4 Lben 

E. durans  T4 Lben 

E. faecium  E16 Fromage Camembert 

E. faecalis  SAL1 Fromage Salers AOP 
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-  

 

 

 

 

 

 

Pédiocine PA-1-ox 

 

 

 

 

 

 

4637,32 

E. faecium  E14 Fromage Reblochon Fruitier 

L. plantarum  B Beurre 

L. plantarum  C Smen 

L. plantarum  LS3 Lben 

L. paracasei  GRU3 Fromage Gruyère Bio AOP 

P. acidilactici  BAA2 Fromage Brie de Meaux 

P. acidilactici  CAN2 Fromage Cantal AOP 

P. acidilactici  OIF3 Ossau Iraty 

P. acidilactici  SNF1 Fromage Saint Nectaire 

P. acidilactici  P1 Fromage Reblochon de Savoie Pochat 
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Résumé  

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens produits par des bactéries naturellement immunisées contre 

leurs propres bactériocines. Ce travail a permis l’identification de nombreuses souches de bactéries lactiques 

productrices de peptides antimicrobiens. Ces derniers ont été extraits et purifiés par différentes techniques 

chromatographiques, puis identifiés et caractérisés par la mesure de leurs masses et par l’analyse de leurs 

structures (approche protéomique et séquençage d’Edman). Parmi les résultats obtenus, il y a :  

- la mise en évidence d’une nouvelle bactériocine (maltaricin CPN), appartenant à la classe IIa, isolée et 

identifiée chez Carnobacterium  maltaromaticum ; 

- l’identification de trois nouvelles espèces productrices de pédiocine PA-1 ; 

- l’isolement de souches productrices de bactériocines multiples (appartenant à différentes classes) ; 

- la mise en évidence pour certaines bactériocines d’une forte activité antimicrobienne in vitro (spectres 

d’activité incluant des pathogènes). 

Les travaux se poursuivent avec l’application de deux souches productrices de bactériocines  dans du lait 

fermenté (Lben) en vue de lutter contre L. monocytogenes. 

 

Abstract 

Bacteriocins are antimicrobial peptides produced by bacteria naturally immunized against their own 

bacteriocins. This work has allowed the identification of several strains of lactic bacteria which produce 

antimicrobial peptides. These have been purified using different chromatographic techniques. Then, they have 

been identified and characterized by the measurement of their mass and by the analysis of their structure 

(proteomic approach/ Edman sequencing). Among the obtained results, there was: 

- the discovery of a new bacteriocin (maltaricin CPN) produced by C. maltaromaticum and belonging to the 

class IIa ; 

- the identification of three new pediocin PA-1 producing species; 

- the isolation of bacterial strains wich produce multiple bacteriocins belonging to several classes ; 

- the in vitro determination of a strong antimicrobial activity(affecting pathogens) with some bacteriocins. 

This work is still underway with the application of two bacteriocin producing strains in fermented milk (Lben) 

in order to tackle L. monocytogenes. 
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