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Au cours du 20ème siècle, la découverte de la pénicilline et le développement de tous les 

autres antibiotiques a constitué un progrès majeur dans l’histoire de la médecine. Leur efficacité 

dans le traitement des maladies infectieuses a permis de faire chuter le taux de mortalité causé 

par ces dernières. Cependant, cette "victoire" contre des maladies, le plus souvent mortelles, 

n’a pas duré longtemps en raison de l’utilisation abusive et excessive des antibiotiques. Ceci a 

inévitablement conduit à l’émergence du phénomène d’antibio-résistance, qui atteint désormais 

des niveaux dangereusement élevés dans toutes les régions du monde. Ainsi, pour un nombre 

croissant d’infections, comme la pneumonie, la tuberculose, la septicémie et la gonorrhée, le 

traitement devient plus difficile, voire impossible parfois, du fait de la perte d’efficacité des 

antibiotiques (OMS, 2016). Dans les pays où ces derniers sont très souvent délivrés sans 

ordonnance, le problème de l’apparition et de la propagation de la résistance des bactéries est 

encore plus grave avec une augmentation du nombre d’infections à un rythme alarmant. 

Face à l’ampleur de ce problème, plusieurs plans d’actions sont menés. D’une part, il y a 

des actions de prévention et de sensibilisation aussi bien au niveau individuel que collectif 

(citoyens, responsables politiques, professionnels de santé…). D’autre part, il y a la recherche 

de nouveaux composés antimicrobiens afin d’identifier des moyens alternatifs de combattre les 

infections et/ou de réduire la résistance bactérienne. Parmi ces composés, on trouve entre autres 

ceux secrétés par les bactéries lactiques et nommés « bactériocines ».  

Les bactéries lactiques forment un groupe de bactéries bénéfiques pour l’homme. Ce sont 

des microorganismes ubiquitaires susceptibles d'être retrouvés dans tous types d'habitats.  Le 

point commun qui caractérise ce groupe est la production d’acide lactique qui leur permet d’être 

utilisées depuis très longtemps dans la fermentation des produits alimentaires. Sur le plan 

hygiénique, elles freinent le développement des bactéries pathogènes responsable de la 

détérioration de l’aliment (Benkerroum et Tamime 2004), améliorant ainsi sa conservation, par 

l’abaissement du pH (Piard & Desmazeaud, 1991; Dortu & Thonart, 2009 ; Moraes et al., 2010). 

Cette bio-conservation des aliments est une conservation naturelle qui permet de préserver les 

qualités organoleptiques et nutritionnelles de l’aliment, sans recours aux conservateurs 

chimiques (Gálvez et al., 2007; Settanni & Corsetti, 2008). Dans le domaine de la santé 

humaine, l’intérêt des bactéries lactiques a été suggéré en 1907 par le Russe Metchnikoff qui 

a montré que certaines souches de Lactobacillus pouvaient réduire la putréfaction intestinale en 

améliorant les propriétés de sa propre flore. Par ailleurs, certaines bactéries lactiques 

spécifiques sont utilisées comme probiotiques, leurs bienfaits sur la santé humaine ont été 

démontrés par de nombreuses études ces dernières décennies. L’une des propriétés majeures 
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d’intérêt des bactéries lactiques dans le domaine alimentaire et médical est liée à leur capacité 

à synthétiser des molécules à action bactéricide et/ou bactériostatique (Brul et Coote, 1999), 

comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde de carbone et les 

bactériocines (De Vuyst et Vandamme 1994). 

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens qui permettent l’inhibition de la 

croissance d’espèces proches de la souche productrice et parfois d’espèces plus éloignées. Il 

existe différentes classes de bactériocines qui diffèrent notamment par leur taille, leur mode 

d’action et leur cible microbienne. Ces substances antimicrobiennes ont la capacité de cibler 

sélectivement les bactéries pathogènes ou altérantes, sans pour autant inhiber les bactéries 

indispensables (Tagg et al., 1976). Elles présentent également une grande tolérance aux 

variations de pH et aux traitements thermiques.  Actuellement, seule la nisine est autorisée dans 

une utilisation commerciale, mais uniquement en industrie alimentaire. Cependant, depuis 

quelques années le potentiel thérapeutique des bactériocines dans la médecine humaine et 

vétérinaire a été démontré. Ainsi, certaines études ont montré un effet positif des bactériocines 

dans le traitement de certaines maladies de la peau (Bonelli et al., 2006), de la carie dentaire 

(Jett et al., 1990) ou encore de certaines infections de la gorge (Tagg et al., 2004). 

L’intérêt des bactériocines réside dans le fait qu’elles possèdent un mécanisme d’action 

différent de celui des antibiotiques conventionnels. En effet, ces derniers sont pour la plupart 

des molécules naturelles, de différentes natures chimiques, synthétisées essentiellement par des 

champignons, alors que les bactériocines sont des peptides produits par les bactéries. 

Théoriquement, les bactéries résistantes aux antibiotiques ne devraient pas être résistantes aux 

bactériocines puisque les deux groupes de molécules n’ont pas le même mécanisme d’action 

(Mathieu, 2013). En effet, les antibiotiques ont des mécanismes d’actions variables en fonction 

de leurs origines diverses. Certains inhibent la synthèse de la paroi bactérienne ou perturbent le 

fonctionnement de la membrane cellulaire, d’autres inhibent la synthèse des acides nucléiques 

ou encore la synthèse protéique (Sass et al., 2008). Quant aux bactériocines, la majorité des 

travaux indiquent que leur siège d’activité est la membrane cellulaire, où leur action se traduit 

par la formation de pores et par un déséquilibre de la perméabilité membranaire, d’où la perte 

de la Force Proton Motrice (FPM) (Braun et al., 1994 ; Montville et Chen, 1998; Ennahar  et 

al., 2000). Or, cette FPM joue un rôle central dans la synthèse de l'ATP, le transport actif et la 

mobilité bactérienne. Il en résulte un arrêt rapide de l’activité cellulaire et donc la mort de la 

cellule cible. Ce mécanisme d’action différent permettrait ainsi, aux bactériocines de déjouer 

les mécanismes de résistance développés par les bactéries vis-à-vis des antibiotiques et d’être 
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de bons candidats pour remplacer et/ou potentialiser l’activité des antibiotiques impliqués dans 

le traitement des infections (Dicks et al., 2011). 

Ainsi, afin de contrer le problème de l’antibio-résistance, la recherche de nouvelles 

approches permettant l’émergence de traitements nouveaux et efficaces est devenue une priorité 

majeure. L’exploration de la biodiversité microbienne et la mise au point de nouvelles méthodes 

de détection et d’optimisation du potentiel antimicrobien de souches bactériennes, notamment 

des bactéries lactiques, constitue l’une des voies de recherche possibles. 

Dans ce travail, nous avons procédé, dans un premier temps, au criblage d’un grand 

nombre de souches de bactéries lactiques, issues de différents biotopes naturels, ayant la 

capacité de produire des bactériocines. Par la suite, nous avons caractérisé ces métabolites et 

mis en évidence leur activité antimicrobienne vis-à-vis des souches pathogènes. 

Cette thèse, avait donc pour objectifs : 

➢ L’isolement de bactéries lactiques dotées d’activité antibactérienne à partir de 

différents biotopes marocains ;  

➢ L’identification et la caractérisation de nouvelles bactériocines issues de 

bactéries lactiques sélectionnées ; 

➢ Le criblage de bactéries pathogènes multi-résistantes aux antibiotiques issues 

de liquides biologiques humains ;  

➢ L’étude de l’activité des bactériocines purifiées, seules ou en combinaison avec 

des antibiotiques vis-à-vis de bactéries multi-résistantes sélectionnées. 
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I. Les antibiotiques 

1. Définition 

Les antibiotiques sont des molécules chimiques à effet antimicrobien. Ils sont élaborés 

par une large gamme de micro-organismes fongiques et bactériens ou à partir de produits de 

synthèse. Par ailleurs, plusieurs antibiotiques naturels ont été structuralement modifiés en 

laboratoire afin d’améliorer certaines de leurs propriétés physicochimiques ou biologiques, il 

s’agit des antibiotiques semi-synthétiques (Madigan et Martinko, 2007). 

2. Découverte 

La découverte des antibiotiques est attribuée officiellement à Sir Alexander Fleming, 

qui a découvert la pénicilline « premier antibiotique » en 1928, par hasard, chez le champignon 

Penicillium notatum. Or, leur histoire remonte à un passé plus lointain. En effet, les premiers à 

avoir étudié les effets de certaines moisissures ainsi que les phénomènes de compétition entre 

les micro-organismes, ont été Louis Pasteur en collaboration avec le physicien Jules Joubert. 

Ils ont observé que la croissance d’une colonie de bacilles dans un bouillon à base d'urine stérile 

avait été inhibée par l’ajout de certains microorganismes aérobies. En 1877, Pasteur et Joubert 

ont observé que les cultures du bacille du charbon (Bacillus anthracis) ont été inhibées 

lorsqu’elles ont été contaminées par des moisissures. Ensuite, en 1897, Ernest 

Duchesne (médecin français) a présenté une thèse de doctorat intitulée "Contribution à l’étude 

de la concurrence vitale chez les micro-organismes : antagonisme entre les moisissures et les 

microbes" ; où il a démontré l'interaction entre la bactérie Escherichia coli et la 

moisissure Penicillium glaucum. Enfin, il a fallu attendre près de trente ans pour que ces 

propriétés soient redécouvertes par hasard en 1928 par Sir Alexander Fleming (Papp Desiderio, 

1954). Il s'aperçut que certaines de ses cultures bactériennes (colonies de staphylocoques) 

avaient été contaminées par un champignon microscopique, Penicillium notatum. Ce qui a attiré 

l'attention de Fleming était le changement imprévu provoqué par le champignon ; apparition de 

zones claires dans les colonies de staphylocoques. Ceci a orienté Fleming vers l’émission d’une 

hypothèse qu'une substance sécrétée par le champignon était responsable de ce phénomène et 

lui donna le nom de pénicilline. Il venait de découvrir le premier des antibiotiques (Papp 

Desiderio, 1954). Mais c’est seulement en 1939 que Howard Walter FLOREY, pathologiste 

britannique, et Ernst Boris CHAIN, biochimiste et pathologiste, ont réussi à isoler le principe 

actif, la pénicilline. En 1945, les trois chercheurs (Fleming, Florey et Chain) obtinrent le prix 
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Nobel de médecine pour leurs contributions à la mise au point du traitement antibiotique par la 

pénicilline (Chain et al., 1940). 

3. Classification /mécanismes de résistance 

La classification des antibiotiques peut se faire selon l’origine du microorganisme 

producteur, selon le mode d’action (paroi, membrane cytoplasmique, synthèse des protéines, 

synthèse des acides nucléiques), selon le spectre d’activité (étroit ou large) ou bien selon la 

nature chimique qui est très variable (Talbert, et al., 2009).  

Nous adopterons dans ce travail la classification - en fonction de la structure chimique- 

selon laquelle les antibiotiques se répartissent en cinq grandes familles : 

a. β-lactamines 

Les bêta-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en 

antibiothérapie. Elles possèdent toutes un noyau azétidine nitré à quatre sommets qui 

correspond à la partie efficace de la molécule. Ces antibiotiques agissent de l'extérieur de la 

cellule bactérienne, en se fixant sur les protéines membranaires de la cellule cible. Dans un 

premier temps, les lactames doivent franchir la paroi bactérienne, pour aller se fixer sur des 

protéines cibles de la membrane plasmique appelées PLP : protéines liant les pénicillines. Ces 

dernières sont en fait des enzymes, transpeptidases, transglycosylases et carboxypeptidases, 

impliquées dans la synthèse du peptidoglycane. La fixation des bêta-lactamines sur les PLP 

inhibe le fonctionnement enzymatique bloquant ainsi la synthèse du peptidoglycane (Laurent 

,2009 ; Archambaud, 2009). 

b. Glycopeptides 

Tout comme les bêta-lactamines, les antibiotiques de cette famille attaquent le constituant 

principal de la paroi bactérienne : le peptidoglycane. Le mécanisme d’action est néanmoins 

différent. Les antibiotiques se fixent sur les extrémités des précurseurs du peptidoglycane, 

empêchant par encombrement stérique, le branchement au peptidoglycane et donc son 

élongation. En inhibant ainsi la synthèse du peptidoglycane, ils inhibent la croissance 

bactérienne (Mouton, et al., 2000). Ils n’agissent que sur les bactéries à Gram positif. Les 

antibiotiques de cette famille sont utilisés exclusivement en milieu hospitalier. Il s’agit du 

téicoplanine et de la vancomycine. 
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c. Aminosides 

Leur cible est le ribosome. Après avoir traversé la paroi bactérienne et la membrane 

plasmique, les aminosides ciblent l'ARN de la petite sous-unité 30S du ribosome, au niveau du 

site où l'ARN messager est décodé. Ils agissent en provoquant des erreurs de lecture de l’ARN 

messager, ce qui engendre une perturbation de la synthèse des protéines membranaires. 

Les aminosides sont composés de sucres portant des fonctions amine. Les principales 

molécules de cette famille sont : streptomycine, gentamycine, netilmicine, tobramycine, 

amikacine. Elles ont un large spectre bactéricide et sont le plus souvent utilisées en combinaison 

avec d'autres antibiotiques, comme les β-lactamines, dans le cas d'infections nosocomiales 

sévères (Archambaud, 2009). 

d. Macrolides  

Les macrolides sont constitués par un macrocycle souvent associé à des sucres neutres ou 

aminés. Ils ciblent le site catalytique du ribosome bactérien au niveau de la sous-unité 50S et 

empêchent ainsi la synthèse de la liaison peptidique. La réplication, la duplication et donc la 

division cellulaire bactérienne sont ainsi bloquées. L’érythromycine est le plus connu des 

macrolides. 

Du fait que, les macrolides ont la capacité de diffuser dans les tissus et sont actifs sur les 

germes intracellulaires, ils sont utilisés dans le cas des infections pulmonaires atypiques 

(légionellose, infection à Chlamydia), dans certaines infections à streptocoques, à entérocoques 

et aux Staphyloccocus aureus résistant à la méthicilline SARM (Madigan et Martinko, 2007).  

e. Quinolones 

Les quinolones sont des bactéricides à large spectre, leur activité antibactérienne vis-à-

vis des bactéries à Gram- se traduit par la formation de complexes avec les ADN topoisomérases 

II impliquées dans les mécanismes de modulation de la topologie de l'ADN au cours de la 

réplication. L’inhibition de l’activité enzymatique conduit à la mort cellulaire.  Leur activité 

vis-à-vis des bactéries à Gram+ semble passer par le blocage de l’activité des topoisomérase 

IV (Kohanski et al., 2010). 

Les quinolones et leurs dérivés plus récents les fluoroquinolones sont des molécules 

dérivées de l'acide nalidixique : 

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v8/n6/abs/nrmicro2333.html
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• 1ère génération (utilisées essentiellement contre les entérobactéries) : acide 

pipémidique, acide nalidixique ;  

• 2ème génération (utilisées contre les infections urinaires), les fluoroquinolones : 

norfloxacine, loméfloxacine, ofloxacine, ciprofloxacine ;  

• 3ème et 4ème génération (anti-pneumococciques) : lévofloxacine, moxifloxacine, 

gémifloxacine, sparfloxacine. 

Ils sont très efficaces contre les bactéries à Gram- comme Escherichia coli et Klebsiella 

pneumoniae et contre Haemophilus influenzae, Neisseria, Pseudomonas aeruginosa, ainsi que 

les bactéries à Gram+ telles que Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes et 

Mycobacterium tuberculosis (Prescott, et al., 2007). 

4. La résistance bactérienne aux antibiotiques 

a. Apparition et diffusion de la biorésistance 

Les antibiotiques ont permis de faire reculer la mortalité associée aux maladies 

infectieuses de façon considérable au cours du 20ème siècle. Depuis la découverte de la 

pénicilline par A. Flemming et la mise en évidence de son effet antibactérien in vivo par E. 

Chain et HW. Florey (Desiderio, 1954), leur utilisation en thérapie humaine a démarré et n’a 

depuis cessé d’augmenter. En effet, depuis les années 1940, l’avènement des antibiotiques a 

constitué une révolution thérapeutique cruciale. Ainsi, il était devenu possible de combattre des 

maladies jusqu’alors impossible à guérir et dont la prévalence était souvent, voire toujours, 

mortelle ; telle que la tuberculose et les méningites bactériennes (Lode, 2010). 

Cependant, dès le début de l’antibiothérapie, le problème de la persistance de l’efficacité 

des molécules s’est posé. Alexander Fleming, lui-même avait pressenti et prédit l’émergence 

du phénomène de la résistance bactérienne lors de son discours de remise de prix Nobel en 

1945 : ʺ….Mais je voudrais tirer la sonnette d’alarme : La pénicilline n’est pas toxique, il n’y a 

donc pas lieu de s’inquiéter de l’empoisonnement du patient. Il peut exister un danger, 

cependant, en cas de sous-dosage, il n’est pas difficile de rendre les microbes résistants à la 

pénicilline en laboratoire en les exposant à des concentrations insuffisantes pour les tuer, et la 

même chose s’est parfois produite dans le corps...ʺ. 

D’ailleurs, dès 1944 les premières résistances à la pénicilline avaient été rapportées 

(Alexander et Redman 1944). En 1948, le phénomène de résistance de Staphylococcus aureus 

à la pénicilline, notamment dans les hôpitaux de Londres, a été décrit avec un taux passant de 

https://www.google.com/search?gs_ssp=eJzj4tDP1TcoSzOrNGAEABC1Aso&q=staphylococcus+aureus&oq=Staphy&aqs=chrome.1.69i57j46l3j0l2.8410j0j7&sourceid=chrome&ie=UTF-8
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14% en 1946 à 59% en 1948 (Barber, 1948). Il en a été de même pour d’autres antibiotiques, 

quelques années à peine après leurs mises sur le marché. Ainsi, pour le chloramphénicol, les 

dates de mise sur le marché et d’apparition de la résistance ont été respectivement de 1947 et 

1959 ; pour la tétracycline, 1948 et 1953 ; pour l’érythromycine, 1952 et 1988 ; pour la 

vancomycine, 1956 et 1988 (Palumbi, 2001). Un aperçu de cette évolution est schématisé à la 

figure 1. 

En fait, ce phénomène n’a fait que s’amplifier au cours des 50 dernières années, par un 

usage excessif et irraisonné des antibiotiques. En effet, au niveau mondial, la consommation 

globale des antibiotiques a augmenté de 65% entre 2000 et 2015, passant de 21,1 milliards de 

doses quotidiennes à 34,8 milliards de doses (Eili, 2015). Si ces augmentations - enregistrées 

essentiellement dans les pays émergeants - ont permis l’accès du plus grand nombre à des 

traitements pour des maladies classiques, elles constituent toutefois un risque majeur pour 

davantage de biorésistance. De plus, l’industrie pharmaceutique, en développant et en mettant 

sur le marché de nouvelles molécules pour pallier chaque nouvelle émergence a contribué à 

l’apparition de souches « super résistantes / multirésistantes ». Il devient alors de plus en plus 

difficile, voire impossible, de les combattre avec les différents traitements disponibles. 

Certaines infections, mortelles pour l’homme, ayant été complètement éradiquées, refont leur 

apparition, en raison de l’inefficacité des antibiotiques classiques, c’est le cas notamment de la 

tuberculose, de la syphilis, de la gonorrhée et du choléra. Dans les pays où les antibiotiques sont 

très souvent délivrés sans ordonnance, le problème de l’apparition et de la propagation de la 

biorésistance est encore plus grave avec une augmentation du nombre d’infections à un rythme 

alarmant (Weiss, 2002).  

Au Maroc, différentes études réalisées dans des structures hospitalières et universitaires 

confirment cette évolution. En effet, un suivi épidémiologique réalisé entre 2006 et 2008 a 

montré que le taux de résistance chez les SARM, était passé de 64 à 76% pour l’érythromycine, 

la gentamycine, l’acide fusidique, les fluoroquinolones et le cotrimoxazole (Benouda et al., 

2009). De même Figuigui et al., (2013) ont décrit un taux de résistance de 89% pour les 

fluoroquinolones, de 94% pour le sulfaméthoxazole + triméthroprime et de 47% pour la 

gentamycine aussi bien chez Escherichia coli que Klebsiella pneumonaie. Plus récemment, 

Mrich et al., (2018) ont rapporté que le taux de résistance chez Escherichia coli était passé entre 

2015 et 2017, de 65,80% à 93,89% vis-à-vis de la ciprofloxacine, chez Klebsiella pneumonaie 

de 79,13% à 92,27% vis-à-vis des céphalosporines de troisième génération C3G et de 48,63% 

à 56,83% vis-à-vis de l’imipénème chez Acinetobacter baumannii.  
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Ce qui ressort par ailleurs de ces différentes études, est que les bactéries multi-résistantes 

BMRe les plus virulentes sont : Escherichia coli, Klebsiella pneumonaie, Acinetobacter 

baumannii et Staphylococcus aureus. En Europe également, la comparaison de l’émergence des 

BMRe dans 30 pays, a permis de cibler sept espèces bactériennes du fait de leur taux très élevée 

de résistance. Il s’agit de : Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas 

aeruginosa. Ce travail a été, et continue d’être supervisé par le Centre européen de prévention 

et de contrôle des maladies (CEPCM, 2017). D’ailleurs au niveau mondial, l’OMS a publié une 

liste « d’agents pathogènes prioritaires » pour la recherche-développement de nouveaux 

antibiotiques. Cette liste a classé les BMRe en trois catégories, en fonction de leur degré de 

gravité. A savoir, une première « critique » qui englobe Acinetobacter baumannii et 

Pseudomonas aeruginosa résistantes aux carbapénèmes, ainsi que les entérobactéries. Une 

deuxième catégorie « élevée » comprenant Enterococcus faecium résistante à la vancomycine, 

Staphylococcus aureus résistante à la méticilline et Salmonella résistante aux fluoroquinolones. 

Finalement, une troisième classe « moyenne » correspondant, entre autres à Streptococcus 

pneumoniae, insensible à la pénicilline. 

La prise de conscience de la gravité de ce phénomène en Europe a amené depuis deux 

décennies à la mise en place de systèmes de prévention et de sensibilisation, notamment par 

l’interdiction de la prescription automatique des antibiotiques. Ceci a permis, entre 2006 et 

2016, une réduction notable du taux de consommation, de l’ordre de 46% en France et de 24% 

pour l’ensemble des pays participants au réseau EARSS (European Antimicrobial Resistance 

Surveillance System). Ainsi, le taux de résistance aux C3G chez Escherichia coli est passé 

de14,9 % à 1% en France et à 6% dans les pays du Nord de l’Europe. De même, pour Klebsiella 

pneumoniae, le taux de résistante aux C3G est passé de 6% à moins de 5 % en France entre 

2007 et 2017. Globalement, les proportions moyennes de résistance des BHRe (Bactéries 

Hautement Résistantes) rapportées, au niveau des 30 pays participants au réseau de surveillance 

ont été seulement de 7,2 % chez Klebsiella pneumoniae, 0,1 % chez Escherichia coli et 14,9 % 

chez Enterococcus faecium vis-à-vis des C3G (EARSS, 2017). 

Mais malgré ces avancées enregistrées essentiellement en Europe, l’antibiorésistance 

continue, selon l’OMS et différentes organisations internationales et gouvernementales, de 

constituer un des plus grands défis sanitaires du 21ème siècle. Le rapport, O’Neill (2016), a 

d’ailleurs chiffré à 10 millions le nombre de décès annuels liés à la résistance aux antibiotiques 

à l’horizon 2050. 
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Figure 1. Développement de la résistance bactérienne au fil du temps au fur et à mesure de 

la découverte des antibiotiques. * BMR : Bactéries Multi-Résistantes, **BHRe : Bactéries 

Hautement Résistantes (Rapport Santé publique France, 2016) 

 

 

b. Différents types de résistances 

Il existe deux types de résistances (Neuman, 1979 ; Acar, 1998) : 

• Résistance naturelle : dite aussi innée, c’est un caractère qui englobe toutes les 

souches de la même espèce de façon naturelle. 

• Résistance acquise : la résistance dans ce cas apparait chez quelques souches d’une 

espèce notamment sensible. L’acquisition d’une résistance vis-à-vis des antibiotiques 

résulte généralement d’un mécanisme biochimique d’origine génétique lié soit à une 

mutation chromosomique soit à l’acquisition d’un ou plusieurs gènes qui rendent la 

bactérie insensible à l’antibiotique. Ces gènes de résistance sont le plus souvent 

transmissibles, d’une espèce à l’autre par différents processus de transfert ; plasmide, 

transposons ou intégrons (Grundmann et al., 2017). 

c. Mécanisme de résistance bactérienne 

Dans la mesure où les modes d’action et les cibles moléculaires sont différents d’une 

famille d’antibiotiques à une autre, les mécanismes de résistance bactérienne le sont également. 

Ainsi, les bactéries peuvent résister par différents moyens : 
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- Production d’enzymes : Par ce biais, les bactéries sont capables d’inactiver l’action 

des antibiotiques, bien avant qu’ils ne pénètrent dans la cellule. Ce sont notamment les 

classes des lactamines, macrolides et aminosides qui sont la cible de ce mécanisme 

(Babic et al., 2006). Les enzymes produites sont codées à partir d’ADN plasmidique 

ou chromosomique. 

- Modification de la cible moléculaire de l’antibiotique, empêchant ce dernier de se 

fixer et d’agir. Phénomène décrit notamment chez certaines souches de Streptococcus 

pneumoniae. En altérant les PLP : Protéines Liant les Pénicillines, elles modifient 

l’affinité avec l’antibiotique et l’empêchent d’adhérer à la membrane plasmique. 

- Excrétion active de l’antibiotique par les pompes membranaires : C’est le 

principal mécanisme de résistance notamment à la tétracycline aussi bien par les 

bactéries à Gram+ qu’à Gram-. 

- Réduction de la perméabilité membranaire : Pour pénétrer à l’intérieur de la cellule, 

beaucoup d’antibiotiques empruntent les systèmes de transport spécifiques aux 

bactéries (Marchou et al., 1987). Ces dernières, résistent en diminuant la perméabilité 

de leur membrane. Chez les Gram-, cette réaction a lieu essentiellement au niveau de 

la membrane externe, et passe soit par une altération des porines soit par une altération 

de la composition des lipopolysaccharides (LPS). Chez les bactéries à Gram+ ; la 

résistance se fait à travers une inhibition du transport actif et/ou en empêchant l’accès 

aux peptidoglycanes. 

 

5. Quelle alternative ? 

Pendant plusieurs années, afin de contrer l’émergence de la biorésistance, l’industrie 

pharmaceutique a fabriqué et mis sur le marché de nouvelles molécules. Ainsi, dès les années 

60, la résistance à la pénicilline a été compensée par la mise au point d’une nouvelle molécule 

nommée initialement pénicilline de classe M, puis plus tard méticilline. Elle a été décrite 

comme non hydrolysable par la pénicillinase de Staphylococcus aureus (Rolinson et al., 1960). 

Mais, à peine quelques années plus tard, la résistance à la méticilline a été rapportée chez 

certaines souches de Staphylococcus aureus (SARM). 

Cette biorésistance récurrente, a entrainé pour les industries pharmaceutiques, une 

augmentation des coûts pour le développement de nouvelles molécules, rendant cette voie de 

recherche peu rentable financièrement. Dès lors, certains laboratoires ont privilégié 
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l’investissement dans le développement de médicaments à prescrire sur de longues périodes 

(maladies cardio-vasculaires, cholestérol, diabète…), plus rentables financièrement que de 

nouveaux agents antimicrobiens utilisés seulement pendant quelques jours et susceptibles de 

devenir rapidement inefficaces. Ainsi, la mise sur le marché de nouveaux antibiotiques s'est 

réduite progressivement, et cette réduction s’est poursuivie régulièrement de 1980 à 2000 

(Bush, 2004). D’ailleurs, la plupart des classes d’antibiotiques a été découverte avant 1962, et 

la dernière mise sur le marché d’antibiotiques issus d’une nouvelle famille, non décrite 

auparavant est antérieure à 1980. Toutes les innovations ultérieures concernent essentiellement 

la combinaison de molécules préexistantes ou leurs modifications chimiques (Powers, 2004).  

Conscientes de la grave crise que constituent la biorésistance et l’émergence de souches 

hautement pathogènes et multirésistantes, plusieurs organisations internationales (OMS, CDC, 

CEPCM,  World Alliance Against Antibiotic Resistance….) sont de plus en plus mobilisées 

pour lutter contre les mauvais usages des antibiotiques, leur utilisation abusive dans les élevages 

notamment et pour la mise en place de procédures efficaces de vigilance, de prévention et de 

contrôle (Spellberg et al., 2008 ; Roca et al., 2015 ; Carlet, 2015). 

Parallèlement, des efforts sont déployés afin d’étudier et de développer de nouvelles 

approches permettant l’émergence de traitements nouveaux et efficaces, qui serviront à 

compléter ou à remplacer l’utilisation des antibiotiques conventionnels. Parmi ces voies, la 

recherche de nouveaux agents anti-infectieux à travers l’exploration de la biodiversité 

microbienne. Plusieurs programmes sont lancés afin de mettre au point de nouvelles méthodes 

d’exploration et de valorisation du potentiel antimicrobien des souches bactériennes, et 

notamment celles des bactéries lactiques. 

Parmi les substances à potentiel anti-microbien secrétées par les bactéries lactiques, il y 

a les bactériocines. Il s’agit de peptides ou de complexes de peptides possédant une activité 

antimicrobienne. L’innocuité des bactériocines et leur mode d’action qui diffère de celui des 

antibiotiques conventionnels, font que leur utilisation comme alternatives à ces derniers dans la 

prévention et/ou le traitement de l’antibiorésistance est de plus en plus d’actualité (Dicks et al., 

2011). 
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II. Les bactéries lactiques 

1. Généralités  

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes autonomes et procaryotes (Doleyeres et 

al., 2002), elles ont un caractère commun qui est la production de l’acide lactique comme 

produit principal du métabolisme en fermentant le lactose (Kandler & Weiss, 1986). De plus, 

elles sont connues pour leur capacité à fermenter et à coaguler le lait. Les bactéries lactiques 

sont à Gram positif, peuvent avoir des formes coccoïdes, coccobacillaires, ou bacillaires (Klein 

et al., 1998; Badis, et al., 2005). Elles sont anaérobies, asporulées, catalase et oxydase négative 

et sont partiellement tolérantes à l'oxygène. L’absence de catalase est caractéristique, mais 

certaines espèces acquièrent cette activité sur des milieux riches en hème (Larpent et al., 1997 

; Bourgeois et al., 1996). Les bactéries lactiques survivent dans un milieu à faible activité d’eau 

(Aw) et résistent à l’éthanol (10 – 15 % éthanol) et au CO2 (Larpent et al., 1997 ; Bourgeois et 

al., 1996).  

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes en termes d’acides aminés, de 

vitamines, de sels, d’acides gras, de bases puriques et pyrimidiques et de glucides 

fermentescibles (Dellaglio et al., 1994 ; Prescott et al., 1999). Elles tolèrent des pH acides ; pH 

= 5 et parfois moins. À ces pH, et à plus forte raison à des pH inférieurs, beaucoup de bactéries 

ont leur croissance inhibée. Ces propriétés sont utilisées en agroalimentaire pour empêcher le 

développement de la plupart des bactéries d'altération ou des pathogènes. 

Les bactéries lactiques convertissent le pyruvate en acide lactique suite à la fermentation 

des glucides (Ait Belghanaoui, 2006), toute en générant le NAD+ utilisé dans la glycolyse. Ces 

molécules sont mobilisées pour la production de l’énergie nécessaire à la biosynthèse et la 

multiplication cellulaire. 

Cette transformation génère une ou deux molécules d’ATP, en fonction de la voie 

métabolique suivie ; homo ou hétérolactique (Figure 2) : 

- Voie Embden-Meyerhoff- Parnas, (EMP) (homofermentation) : L'acide lactique 

est le principal ou le seul produit du métabolisme excrété à partir du substrat (Larpent-

Gourgaud et al., 1997). Cette voie conduit dans des conditions optimales de croissance 

à la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule 

de glucose consommée (Thompson et Gentry-Weeks, 1994). D’autres sucres que le 

glucose peuvent également être fermentés via cette voie : monosaccharides, 
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disaccharides ou encore hexitols. Les micro-organismes présentent un métabolisme de 

type homolactique lorsque le lactate représente plus de 90% des produits de 

fermentation (Thomas et al., 1979). La voie EMP est caractérisée par la présence de la 

fructose-1,6-bisphophate aldolase (FBA). Cette enzyme est indispensable au 

fonctionnement de la voie EMP. Elle catalyse la réaction menant à partir du fructose-

1,6-bisphosphate (FBP) à deux molécules à 3 carbones, le dihydroxyacétone-

phosphate (DHAP) et le glycéraldéhyde-3- phosphate (GAP). C’est une enzyme clé, 

présente chez toutes les espèces homofermentaires. Les bactéries lactiques 

homofermentaires comprennent les espèces de Lactocoques, Pédiocoques, ainsi que 

certains Lactobacilles (Cocaign-Bousquet et al., 1996). 

- Voie de Dickens-Horecker (hétérofermentation) : Les bactéries lactiques qui 

fermentent le glucose en produisant, en plus de l’acide lactique, de l’acétate, de 

l’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires (Vandamme et al., 1996). 

Contrairement aux espèces homofermentaires, elles sont dépourvues de la FBA ainsi 

que de la triose-phosphate isomérase (TPI). Dans ces conditions, le glucose est 

accumulé par l’intermédiaire d’un transport actif puis subit une phosphorylation 

intracellulaire par le biais d’une glucokinase (GLK) ATP-dépendante. Le glucose-6-

phosphate emprunte ensuite la partie oxydative de la voie des pentoses-phosphate qui 

conduit à la formation de xylulose-5-phosphate. Ce dernier est scindé en acétyl-

phosphate et en glycéraldéhyde-3-phosphate (GAP) par la D-xylulose-5-phosphate 

phosphocétolase, enzyme spécifique à la voie hétérofermentaire. L’acétyl-phosphate 

est ensuite converti en éthanol ou en acétate alors que le GAP rejoint la voie de la 

glycolyse où il est métabolisé en acide lactique. Le métabolisme hétérofermentaire est 

deux fois moins énergétique que le métabolisme homofermentaire puisqu’une mole de 

glucose conduit à la production d’une mole de lactate, d’éthanol, de CO2 et d’une seule 

molécule d'ATP. Les groupes principaux de bactéries présentant ce type de 

métabolisme sont les Leuconostocs et certains Lactobacilles. 

- Voie bifide (ou voie de la fructose-6-P phosphocétolase FPC) : c’est la voie 

empruntée par les bactéries du genre Bifidobacterium. C’est une alternative à la 

glycolyse avec une finalité plus anabolique que catabolique. Elle permet entre autres 

la production d'érythrose-4-phosphate. Pour une molécule d'hexose consommée, cette 

voie produit 1,5 molécules d'acétate et 2,5 molécules d'ATP (Drider et al., 2009).  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bifidobacterium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hexose
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Figure 2. Voies du catabolisme du glucose chez les bactéries lactiques (Drider et al., 2009) 

 

 

2. Historique 

Les premières preuves de l’existence des produits laitiers fermentés remontent à 8000 ans 

avant JC au Moyen Orient. Ce qui signifie que, l’utilisation de la fermentation par l’Homme 

remonte à des temps très anciens. En effet, les premiers produits fermentés ont certainement été 

obtenus par acidification spontanée des jus végétaux (vins, bières…) ou par contamination 

naturelle du lait (yaourts, fromages…) (Cooke et al., 1987 ; Girard, 1994 ; Damelin, 1995 ; Ben 

Omar et al., 2000). 

Chez les Égyptiens, la fermentation des végétaux et la production de levain apparaissent 

entre 4000 et 2000 avant JC. Elle a été réalisée sur des végétaux (concombres, betteraves, dattes, 

jus de fruits, soja, etc.), des produits animaux (viande, lait) et sur des poissons. Cette 

fermentation avait montré non seulement sa capacité à conserver les aliments, mais aussi à leur 

donner une saveur différente du produit original (Sherwood, 1939 ; Galesloot, 1950 ; Girard, 

1994 ; Damelin et al., 1995). 
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Les travaux de Pasteur sur la fermentation (1857) ont mis en évidence le lien entre la 

fermentation lactique et les bactéries. La première culture bactérienne pure était d’ailleurs une 

culture de Lactococcus lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873. Puis, Metchnikoff 

a isolé en 1904 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus présent dans le yaourt. Ses travaux 

ont porté sur l’étude des propriétés acidifiantes des bactéries lactiques du yaourt. C’est lui qui 

a développé l’idée que les bactéries contenues dans les laits fermentés ; notamment les 

lactobacilles avaient un effet bénéfique sur la santé (Metchnikoff, 1907), et pouvaient ainsi, être 

introduites dans le régime alimentaire. 

3. Taxonomie 

 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, Leuconostocacae et 

Streptococcaceae. Actuellement, d’un point de vue technologique, les bactéries lactiques 

regroupent douze genres bactériens différents (Tableau 1), il s’agit de : Aerococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et Weissella (Vandamme et al., 

1996 ; Axelsson, 2004). L’appellation bactéries lactiques est aussi souvent étendue aux genres 

Bifidobacterium, Macrococcus, Brevibacterium et Propionibacterium qui leur sont apparentés 

et qui sont également utilisées dans la fabrication de divers produits fermentés (Klaenhammer 

et al., 2005 ; Pfeiler & Klaenhammer, 2007). 

En fait, la première classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla- 

Jensen. Elle était basée sur leurs propriétés morphologiques et biochimiques : Coloration de 

Gram, fermentation des sucres, croissance à différentes températures, à différentes 

concentrations de NaCl, la tolérance aux conditions acides et alcalines…. L’apport de nouvelles 

approches de taxonomie bactérienne (physiologie, génétique), a permis d’affiner cette 

classification (Schleifer, 1987 ; Vandamme et al., 1996). Les nouveaux outils pour 

l’identification et la classification des bactéries lactiques complètent les méthodologies 

traditionnelles basées sur les phénotypes. La classification s’appuie désormais sur des données 

moléculaires comme la comparaison des séquences codant pour les ADN16S et 23S. Sur la 

base de ces données, les bactéries à Gram+ forment deux embranchements (Figure 3). Un 

embranchement composé de bactéries à Gram+ avec un pourcentage G+C inférieur à 50% 

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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(Clostridium) et une autre forme de bactéries ayant une teneur en G+C supérieure à 50% 

(Actinomycètes) (Holzapfel et al., 2001 ; Gevers, 2002). Les bactéries lactiques typiques ont 

une teneur en G+C inférieure à 50% alors que le genre Bifidobacterium qui, d'un point de vue 

physiologique, fait partie des bactéries lactiques, appartient à la branche des Actinomycètes qui 

comprend aussi Propionibacterium et Brevibacterium (Vandamme et al., 1996). Il y a peu de 

corrélation entre la classification traditionnelle et la parenté phylogénétique des bactéries 

lactiques. Des genres morphologiquement distincts, Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus 

sont phylogénétiquement entremêlés (Schleifer et Ludwig, 1996 ; Gevers, 2002). 

 

Figure 3. Arbre phylogénétique des bactéries à Gram+ basé sur la comparaison des séquences 

de l’ADN 16S (Schleifer et Ludwig, 1995) 

 

En outre, il est à signaler que le nombre d’espèces lactiques d’origine alimentaire ne cesse 

d’augmenter. Ainsi, deux nouvelles espèces lactiques ont été isolées à partir de la viande, il 

s’agit de Lactobacillus versmoldensis (Krockel et al., 2003) et Vagococcus carniphilus 

(Shewmaker et al., 2004). Ces deux espèces ont été respectivement isolées du saucisson cru et 

de la viande hachée. Parallèlement, Carnobacterium piscicola a été reclassée comme 

Carnobacterium maltaromaticum (Mora et al., 2003). 

 

 

Tableau 1. Principaux genres de bactéries lactiques (Collins et al., 1987 ; Schleifer et al., 1995 ; Dicks 

et al., 1995) 
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a. Le genre Lactobacillus  

Décrit, pour la première fois, par Beijerinck en 1901, il comprend actuellement, au moins 

145 espèces reconnues qui présentent une diversité phylogénétique, phénotypique et écologique 

extrême (Corrieu et Luquet, 2008 ; Barinov et al., 2011). Cette diversité est due à la variation 

en contenu guanine/cytosine (G/C) qui varie entre 30 et 55 % selon les espèces (De Vos et al., 

2009). La morphologie des cellules varie d'une espèce à l'autre de coccobacilles aux bacilles 

fins et allongés (Euzeby, 2000).  

b. Le genre Lactococcus 

Les cellules de ce genre sont mésophiles, se présentent sous forme de coques, isolées, en 

paires ou en chaînettes de longueur variable de 0,5 à 1 μm (Desmazaud, 1990). Ce sont des 

microorganismes homofermentaires ne produisant que de l'acide lactique L (+) (Delaglio, 

1994). Leur contenu en G+C varie de 34 % à 43 % (Martin Dworkin, 2006). 

c.  Le genre Enterococcus 

 Les cellules de ce genre sont des coques à métabolisme aéro-anaérobie, à Gram positif, 

se présentant habituellement sous forme de chaînettes. Ils sont utilisés comme agents de 

fermentation homolactique dans les industries alimentaires, mais on les trouve également en 

tant qu’agent contaminant. Ce sont des pathogènes opportunistes causant des septicémies, 

infections urinaires, ou abdominales d'origine intestinale. Ils sont la cause de plus de 10 % 

des infections nosocomiales (Bouvet, 2010). De plus, les entérocoques ont l’aptitude de résister 

à des milieux très acides, ce qui leur permet de franchir la barrière stomacale. Les deux 

principales espèces de cette famille sont Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. 
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4. Habitat  

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, on les trouve dans différentes niches écologiques 

comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses 

humaines et animales et dans le tractus digestif (Douault et Corthier, 2000). On peut également 

les trouver dans le sol, les engrais, ou encore dans les eaux d’égout (Stiles et Holzapfel, 1997). 

En fait, grâce à leur souplesse d’adaptation physiologique, les bactéries lactiques peuvent 

coloniser des milieux très différents du point de vue physico-chimique et biologique (de 

Roissard et Luquet, 1994). Elles accompagnent l'activité humaine au quotidien, en tant que 

bactéries de la flore commensale, de la flore intestinale ou de la flore alimentaire. Elles sont 

utilisées dans l’alimentation, sont considérées comme non pathogènes et sont qualifiés 

d’organismes GRAS (Generally Recognized As Safe) (Adams et Marteau, 1995 ; Aguirre et 

Collins, 1993). Cependant, quelques espèces du genre Streptococcus et Enterococcus, ainsi que 

d’autres bactéries lactiques sont considérées comme pathogènes opportunistes (Aguirre et 

Collins 1993). 

5. Identification des espèces bactériennes 

a. Par des techniques usuelles 

L’identification bactérienne était initialement basée sur l’aspect macroscopique, 

microscopique, ainsi que sur différents tests biochimiques (Carbonnelle et al., 1987). Par la 

suite, vers les années soixante-dix l’utilisation des galeries API s’est généralisée pour 

standardiser l’identification des espèces (Butler et al., 1975). 20 ans plus tard, des systèmes 

automatisés d’identification ont vu le jour (comme le Vitek-2®, ou le BD Phoenix®) permettant 

une identification en 2 à 6 h d’incubation. Le principe étant de comparer le profil de la souche 

inconnue par rapport à ceux répertoriés dans la banque de données (Gavin et al., 2002). Au 

début des années 90, l’identification des espèces et des sous espèces par les techniques de 

biologie moléculaire, notamment le séquençage génétique est apparue, permettant ainsi, de 

palier les erreurs pouvant avoir lieu lors de l’identification biochimiques (Clarridge, 2004 ; Petti 

et al., 2005). En effet, la séquence nucléotidique de l’ADNr 16S présente des régions hautement 

conservées et communes chez toutes les bactéries, alors que d’autres régions sont spécifiques 

de l’espèce. Les segments amplifiés par PCR sont séquencés et analysés par comparaison avec 

ceux répertoriés dans les banques de données.  
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Il existe d’autres techniques d’identification, basée sur l’utilisation de sondes nucléiques 

marquées (fragment d’ADN connu) sans PCR préalable, permettant de détecter une hybridation 

telle que la technique FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). Ce sont des techniques 

rapides et sensibles, mais très peu utilisées dans les laboratoires de routine (Almeida et al., 2013 

; Forrest, 2007). 

b. Par spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse (MS), est une technique physique d'analyse permettant de 

mesurer la masse des molécules ou d’atomes présents dans un échantillon. Son utilisation en 

microbiologie permet d’identifier les bactéries au niveau de la famille, du genre, de l’espèce, et 

parfois même au niveau de la sous-espèce. Le principe est basé sur la transformation préalable 

des molécules et des atomes en ions en phase gazeuse, avant d’être analysés par un spectromètre 

de masse. 

La mesure de la masse par la technique MS-MALDI consiste à mélanger en excès une 

matrice (solution organique saturée en cristaux) avec un échantillon (colonie), le mélange étant 

ensuite déposé sur une plaque de métal, puis inséré dans le spectromètre de masse pour réaliser 

l’analyse. Le protocole commence par un séchage, ce qui aboutit à un mélange matrice-

échantillon cristallisé, ce mélange est alors irradié brièvement par un faisceau laser (en général 

un laser à azote (N2) de longueur d’onde 337 nm dans les instruments MALDI-TOF spécifique 

pour le diagnostic bactérien). Des centaines de tirs laser sont par la suite impulsés sur la cible 

afin de maximiser le processus d’ionisation et d’obtenir un spectre correct. 

6. Utilisation  

a. Dans le domaine agroalimentaire 

A travers les composés de leur métabolisme, les bactéries lactiques jouent un rôle 

essentiel dans la production de nombreux produits fermentés en développant leurs textures, à 

leurs saveurs et leurs arômes, ainsi que dans la conservation de ces aliments. 

Les bactéries lactiques interviennent essentiellement dans l’industrie laitière par de 

nombreuses transformations (Pilet et al., 2005) via notamment la production d’acide lactique. 

Elles permettent ainsi la fermentation du lait en crème maturée, en laits fermentés comme le 

yaourt et les fromages frais et affinés. Elles sont également impliquées dans la vinification, la 

fabrication des salaisons, la boulangerie traditionnelle ainsi que dans la préparation de 
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nombreux produits végétaux fermentés (Desmazeaud, 1998). En plus de l’acide lactique, 

certaines espèces de bactéries lactiques ont par exemple la capacité de synthétiser, au cours de 

leur croissance, des polymères de sucre appelés polysaccharides exocellulaires ou EPS, qui 

permettent d'améliorer la texture, la viscosité et d'augmenter l'homogénéité du produit fini 

(Desmazaud, 1983 ; Dupont, 1998). D’autres espèces synthétisent des composés à l’origine du 

développement aromatique tels que ceux issus du métabolisme du citrate dont l’acétoïne, le 

diacétyle et l’acétaldéhyde sont les plus importants (Aubert, 1998 ; Boudjemaa, 2008). 

D’une manière générale, la biodégradation des aliments est causée essentiellement par 

différents microorganismes indésirables (bactéries, levures ou encore des moisissures) qui s’y 

développent et les rendent le plus souvent impropres à la consommation, toute en altérant 

l’aspect ou la flaveur du produit par rancissement et/ou putréfaction. Les bactéries lactiques 

jouent un rôle essentiel dans la conservation des produits alimentaires (Bousmaha et al., 2006). 

En effet, elles sont capables de produire une variété de produits inhibiteurs dont les effets 

peuvent se répercuter sur la flore lactique elle-même mais aussi et surtout sur la flore indésirable 

ou pathogène (Piard et Desmazaud, 1991). Elles permettent ainsi l’amélioration de la qualité 

hygiénique et marchande en réduisant d’avantage les risques de croissance de microorganismes 

indésirables. 

b. Dans le domaine de la santé 

L’intérêt des bactéries lactiques dans le domaine de la santé humaine a été suggéré en 

1907 par le Russe Metchnikoff, qui a montré que les Lactobacillus spp pouvaient réduire la 

putréfaction intestinale en améliorant les propriétés de sa flore. Les bactéries lactiques ont le 

pouvoir de synthétiser des molécules à action bactéricide et/ou bactériostatique (Brul et Coote, 

1999) comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde de carbone, le 

diacétyle, la reutérine et les bactériocines (De Vuyst et Vandamme 1994). 

Ainsi, le peroxyde d’hydrogène connu depuis longtemps pour son activité 

antimicrobienne peut s’accumuler et inhiber différents micro-organismes par l’oxydation des 

lipides membranaires et la destruction des structures des protéines cellulaires (Zalan et al., 

2005). 

D’autre part, l’accumulation de dioxyde de carbone (CO2) dans la bicouche lipidique peut 

causer un dysfonctionnement de la perméabilité (Ammor et al., 2006), et peut ainsi inhiber la 

croissance de nombreux germes d’altération essentiellement les germes psychrotrophes à Gram 
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négatif. De même, le diacétyl (C4H6O2) est un inhibiteur actif contre de nombreux 

microorganismes, bactéries ou moisissures. 

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est une substance antimicrobienne produite 

comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobie du glycérol. Elle a un large 

spectre d’activité, allant des procaryotes (à Gram+ ou à Gram-), des eucaryotes, des virus, des 

champignons jusqu’aux protozoaires. Cette substance a des applications aussi bien dans le 

domaine médical que dans le domaine alimentaire (Vollenweider, 2004). 

Par ailleurs, certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme probiotiques. 

Il s’agit de celles ingérées en quantité suffisante, exercent ainsi un effet potentiellement 

bénéfique sur la santé de l'hôte (Dacosta, 2001). Leurs bienfaits sur la santé humaine ont été 

démontrés par de nombreuses études au cours des dernières années (Salminen et al., 2004). Les 

probiotiques ont un immense potentiel d’application dans les industries agroalimentaires et 

pharmaceutiques. Grâce à leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques, les probiotiques 

sont utilisés comme des compléments dans les produits alimentaires tels que les yaourts ou bien 

dans des préparations pharmaceutiques sous forme de gélules. Parmi leurs bienfaits sur la santé 

humaine on peut citer : 

• Leur pouvoir inhibiteur sur le développement et la synthèse de toxines par d’autres 

microorganismes pathogènes (Karovicova et Kohajdova, 2003) ; 

• Leur capacité à prévenir et à traiter des diarrhées dues aux infections gastro-intestinales 

(Lyons, 2000).  Elles peuvent également être utilisées pour la lutte contre Clostridium et 

Helicobacter pylori (Calvez et al., 2009). 

• Leurs propriétés digestives : certaines souches de probiotiques, notamment les lactobacilli 

excrètent la β galactosidase souvent déficiente dans le tractus digestif de l'hôte et facilitent 

ainsi la digestion du lactose. Elles semblent faciliter cette digestion en agissant également 

sur les activités de la lactase et de l’invertase des cellules épithéliales du tractus digestif 

(Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997). De manière générale, elles stimuleraient l'activité 

enzymatique des microorganismes endogènes, permettant ainsi une meilleure assimilation 

des aliments. 

Les bactéries lactiques (probiotiques) sont également utilisées dans le traitement de 

certaines allergies alimentaires ou bien dans la prévention des gastro-entérites nosocomiales 

chez le nourrisson (Reid et al., 2003). Elles ont aussi, des propriétés anticancérigènes et 

antihypercholestérolémiques. 
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Une autre caractéristique importante des bactéries lactiques, est la production de 

bactériocines. Cette capacité leur permet d’inhiber certaines souches spécifiques pathogènes. 

C’est le cas notamment d’une souche de Bifidobacterium longum produisant un peptide 

antimicrobien dénommé bifilong, capable d’inhiber certaines bactéries à Gram négatif et à 

Gram positif (Kang et al., 1989). Anand et al., (1984), ont pu isoler une souche de 

Bifidobacterium bifidum NCDC 1452 qui produit une bactériocine, la bifidine. 

Les bactériocines sont des substances de nature protéique, synthétisées par un très grand 

nombre d’espèces de bactéries lactiques. Elles ont une action contre les bactéries à Gram+ 

associées à l’altération de la qualité hygiénique des aliments et à certaines pathologies humaines 

(Medina et al., 2007). Leur activité antimicrobienne est généralement dirigée vers des bactéries 

phylogénétiquement proches (Green et Klaenhammer, 1994 ; De Vuyst et Leroy, 2007). 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). Ces dernières décennies, les recherches scientifiques se sont 

intensifiées dans la recherche de nouvelles bactériocines ayant un potentiel d’application aussi 

bien dans le domaine alimentaire que pharmaceutique. 

III.  Les bactériocines 

1. Définition  

Les bactériocines ne sont pas des antibiotiques, mais peuvent être une véritable alternative 

à ces derniers (Cotter et al., 2013). Ce sont des peptides dont la potentialité antimicrobienne n’a 

cessé d’être démontrée depuis trois décennies. Ce sont des peptides de faible poids moléculaire, 

cationiques et hydrophobes. Ils sont synthétisés par voie ribosomique sous forme de peptides 

inactifs qui deviennent actifs en milieu extracellulaire (Cotter et al., 2005). Ils sont sensibles 

aux protéases, tolérants aux contraintes thermiques élevées et présentent une activité maximale 

à pH acide (Ennahar et al., 2000), exceptée la mutacine RM-10 qui est plus stable à pH alcalin 

(Fukushine et al., 1982). Ces peptides sont également incolores, inodores et insipides, ce qui 

renforce encore plus leur potentiel d’utilité. Ils ont une activité inhibitrice dirigée contre les 

bactéries proches phylogénétiquement de la souche productrice (Tagg et al.,1976), et présentent 

un spectre d’activité étroit envers des espèces pathogènes (Naghmouchi et al., 2007). 

Cependant, ils peuvent avoir également un spectre plus large incluant des espèces plus distantes 

de la souche productrice (Kemperman et al., 2003). 
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La définition la plus généralement acceptée est celle proposée par Klaenhammer (1988), 

qui définit les bactériocines comme des protéines ou complexe de protéines ayant une activité 

bactéricide contre les espèces proches de la souche productrice. Cette activité antibactérienne 

varie considérablement en fonction de leur poids moléculaire, leurs propriétés biochimiques, 

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

Du point de vue activité antibactérienne, les bactériocines ont été désignées comme des 

antibiotiques (Tableau 2). Cependant, elles se différencient de ces derniers par leur synthèse, 

leur mode d’action antimicrobien, leur spectre d’activité, leur toxicité, leurs mécanismes de 

résistance, ainsi que, leurs applications et effets cliniques (Davis 1999 ; Chen Hoover, 2003 ; 

Nes et al., 2011). 

Tableau 2. Différence entre les bactériocines et les antibiotiques (Nes et al., 2011) 

Caractérisation Bactériocines Antibiotiques 

Application Alimentaire Clinique 

Synthèse Voie ribosomique Métabolites secondaires 

Spectre d’activité Etroit Large 

Activité antibactérienne 
De l’ordre de quelques 

micro à nano-molaires 

De l’ordre de quelques 

micro-molaires 

Sensibilité aux enzymes protéolytiques Oui Non 

Stabilité thermique Elevée Faible 

Couleur/ gout/ Odeur Non Oui 

Mode d’action 

Formation de pores/ 

Inhibition de la synthèse 

de la paroi cellulaire 

Membrane cellulaire/ cible 

intracellulaire 

Toxicité vers les cellules eucaryotes Non Oui 

Spectre du pH d’activité Large Etroit 

 

Toutes les bactériocines produites par les bactéries lactiques décrites jusqu’à présent, ont 

une activité dirigée contre les bactéries à Gram+. Chez les bactéries à Gram- la présence de la 

membrane externe ne permet pas aux bactériocines d’atteindre la membrane interne (siège de 

leur activité). Pourtant, certains auteurs ont observé que certaines bactériocines exerçaient un 

effet inhibiteur contre des bactéries à Gram négatif (Todorov et al, 2005). Cette activité aurait 
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lieu lorsque la structure de la membrane externe est altérée (Ananou et al., 2005, Shelburne et 

al., 2007). 

2. Historique  

L’histoire des bactériocines a commencé en 1925 lorsque Gratia a découvert la première 

bactériocine nommée « colicine », isolée à partir d’Escherichia coli et possédant une activité 

bactéricide envers une autre souche d’Escherichia coli (Gratia, 1925) (Figure 4). Cette 

substance inhibitrice a été appelée colicine en référence à l’espèce productrice (Frederiq, 1946). 

Cependant, la découverte de la pénicilline à cette époque (premier antibiotique) a éclipsé cette 

découverte. 

La découverte d’une bactériocine chez les lactocoques remonte à 1933 par Whithead, qui 

avait observé dans un lot de lait que la présence de deux souches de lactocoques inhibait la 

croissance d’un ferment d’une culture fromagère (Figure 4). Par la suite, l’étude démontra que 

les deux lactocoques produisaient une substance de nature protéique résistante au traitement 

thermique (Whithead, 1933). 

Ce n’est qu’en 1944 que la première bactériocine d’origine lactique «la diplococcine », 

fut identifiée (Oxford, 1944). Hirsch et al., ont démontré en 1951 que la nisine inhibait la 

croissance du clostrodium lors de la maturation d’un fromage de type suisse, et c’est à partir de 

cette année que l’utilisation des bactériocines dans la lutte contre les contaminations 

alimentaires fut proposée (Figure 4). 

Plusieurs études ont, depuis, été menées en utilisant différentes techniques de détection, 

de dosage et de typage (Fredericq, 1957 et 1963). Par la suite, les études ont porté sur la biologie 

moléculaire de ces substances, leur biosynthèse, leur mode d’action…(Figure 4), ce qui a 

permis d’identifier et de répertorier près de 200 bactériocines dans la base des données 

Bactibase (Hassan et al., 2012). Toutes ces bactériocines ont des structures et des mécanismes 

d’actions différents. Ainsi, contrairement aux antibiotiques, les bactériocines peuvent cibler 

spécifiquement les bactéries pathogènes sans altérer celles essentielles pour notre système. De 

plus, certaines bactériocines possèdent une action antimicrobienne plus vaste qui peut s’étendre 

jusqu’aux protozoaires, levures, champignons et virus (Reddy et al., 2004). Ce qui fait qu’en 

plus de leur utilisation comme alternative aux produits chimiques dans le secteur agro-

alimentaire, elles peuvent également trouver des applications dans le secteur médical. 
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Figure 4. Histoire de la découverte des bactériocines au fil du temps 

 

3. Nomenclature  

L’utilisation du mot « bactériocine » a été proposée en 1952 par Jacob et al., pour 

désigner toute protéine à action antibactérienne. Différentes règles de nomenclature ont déjà été 

proposées pour les bactériocines (Hamon, 1964), mais aucune n’a réellement été adaptée de 

façon unanime. De manière générale, et pour des raisons de simplification, la majorité des 

désignations donnée aux nouvelles bactériocines est attachée soit au genre soit à l’espèce où la 

bactériocine a été décrite pour la première fois (Karthikeyan et Santhosh, 2009). A titre 

d’exemple, la pédiocine produite pour la première fois par Pediococcus acidilactici (Henderson 

et al., 1992) ou la plantaricine produite par Lactobacillus plantarum (Anderssen et al., 1998). 

4. Classification  

La découverte permanente de nouvelles structures de bactériocines fait que leur 

classification a été revue plusieurs fois et à chaque fois remise à jour (Klaenhammer, 1993; 

Ennahar et al., 2000; McAuliffe et al., 2001; Cotter et al., 2005; Nes et al., 2007). La majorité 

des bactériocines produites par les bactéries lactiques sont classées en fonction de leur structure, 

leur poids moléculaire et de leur spectre d’action (Makhloufi et al., 2011).  

a. Classification selon Klaenhammer 

La première classification des bactériocines produites par les bactéries lactiques fut 

proposée par (Klaenhammer, 1988) et remise à jour en 1993 (Klaenhammer, 1993). Cette 
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classification qui reste la base de toute nouvelle modification, divise les bactériocines en quatre 

classes :  

i. Classe I  

C’est la classe des lantibiotiques, elle comprend des peptides de faible poids moléculaire 

inférieur à 5 KDa, stables à la chaleur et contenant des acides aminés inhabituels soufrés formés 

post-traductionellement comme la lanthionine, la β méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et 

la déhydrolanine. Cette classe se devise en deux sous-classes (Mc Auliffe et al., 2001 ; Twomey 

et al., 2002) : 

• Classe Ia : englobe les peptides cationiques hydrophobes allongés, leur chaine 

peptidique peut contenir jusqu’à 34 acides aminés. 

• Classe Ib : comprend les peptides globulaires chargés négativement ou sans charge 

nette et leur chaine peptidique contient jusqu’à 19 acides aminés. 

La bactériocine la plus connue de cette sous classe est la nisine (lantibiotique de 34 acides 

aminés) produite à partir des souches Lactococcus lactis subp lactis. 

ii. Classe II  

Les bactériocines de cette classe ne contiennent pas d’acides aminés modifiés. Elles ont 

en général une taille inférieure à 10 KDa, thermostables et chargées positivement à pH neutre 

(leur point isoélectrique pI varie entre 8 et 10). Cette classe est divisée en trois sous-classes, qui 

se caractérisent par un site de maturation conservé Gly-Gly situé sur le peptide signal.  

✓ IIa : les bactériocines de cette sous-classe ont toutes une partie N-terminale hydrophobe 

avec une séquence consensus YGNGV, ainsi qu’un pont disulfure et une partie C-

terminale moins conservée. Elles ont toutes une activité contre Listeria monocytogenes ; 

✓ IIb : elle comprend les bactériocines ayant besoin de deux peptides pour obtenir une 

activité biologique. Parmi ces deux peptides on distingue le type E (Enhancing) où l’un 

augmente l’activité de l’autre, et le type S (Synergie) où les deux peptides doivent être 

présents en quantité approximativement équivalente et sont complémentaires (Nissen 

Meyer et al., 1992); 

✓ IIc : cette-sous classe comprend les bactériocines n’appartenant à aucune des sous-classes 

citées (Hastings et al., 1991 ; Holck et al., 1992 ; TichacZek et al., 1992 ; Chikinds et al., 

1995). 
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Parmi les bactériocines de cette classe en trouve la pédiocine PA-1et la sakacine P, 

(Hastings et al., 1991 ; Holck et al., 1992 ; TichacZek et al., 1992 ; Chikinds et al., 1995), la 

lactacine F (Allison et al., 1994), la lactococcine G (Nissen-Meyer et al., 1992), ou la 

brochocine C (McCormick, et al., 1998). 

iii. Classe III  

C’est la classe des bactériocines à haut poids moléculaire (supérieure à 30 KDa) et 

thermosensibles. On trouve dans cette classe à titre d’exemple : l’helveticine I, lacticines A et 

B (Joerger et Klaenhammer, 1986 ; Toba et al., 1991). 

iv. Classe IV  

Cette classe englobe les bactériocines complexes, autrement dit, les bactériocines ayant 

besoin d’une partie non protéique pour avoir de l’activité biologique. Cette partie peut être de 

nature carbohydratée ou lipidique (Klaenhammer, 1993). 

b. Classification selon Cotter et al., (2005) 

Une autre classification a été proposée par Cotter et al., (2005), en éliminant certaines 

classes et en restaurant d’autres dans d’autres classes. Cette classification repose 

essentiellement sur la résistance à la chaleur, sur la taille et sur les propriétés physico-chimiques 

des peptides antibactériens (Nes et al., 1996 ; Cotter et al., 2005 ; Diop et al., 2008) (Figure 5). 

c. Classification selon Heng et Tag (2006) 

Heng et Tagg (2006) ont de leur part proposé une nouvelle classification des 

bactériocines. Celle-ci est considérée comme universelle car elle prend en compte les 

bactériocines produites aussi bien par les bactéries à Gram+ que les bactéries à Gram-. Cette 

classification divise les bactériocines en quatre classes avec des sous-groupes (Figure 5).  
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Figure 5. Classification universelle des bactériocines reprise avec quelques modifications. (a) 

Classification proposée par Klaenhammer (1993), (b) Classification proposée par Cotter et al., 

(2005) et (c) Classification proposée par Heng et Tagg (2006) 

Récemment, Zouhir et al., (2010) ont proposé de classer les bactériocines en douze 

classes en utilisant comme seul repère leurs structures primaires (Tableau 3). 

Tableau 3. Classification des bactériocines proposée par Zouhir et al., 2010 
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d.  Classification selon Alvarez-Sieiro et al., (2016) 

Très récemment, Alvarez-Sieiro et al., (2016) ont proposé une nouvelle classification 

ciblant principalement les bactériocines des bactéries lactiques. Cette classification consiste en 

une légère modification qui se traduit par l’apparition de nouvelles sous-classes, basées 

essentiellement sur le mécanisme de biosynthèse et l’activité biologique des bactériocines. 

Ceci, est en accord avec les propositions précédentes (Cotter et al., 2013, Arnison 2013). Cette 

classification répartit les bactériocines en trois classes : 

i. Classe I 

Classe des petits peptides modifiés post-traductionnellement (à poids moléculaire 

inférieur à 10 kDa). Cette classe englobe tous les peptides ayant subi une modification 

enzymatique au cours de la biosynthèse, et fournit donc des molécules avec des acides aminés 

modifiés (Arnison et al., 2013 ; Medema et al., 2015).  

✓ Sous-classe Ia (Lanthipeptides types I, II, III et IV) : Les lanthipeptides sont des peptides 

possédant des acides aminés inhabituels, comme la lanthionine (Arnison et al., 2013). 

✓ Sous-classe Ib : Peptides cyclisés de tête-à-queue : Les bactériocines cyclisées de tête-à-

queue sont un groupe de RIPP (Ribosomally synthesized and post-translationally modified 

peptides) dont les deux extrémités N et C-terminales sont liées par une liaison peptidique, 

ce qui rend la molécule circulaire (Figure 6).  

✓ Sous-classe Ic (Sactibiotiques) : Les bactériocines de cette classe ont été identifiées in 

silico. Elles possèdent toutes une molécule de soufre liée au carbone alpha du peptide. 

Cependant, il n'y a pas eu de sactipeptide produit par des bactéries lactiques caractérisé 

jusqu'à présent (Murphy et al., 2011). Le sactipeptide le mieux étudié, est la subtilosine A ; 

peptide circulaire à charge négative produit par Bacillus subtilis (Figure 6) (Kawulka et al., 

2003; Maqueda et al., 2008) ; il présente une activité à large spectre vis-à-vis de diverses 

bactéries (Montalbán-López et al., 2011, Mathur et al., 2015). 

✓ Sous-classe Id (peptides linéaires avec (Azol) LAPs) : C’est la sous-classe des peptides 

contenant de l'azole linéaire (LAP). Ce sont des peptides possédant diverses combinaisons 

d'anneaux hétérocycliques de thiazole et méthyloxazole (Melby et al., 2011). 

✓ Sous-classe Ie (glycocines) : Les glycocines sont des bactériocines contenant des résidus 

glycosylés (Arnison et al., 2013). En effet, la Glycocin F produite par Lactobacillus 

plantarum était la première glycocine décrite des bactéries lactiques (Stepper et al., 2011). 
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✓ Sous-classe If (les peptides lasso) : Les peptides lasso sont un groupe de RiPPs qui se 

caractérisent principalement, par la présence d'un lien amide entre le premier acide aminé 

de la chaîne peptidique de base et les résidus chargés négativement dans les positions +7 à 

+9, générant ainsi une bague qui englobe la partie linéaire C-terminale du polypeptide 

(Figure 6) (Arnison et al., 2013 ; Hegemann et al., 2015). Les peptides lasso, en plus de 

leur activité anti-antimicrobienne, auraient des effets antiviraux ou anticancéreux 

(Maksimov et al., 2012). 

ii. Classe II 

C’est la classe des bactériocines non modifiées (à poids moléculaire inférieur à 10 kDa). 

Elles ne contiennent pas de modifications inhabituelles, et ne nécessitent donc pas d'enzymes 

pour leur maturation. 

✓ Sous-classe IIa (bactériocines de type pédiocine) : Les bactériocines de la sous-classe 

IIa de type pédiocine ont un large spectre d’activité et spécialement contre Listeria 

monocytogenes (Kjos et al., 2011). La structure des peptides de cette sous-classe peut être 

divisée en deux régions distinctes séparées par une charnière flexible (Haugen et al., 

2008). La première moitié, située au niveau à l’extrémité N-terminale contient un motif 

YGNGVXC conservé, qui est impliqué dans l'interaction avec la cible (Cui et al., 2012). 

La deuxième moitié se situe à l’extrémité C-terminale (moins conservée) et semble être 

impliquée dans la spécificité de la cellule cible (Cui et al., 2012). 

✓ Sous-classe IIb (bactériocines à deux peptides) : Les bactériocines de la sous-classe IIb 

sont constituées de deux peptides très différents, dont l'activité nécessite la présence des 

deux peptides en quantités à peu près égales (Nissen-Meyer et al., 2010). C’est le cas 

notamment de la lactococcine G produite par Lactococcus lactis (Nissen-Meyer et al., 

1992). Cependant, pour d'autres telles que la thermophiline 13 produite par Streptococcus 

thermophilus (Marcis et al., 1997), les peptides ont des propriétés antimicrobiennes 

séparément, leur combinaison permet toutefois d’amplifier l’activité.  

✓ Sous-classe IIc (bactériocines sans peptide leader) : Ces bactériocines sont uniques car 

elles sont synthétisées sans peptide leader N-terminal, qui fonctionne habituellement 

comme une séquence de reconnaissance pour la sécrétion, la modification et pour le 

maintien de la bactériocine inactive à l'intérieur de la cellule productrice (Liu et al., 2011; 

Masuda et al., 2012). 
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✓ Sous-classe IId (non-pediocin-like, un seul peptide) : Il s’agit d’un groupe hétérogène 

qui ne fait pas partie des bactériocines de nature peptidique linéaire. Elle se caractérise par 

des structures, des mécanismes de sécrétion, et des modes d'action différents, telles que la 

lactococcine 972, la lactococcine A et l'entérocine B (Franz et al., 2007). 

iii. Classe III  

Il s’agit de bactériocines non modifiées de taille supérieure à 10 kDa avec un mécanisme 

d'action bactériolytique ou non lytique. C’est la classe des bactériocines thermolabiles et à 

grande masse moléculaire. Elle se caractérise généralement par des composées de différents 

domaines. C’est le cas, à titre d’exemple, de l’entérolysine A qui contient un domaine 

endopeptidase N-terminal et un domaine de reconnaissance de substrat C-terminal similaire à 

la zoocine A (Lai et al., 2002 ; Nilsen et al., 2003). Aucune bactériocine non lytique de cette 

classe n’est encore caractérisée.  
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Figure 6. Classification proposée pour les bactériocines des bactéries lactiques et leur structures 

(Alvarez-Sieiro et al., 2016). Les cases grises ont été identifiées in silico. (*bactériocines des bactéries 

non lactiques) 

Au vu des différentes classifications proposées, nous adoptons pour la suite du rapport la 

classification la plus récentes, celle de Alvarez-Sieiro et al., (2016), car elle englobe les 

bactériocines des bactéries lactiques.    
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5. Biosynthèse et régulation  

La biosynthèse des bactériocines nécessite l’interaction de plusieurs facteurs, à savoir, 

l’action d’une multitude de gènes codants pour des protéines d’induction, de structure, de 

modification, de transport, de clivage et de maturation. En effet, les bactériocines sont produites 

sous forme d’un pré-peptide non actif biologiquement qui subira par la suite des modifications 

post-traductionnelles pour aboutir au peptide actif. 

De façon générale, la production de la bactériocine est souvent régulée par un système de 

Quorum Sensing qui permet à certains gènes d’être exprimés en fonction de la densité de la 

population bactérienne (Mc Auliffe et al., 2001). 

a.  Biosynthèse des petits peptides modifiés post-traductionnellement (Classe I) 

Les gènes responsables de la biosynthèse des lantibiotiques sont désignés par le symbole 

Lan (référence aux lantibiotiques). Lan A est le gène de structure qui code pour un pré-peptide 

de 23 à 30 acides aminés avec une séquence Nt (N-terminale). Ce pré-peptide subira des 

modifications post-traductionnelles pour acquérir les quatre acides aminés inhabituels (Mc 

Auliffe et al., 2001 ; Kleerebezen, 2004 ; Xie et al., 2004 ; Patton et al., 2005). 

La régulation de la biosynthèse des lantibiotiques est sous le contrôle d’un mécanisme à 

deux composants, basé sur le Quorum Sensing. Le processus de production commence par un 

stimulus extérieur qui est la bactériocine elle-même. Présente dans la culture à basse 

concentration au début de la croissance, elle induit la phosphorylation d’un régulateur de 

réponse Lan R via une histidine kinase Lan K. Ce régulateur phosphorylé permet par la suite 

l’activation de la transcription des gènes de structure, de transport et aussi d’immunité (Figure 

7). Il s’agit donc d’une autorégulation (Mc Auliffe et al., 2001 ; Twomey et al., 2002 ; 

Kleerebezem, 2004 ; Patton et al., 2005). 

La cellule bactérienne se protège de la bactériocine qu’elle produit par ses gènes 

d’immunité. En effet, Lan I, Lan F, Lan E et Lan G sont les quatre gènes qui codent pour des 

protéines impliquées dans l’immunité de la souche vis-à-vis de sa bactériocine. Bien que le 

mécanisme d’action ne soit pas complètement étudié, il semblerait que le Lan I code pour une 

lipoprotéine qui s’attache à la surface de la membrane externe (siège d’activité de la 

bactériocine) et interagit avec le lantibiotique, l’empêchant ainsi d’y former des pores, et par 

conséquent de franchir la membrane de sa cellule productrice. Par ailleurs, les Lan F, E et G 

codent pour un ATP Binding Casquette (ABC) transporteur qui exporte la bactériocine vers 
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l’extérieur de la membrane cytoplasmique (Mc Auliffe et al., 2001 ; Twomey et al., 2002 ; Stein 

et al., 2003 ; Lubelski et al., 2008). 

 

Figure 7. Biosynthèse de la nisine et auto-immunité. Les gènes et les protéines impliqués dans 

des événements similaires sont mis en évidence avec des couleurs identiques. Les gènes et les 

protéines de modification sont représentés en rouge, le transport en bleu, le traitement en vert, 

la régulation de la biosynthèse en orange et l'auto-immunité (cyan). Le pré-peptide de nisine 

est montré en (gris/noir) alors que la nisine active est noire avec des anneaux de (méthyl) 

lanthionine indiqués en rouge (Abts et al., 2013). 

 

  Cas de la nisine (classe Ia) 

La maturation de la nisine est un processus englobant plusieurs réactions enzymatiques. 

Le précurseur est modifié par la déshydratase NisB qui déshydrate la sérine et la thréonine via 

glutamyl-glutamylation dépendant de l'ARNt (Garg et al., 2013 ; Ortega et al., 2015). Ensuite, 

la cyclase NisC favorise l'attaque nucléophile réversible de type Michael du groupe thiol d'une 

cystéine situé du côté N-terminal (Lubelski et al., 2008). Enfin, le précurseur entièrement 

modifié est transporté par NisT et activé par protéolyse NisP (Lubelski et al., 2008). Finalement, 

l'enzyme bifonctionnelle LtnT supprime le peptide leader et transloque le peptide modifié (Suda 

et al., 2012) (figure 7 et 8).  

Nisine active Peptide leader

Milieu extracellulaire

cytosol

Pré-nisine non modifiée

Pré-nisine entièrement modifiée
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Figure 8. Modification post-traductionnelle de la nisine (Mavaro et al., 2011) 

 

b.  Biosynthèse des bactériocines non modifiées (classe II)  

Les bactériocines de la classe IIa sont également produites sous forme d’un pré-peptide 

inactif, qui devient actif après certaines modifications (Figure 9). Le pré-peptide comprend une 

séquence N-terminale très conservée, appelée séquence signal, qui contient une vingtaine 

d’acides aminés et qui sera clivée par la suite du côté C-terminal du doublet glycine GG par le 

domaine protéasique de l’ABC transporteur lors de l’excrétion du milieu intracellulaire pour 

donner à la fin le peptide biologiquement actif (Figure 10) (Ennahar et al., 2000). Il est à noter 

que, la seule transformation post-traductionnelle est la formation d’un ou deux ponts disulfure 

pour l’activité (Drider et al., 2006). 

Peptide leader 

Pré-nisine non modifiée 

B 

Pré-nisine déshydratée 

A 

Pré-nisine entièrement modifiée 

C 

D 

Nisine 

NisB, déshydratation 

NisC, cyclisation 

NisT, export 

NisP, traitement 
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Figure 9. Mécanisme de transport et de maturation des pré-bactériocines de la sous-classe IIa 

possédant un peptide leader (Simon, 2001) 

 

La régulation de la production des bactériocines de la classe IIa est sous le contrôle d’un 

système de Quorum Sensing à trois composantes : peptides d’induction, une histidine kinase et 

un régulateur de réponse. Le processus est sous forme d’une chaine fermée. Autrement dit, il y 

a une sorte d’auto-induction (synthèse et régulation). Le peptide d’induction est produit à faible 

concentration dans le milieu avec ou sans activité inhibitrice. Il se caractérise par sa stabilité 

vis-à-vis de la chaleur, par son faible poids moléculaire, il est cationique et hydrophobe, et sa 

partie N-terminale est clivée au niveau du motif GG lors de l’excrétion par l’ABC transporteur 

(Ennahar et al., 2000 ; Eijsink et al., 2002). Quand le peptide d’induction atteint une certaine 

concentration, il active l’histidine kinase transmembranaire, ce qui induit par la suite la 

phosphorylation du régulateur de réponse et l’activation de l’expression des gènes de structure, 

d’immunité et de transport, ainsi que ceux du système de régulation à trois composantes, d’où 

son appellation ʺsystème auto-induitʺ (Eijsink et al., 2002 ; Drider et al., 2006). 

En effet, la production des bactériocines de cette classe est codée par des gènes organisés 

en trois opérons, dont le premier contient des gènes de structure et d’immunité. Ce dernier, code 

pour une protéine intracellulaire qui interagit avec la bactériocine et la mannose perméase afin 

d’empêcher la bactériocine de former des pores dans la membrane de sa cellule productrice. Le 

deuxième opéron comprend des gènes sécréteurs de la bactériocine à l’extérieur de la cellule 

(ABC transporteur et une protéine accessoire). Enfin, le troisième contient des gènes du système 

de régulation à trois composantes (Diep et al., 2007) 
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Figure 10. Aperçu schématique du mécanisme proposé pour la production de bactériocines de 

la classe IIa (Ennahar et al., 2000) 

 

➢ Cas de la pédiocine PA-1(classe IIa)   

L’opéron de la pédiocin PA-1 contient quatre gènes, à savoir, le gène de structure pedA et les 

déterminants d'immunité pedB, pedC et pedD qui encodent pour une protéine accessoire 

transporteur ABC (Nissen-Meyer et al., 2009 ; Cui et al., 2012). Le peptide leader sert comme 

signal de reconnaissance pour le traitement et la sécrétion de la bactériocine par un transporteur 

ABC dédié. Les bactériocines de classe IIa peuvent être produites de manière constitutive 

(comme la pédiocine PA-1) ou régulée par un système QS (comme la sakacine A) (Ennahar et 

al., 2000). 

 

➢ Cas des entérocines L50A et B (classe IIb) 

Les gènes de structure et d'immunité des deux entérocines L50 A et B sont situés sur le même 

opéron, de l’ADN plasmidique. Ainsi, ces deux bactériocines sont sécrétées sans peptides 

leaders sous forme de précurseurs inactifs quand ils sont encore dans le cytoplasme, ceci 

protège probablement la cellule contre la toxine qu’elle produit. Cependant, le mécanisme de 

transport de ces bactériocines vers l’extérieur reste inconnu (Jack et al., 1995 ; Nes et al., 1996). 

c.  Biosynthèse des bactériocines de la classe III  

La biosynthèse des bactériocines de la classe III dépend de l'expression de trois gènes ; 

un gène codant pour le précurseur de la bactériocine, un gène codant pour une protéine 

d'immunité, et un gène codant pour une protéine de transport (Beukes et al., 2000). 
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6.  Mode d’action 

Le siège de l’activité des bactériocines est la membrane cellulaire, raison pour laquelle la 

majorité des bactériocines n’ont pas d’activité contre les bactéries à Gram négatif, du fait 

qu’elles n’arrivent pas à franchir la membrane externe sauf dans de rares cas. Cependant, même 

si le siège d’activité est le même, les mécanismes d’action diffèrent selon les classes des 

bactériocines. 

 

Figure 11. Principaux mécanismes d’action des bactériocines produites par les bactéries à 

Gram+ (Fernandez, 2014) 

 

a.  Classe I 

Les peptides appartenant à cette classe, attaquent la membrane de la cellule cible par 

interaction électrostatique ou bien par liaison à des récepteurs, notamment le lipide II 

transmembranaire impliqué dans la synthèse des peptidoglycanes (Figure 11). Suite à cette 

liaison, de larges pores non spécifiques se forment dans la membrane cytoplasmique ce qui 

cause un efflux rapide des petits composés cytoplasmiques tels que les ions, les acides aminés, 

l’ATP… et provoque ainsi, la dissipation totale du potentiel transmembranaire et du gradient 

de pH (Nicholls & Ferguson, 1992; Montville & Chen, 1998; Ennahar et al., 2000). La force 

proton motrice (FPM) joue en effet, un rôle central dans la synthèse de l'ATP, le transport actif 

et la mobilité bactérienne (Nicholls & Ferguson, 1992). Cette cessation rapide des activités 

cellulaires entraine rapidement la mort de la cellule (Ecker et al., 1992). 
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La liaison lantibiotique-lipide II, peut conduire en même temps à l’inhibition de la 

synthèse de la paroi cellulaire (Mc Auliffe et al., 2001 ; Twomey et al., 2002 ; Bauer et al., 

2005) et même à l’inhibition de la sporulation. Par ailleurs, les lantibiotiques à deux peptides 

agissent également par la formation de pores dans la membrane des cellules cibles, comme la 

lacticine 3147, dont le peptide A1 a une activité plus élevée en présence du deuxième peptide 

(Mc Auliffe et al., 2001). 

Contrairement aux autres bactériocines, la lactococcine 972 fait l’exception à la règle 

générale. En effet, cette bactériocine est composée de 53% d’acides aminés polaires (Martinez 

et al., 1999). Cette caractéristique fait que la membrane extérieure de la cellule cible n’est pas 

son site d’action. Martinez et al., (1999) ont démontré que cette bactériocine agissait sur la 

synthèse du septum lors de la division cellulaire. Cependant, cette inhibition n’agit pas 

directement sur la mort cellulaire ; la cellule est toujours en mesure de croitre et de synthétiser 

des macromolécules. L’action bactéricide est plutôt observée lors de la division cellulaire 

suivante. A ce moment, la cellule commence à s’agrandir et à perdre l’intégrité de sa membrane. 

Ce mode d’action est cohérant avec le fait que la lacticine 972 n’affecte que les cellules en 

phase exponentielle. Lors de la phase stationnaire trop peu de cellules se divisent pour que ce 

phénomène soit observable. 

b.  Classe II  

Le mécanisme d’action supposé pour les bactériocines de la sous-classe IIa est 

l’interaction de la bactériocine avec la membrane ou avec un récepteur spécifique ; l’unité D de 

la mannose phospho-transférase (enzyme transmembranaire multimérique). Cette liaison induit 

la formation de pores dans la membrane entrainant sa perméabilisation, puis la dissipation des 

composantes de la force motrice provoquant ainsi la mort cellulaire (Figure 11) (Dalet et al., 

2000 ; Héchard et al., 2001 ; Gravesen et al., 2002 ; Vadyvaloo et al., 2004 ; Bauer et al., 2005). 

Pour la sakacine, le mode d’action consiste à former des pores au niveau de la membrane 

interne, ce qui conduit par la suite à la mort de la cellule cible (Figure 11) (Fernandez, 2014). 

• Cas des bactériocines de la classe IIa (Ex. pédiocine) : Les bactériocines de classe IIa sont 

constituées de trois parties aux propriétés physico-chimiques différentes. Une première se 

trouve dans la partie N-terminale hydrophile chargée positivement (feuillet β), se lie de 

façon non spécifique par l'intermédiaire d'interactions électrostatiques (Abee et al., 1995). 

Une deuxième partie C-terminale hydrophobe, s'insère dans la membrane cytoplasmique 

par des interactions hydrophobes et forment ainsi des pores responsables de l'augmentation 
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de la perméabilité membranaire. Finalement, une troisième partie qui se situe entre les deux 

extrémités Nt et Ct, cette partie est hydrophile, adopte une structure hélicoïdale et s'insére 

à l'interface hydrophile-hydrophobe des phospholipides membranaires, provoquant ainsi, la 

déstabilisation de la bicouche lipidique (Bennick et al., 1998). Il est à noter, que la présence 

de coude β permet au motif YGNGV de reconnaître la cible membranaire et ainsi de 

s'orienter sur la surface de la membrane. 

• Cas des bactériocines de la classe IIb. Les bactériocines de la sous-classe IIb ont en 

général un spectre d’action inhibant une large gamme de bactéries à Gram positif. Elles 

forment des pores et rendent la membrane perméable à différentes petites molécules (des 

cations monovalents ou des anions), ce qui dissipe une ou deux composantes de la force 

proton motrice (Oppergard et al., 2007). 

Exemple des entérocines L50 A et B : Le mode d’action des entérocines L50 n’est pas 

bien étudié. Cependant, il semble que leur action soit similaire à celle des peptides 

antimicrobiens et/ou hémolytiques comme le cas des toxines sécrétées par les staphylocoques. 

Leur activité consiste à rompre les cellules en formant des pores sélectifs pour les cations dans 

leur membrane plasmique (Fitton et al., 1980 ; Lee et al., 1984). 

c. Classe III 

Chez les bactériocines non lytiques, l’activité bactéricide a lieu en absence de lyse 

cellulaire concomitante (Alvarez-Sieiro et al., 2016). Cette activité se manifeste par l’hydrolyse 

des liaisons peptidiques des peptidoglycanes des cellules cibles. Ainsi, la lysostaphine (classe 

III) agit directement au niveau du peptidoglycane (Figure 11). La zoocine A est un autre 

exemple de bactériocines de la classe III qui se caractérise par un spectre d'action étroit alors 

que l'entérolysine A et la milléricine B ont un spectre d'action large (Nilsen et al., 2003).  

7. Facteurs influençant la production de bactériocines 

Différentes études ont montré que plusieurs facteurs pouvaient influencer la production des 

bactériocines. C’est le cas notamment, de la durée et de la température d’incubation, du pH 

initial de culture, de la composition du milieu de culture, ainsi que de la technologie de 

fermentation utilisée. D’autres études ont également montré que la présence d’autres 

microorganismes compétitifs dans le milieu outre la souche productrice, stimulait la production 

des bactériocines (Tabasco et al., 2009). 
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a. Température d’incubation et pH initial de culture 

Généralement, les conditions optimales de la production des bactériocines sont inférieures 

à celles de la croissance de la souche productrice, notamment, la température et le pH initial du 

milieu de culture (Parente et al., 1999 ; Dortu et Thonart, 2009 ; Sharma et al., 2010). Verluyten 

et al., (2004) ont même suggéré que lorsque les conditions de croissance bactérienne devenaient 

défavorables, la production des bactériocines était stimulée.   

b. Composition de milieu de culture 

Vu leurs exigences nutritionnelles, des milieux de culture complexes sont généralement 

utilisés pour la croissance des bactéries lactiques tels que le MRS, le BHI et le M17 (Elmoualdi 

et al., 2008 ; Xie et al., 2011 ; Ammor et al., 2006 ; Hadji-Sfaxi et al., 2011). De ce fait, la 

composition du milieu de culture, en particulier sa teneur en sources de carbone et d’azote 

influence considérablement la production de bactériocines en terme de rendement (Dortu et 

Thonart, 2009).  Par ailleurs, certaines études ont montré que la production des bactériocines 

pouvait être optimisée suite à l’ajout d’extrait de levure (Benkerroum et al., 2000 ; Labioui et 

al., 2005 ; Sarika et al., 2010). 

c. Durée d’incubation 

Les bactériocines sont généralement produites à la fin de la phase exponentielle et au début 

de la phase stationnaire de croissance. De ce fait, l’incubation doit être stoppée afin d’empêcher 

la dégradation des bactériocines sous l’effet des protéases produites par la bactérie (Savijoki et 

al., 2006) et éviter la baisse de leur concentration dans la culture. 

d. Présence de microorganismes compétitifs 

La présence des microorganismes compétitifs dans le milieu stimule la production des 

bactériocines. En effet, certaines études ont montré que la production de la bactériocine 

lactacine B avait augmenté en présence de cellules cibles vivantes (Tabasco et al., 2009). De 

même, Ruiz-Barba et al, (2010) ont montré qu’une co-culture de la souche Lactobacillus 

plantarum NC8 avec l’espèce Enterococcus faecium stimulait la production de sa bactériocine. 

8. Application 

Les bactériocines possèdent une grande tolérance aux variations de pH et aux traitements 

thermiques. Elles ont également un spectre antibactérien étroit et ont le pouvoir de cibler 

sélectivement les bactéries pathogènes ou altérantes sans inhiber les bactéries indispensables. 
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Elles sont sensibles aux protéases digestives et ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes 

(Wijaya et al., 2006). 

a.  Alimentaire 

 Les bactériocines ont un énorme potentiel dans la bio-conservation alimentaire, soit 

seules soit en combinaison avec d'autres méthodes de conservation (Chen et al., 2003). Ainsi, 

plusieurs études ont montré que les bactériocines de la classe IIa avaient une forte activité 

antimicrobienne contre des bactéries hautement pathogènes d’origine alimentaire, notamment 

Listeria monocytogenes. En 1996, Ennahar et al., (1996a) ont montré que la pédiocine PA-1 

produite par la souche Lactobacillus plantarum WHE 92 avait une activité inhibitrice contre 

Listeria monocytogenes présente dans le fromage Munster. Le développement de cette même 

souche de Listeria monocytogenes a pu être inhibé en utilisant l’enterocine 81 produite par 

Enterococcus faecium WHE 81 (1998b). Par la suite, Izquierdo et al., (2009), ont utilisé la 

même bactériocine, enterocine 81 produite par Enterococcus faecium WHE81 comme culture 

de surface au début de la maturation du Munster et ont pu ainsi empêcher le développement de 

Listeria monoocytogenes. En 2012, une autre étude menée par Kingcha et al., 2012 a montré 

que l’utilisation de la pédiocine PA-1 produite par Pediococcus pentosaceus BCC 3772 

permettait de contrôler efficacement la croissance de Listeria monocytogenes dans une variété 

de saucisse de porc thaïlandais fermenté traditionnellement (Nham). 

Plus récemment, Hammi et al., (2016) ont obtenu une stabilisation de la croissance de la 

souche Listeria monocytogenes 3b LC 40 dans du lait fermenté en présence de deux bactéries 

lactiques productrices de bactériocines, à savoir : la souche Lactobacillus plantarum B 

productrice de la pédiocine et la souche Lactobacillus paracasei GRU3 multiproductrice de 

bactériocines (pédiocine PA-1, entérocine AS-48, entérocine B et la BacSJ2-8). 

Par ailleurs, certaines études ont montré que l’incorporation de bactériocines, dans des 

films alimentaires permettait de réduire la croissance des microorganismes pathogènes pouvant 

se développer à la surface du produit durant sa conservation (Galvez et al., 2007). Woraprayote 

et al., (2013), en incorporant de la pédiocine PA-1 dans un film d'emballage ont pu réduire 

significativement la charge initiale de Listeria monocytogenes à la surface de la viande. Un 

autre mode d’application consiste en des gels ou des films tels que l’alginate de calcium, la 

cellulose, la gélatine, des films de polysaccharides…etc. Ainsi, la bactériocine sera libérée dans 

le produit au cours de sa conservation (Luchansky et al., 2004 ; Deegan et al., 2006 ; Ghalfi et 

al., 2006). 
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b.  Médicale  

L’utilisation des bactériocines n'est pas limitée au domaine alimentaire, mais elles 

peuvent avoir aussi des applications en médecine humaine et vétérinaire. Leur activité 

antimicrobienne in vitro et in vivo, la variété de leurs spectres d’activité, leur faible toxicité, 

font que les peptides antimicrobiens peuvent constituer une alternative prometteuse aux 

antibiotiques (Cotter et al., 2013). 

Ainsi, des tests réalisés in vivo chez des chiens, ont montré l’inhibition par la nisine de 

biofilms de Staphylococcus ou de Streptococcus responsables de l’apparition de gingivites 

(Howell et al., 1993). La nisine s'est avérée également efficace contre d’autres types 

d’infections, tels que les infections intra-mammaires et la mastite dues principalement, aux 

Streptococcus et Staphylococcus (Taylor et al., 1949 ; Broadbent et al., 1989 ; Cotter et al., 

2005a). D’autres études ont montré, que la nisine pouvait être utilisée efficacement contre 

Helicobacter pylori, responsable des infections gastro-intestinales tels que les ulcères 

gastriques (Guder et al., 2000 ; Stern et al., 2006). L’avantage de la nisine réside dans sa 

résistance à la pepsine et aux conditions acide de l’estomac, ce qui permet le maintien de sa 

stabilité et de son activité antimicrobienne (Guder et al., 2000). 

D’une manière générale, différentes bactériocines ont montré leur efficacité vis-à-vis de 

diverses infections causées par des bactéries pathogènes. Ainsi, les salivaricines A2 et B 

produites par des souches de Streptococcus salivarius ont montré une activité contre les 

bactéries responsables de la mauvaise haleine (Tagg, 2004). Par ailleurs, la ST4SA, une 

bactériocine de classe IIa, produite par Enterococcus mundtii s’est avérée très active contre des 

bactéries à Gram positif responsables d’infections au niveau de l’oreille moyenne (Knoetze et 

al., 2008). Une autre bactériocine de la classe IIa, la divercine V41, a quant à elle montré, in 

vivo chez la souris, une activité antimicrobienne dirigée contre Listeria monocytogenes 

suggérant une utilisation potentielle de cette bactériocine pour prévenir la listériose (Rihakova 

et al., 2010). Des études similaires ont montré que la subtilosine A, un lantibiotique produit par 

Bacillus subtilis (Babasaki et al., 1985) était actif contre Listeria monocytogenes, Gardnerella 

vaginalis, Streptococcus agalactiae et Micrococcus luteus (Sutyak et al., 2008a). La subtilosine 

A a montré également, un effet spermicide lors de tests in vitro sur des spermatozoïdes humains 

(Sutyak et al., 2008b). 
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9. Etat des lieux et contraintes d’utilisation 

a.  Etat des lieux 

Les bactériocines peuvent être appliquées sous une forme purifiée, semi purifiée, sous 

forme d’un concentré obtenu après fermentation d’un substrat (produit alimentaire). Un 

exemple d’application sous forme de concentré de fermentation est celui de la pédiocine qui est 

commercialisée sous le nom de ALTA 2341 (Deegan et al., 2006 ; Galvez et al., 2007). De 

même, la nisine, seule bactériocine autorisée à ce jour comme additif alimentaire, est 

commercialisée sous le code E234 (Guinane et al., 2005). Néanmoins, le cout élevé de la 

purification des bactériocines constitue un facteur limitant pour leur utilisation sous forme pure. 

Raison pour laquelle l’utilisation des bactériocines peut se faire également in situ, par 

l’incorporation directe des souches productrices dans les produits alimentaires (Leroy et al., 

2004). 

b.  Contraintes et alternatives d’utilisation  

L’application des bactériocines dans le domaine alimentaire ou bien médical constitue 

certes une alternative naturelle aux produits de synthèse connus (Muriana et al., 1996). 

Cependant, de nombreux facteurs peuvent limiter leur utilisation.  

Ainsi, pour une application alimentaire, la composition de l’aliment (l’activité de l’eau 

Aw, la présence de protéines et matière grasse …), la nature des traitements appliqués et la 

nature et l’importance de la flore autochtone peuvent réduire, voire inhiber totalement l’activité 

de la bactériocine. Muriana et al., (1996) ont montré que les interactions qui pouvaient avoir 

lieu entre la bactériocine et les composants de l’aliment (gras, additifs…) diminuaient la 

solubilité et l’activité de celle-ci (Schöbitz et al., 2003 ; Galvez et al., 2007). Dans l’objectif de 

pallier ces éventuelles difficultés et d’augmenter l’activité antimicrobienne, la combinaison des 

bactériocines avec d’autres bactériocines ou bien avec d’autres agents antibactériens a été 

proposée. A titre d’exemple, la combinaison de différentes bactériocines entre elles a permis 

d’élargir le spectre d’action, tout particulièrement en combinant des bactériocines appartenant 

à des classes différentes (Vignolo et al., 2000). De même, la combinaison des bactériocines 

avec d’autres traitements de conservation chimiques (les antioxydants, les nitrites, l’éthanol, les 

huiles essentielles…) ou physiques a abouti à des résultats prometteurs pour la conservation des 

aliments. Cependant, ce genre de combinaisons doit être sélectionné soigneusement, afin de 
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préserver les propriétés organoleptiques de l’aliment (Rodgers, 2004 ; Deegan et al., 2006 ; 

Galvez et al., 2007). 

Par ailleurs, une autre contrainte concerne le problème de la résistance que certaines 

bactéries peuvent développer vis-à-vis des bactériocines comme c’est le cas vis-à-vis des 

antibiotiques. Cette résistance résulte d’un surdosage ou d’une exposition répétée aux 

bactériocines. En effet, on peut distinguer trois types de résistants : 

• Résistants naturels : où l’ensemble des souches appartenant à la même espèce sont 

naturellement insensibles à la bactériocine sans aucune adaptation portée, c’est le cas 

notamment de la souche Leuconostoc citreum CIP 103405 résistante à la 

mésentérocine 52A (Lominet et al., 2002) ; 

• Résistants induits : où une souche initialement sensible à une bactériocine devient 

résistante à celle-ci suite à une mutation ou bien à l’expression d’un phénotype de 

résistance lié à une adaptation (Guinane et al., 2007). En effet, la résistance de Listeria 

monocytogenes à la nisine a été attribuée à des changements de la composition en 

acides gras membranaires et à des modifications au niveau de la paroi (Kramer et al., 

2006; Naghmouchi et al., 2007) ; 

• Résistants immunisés : Ce type de résistants englobe toutes les souches productrices 

des peptides antimicrobiens dont les bactériocines. Cette résistance se produit suite à 

l’expression de protéines d’immunité simultanément à celle des bactériocines. Ainsi, 

la nisinase, est une protéine produite par certaines souches bactériennes, responsable 

de l’inactivation la nisine (Klaenhammer, 1993).  

Afin de contourner ce problème de résistance aux bactériocines, leur combinaison avec 

d’autres agents de diverses origines a été préconisée. Ceci devrait permettre d’obtenir des effets 

additifs voire synergiques des actions des différents agents antimicrobiens vis-à-vis de 

nombreux pathogènes (Luders et al., 2013). 
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I. Echantillonnage  

L’isolement des souches de bactéries lactiques a été effectué à partir des produits du 

terroir (laits, miel, olive, fruits, légumes…) provenant de différentes régions du Maroc. Les 

prélèvements ont été réalisés sur une période de deux années (la fin 2014 à la fin de 2016). 101 

échantillons alimentaires appartenant à différents biotopes et à différentes origines ont été 

analysés. Il s’agit de laits crus de différentes espèces (37), de Jben (8), de Lben (8), de Raib (4), 

d’olives fermentées traditionnellement (9), de miel (4), de sol (4), de jus de fruits et de légumes 

naturels (5), de colostrum (2), de graisse de chamelle (3), d’huile (3), et divers autres sources 

(11) (beure, poisson, câpres, intestin de poulet, intestin de mouton…). Tous les échantillons ont 

été prélevés et transportés au laboratoire dans des conditions aseptiques à 4ºC et maintenus à 

cette même température jusqu’à leur analyse. 

Les échantillons alimentaires ont été dilués dans de l’eau physiologique stérile (9‰ NaCl) 

par à une série de dilutions décimales de 10-1 à 10-6, ensuite dix µl de chaque suspension diluée 

ont été ensemencés par étalement sur gélose MRS coulée auparavant sur boite de Pétri et 

incubés à 30ºC pendant 24 à 48 h. Les colonies apparaissant après incubation ont subi un test 

antibactérien direct pour la mise en évidence de leur pouvoir antibactérien. 

Les souches indicatrices utilisées pour le test antibactérien direct et indirect et pour le 

reste de l’étude (mise en évidence de l’activité antibactérienne) sont répertoriées dans le 

tableau 4. 
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Tableau 4. Souches indicatrices utilisées pour déceler l’activité antibactérienne et établir le spectre 

d’activité des isolats analysés 

Code Espèce Réference 

E1 Enterococcus casseliflavus G6j 

E2 Enterococcus columbae F10d 

E3 Enterococcus faecalis G9h 

E4 Enterococcus faecium G8b 

E9 Enterococcus faecalis OA 

E10 Enterococcus faecium WHE 81 

E11 Enterococcus faecium LC 25 

E23 Enterococcus munditii LC362 

E26 Enteroccus raffinosus LC 361 

E29 Escherichia coli ATCC 25922 

L15 Lactobacillus Saker ATCC 15521 

L17 Lactobacillus lactis RO50 

L18 Lactococcus lactis WHE 53 

L30 Listeria innocua 14 6a! 

L31 Listeria innocua 6b 

L36 Listeria monocytogenes 3a 

L35 Listeria monocytogenes 1/2C 

L37 Listeria monocytogenes 3b 

B1 Bacillus cereus CIP 78.3 

LV131 Souche isolée dans cette étude - 

LV1 Souche isolée dans cette étude - 

L3 Souche isolée dans cette étude - 

M3 Souche isolée dans cette étude - 

ATCC : American Type Culture Collection ; CIP : Collection de l’Institut Pasteur ; 

LC : Collection du Laboratoire 
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II. Pouvoir antagoniste (test antibactérien)  

La détection de l’activité antibactérienne est basée essentiellement sur la diffusion de 

l’agent antibactérien dans le milieu de culture pour inhiber la croissance bactérienne de la 

souche indicatrice. La mise en évidence de cette activité a été effectuée d’abord, par le test 

antibactérien direct (selon la technique de deuxième couche), afin de sélectionner les colonies 

dotées d’un effet antagoniste et par la suite par le test antibactérien indirect (selon la technique 

de spot) (Izquierdo et al., 2008 ; Hammi et al., 2016) pour retenir les isolats les plus performants 

ayant un effet antibactérien reproductible. 

1. Test antibactérien direct 

Cinq ml du milieu MRS agar liquéfié à 100ºC puis refroidi à 50ºC ont été inoculés par 

0,1% (v/v) d’une culture jeune de la souche indicatrice en fin de phase exponentielle de façon 

à obtenir une concentration aux alentours de 105 UFC/ml. Les colonies qui apparaissent sur la 

boite de Pétri lors de l’isolement ont été recouvertes par cette préparation (comme 2éme couche) 

afin de déceler les colonies dotées d’activité antibactérienne. Les boites sont ensuite incubées à 

nouveau à 30ºC pendant 18 h (Figure 12). 

2. Purification des bactéries 

Les colonies ayant montré une zone d’inhibition ont été prélevées pour être purifiées. 

Cette étape consiste à réaliser des repiquages successifs sur milieu solide jusqu’à l’obtention de 

colonies identiques par l’aspect et par la couleur. On considère alors que la souche est purifiée. 

3. Test antibactérien indirect 

Après avoir purifié les colonies ayant montré des zones d’inhibitions, le test 

antibactérien indirect a été réalisé. La méthode du « spot on the lawn » est utilisée et consiste à 

inoculer un bouillon MRS à environ 104 UFC/ml de la souche productrice, à l’incuber à 30ºC 

pendant 18 h, puis à le filtrer à travers une membrane en nitrocellulose ayant une porosité de 

0,45µm afin d’éliminer les cellules bactériennes. La durée d’incubation de la culture 

bactérienne ne doit pas déppaser la phase exponentielle de croissance, afin d’éviter la 

dégradation des bactériocines sous l’effet des protéases. 

Des tubes contenant 5 ml de MRS agar ont été portés à ébullition, refroidis à 50°C puis 

ensemencés par la souche indicatrice de la même manière que pour le test direct. La préparation 

a été coulée comme 2éme couche sur une boite de Pétri contenant une 1ère couche du milieu MRS 
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agar stérile. Enfin, 10µl du filtrat obtenu ont été déposés sous forme de spots sur la boite 

préparée. L’activité antibactérienne se traduit par l’apparition de zones d’inhibition autour des 

gouttes déposées après 18 h à 24 h d’incubation à 30ºC (Figure 12). 

 

Figure 12. Schéma du test antibactérien direct et indirect 

4. Test de la dilution critique 

Une série de dilutions en cascade de ½ est réalisée dans de l’eau ultra-pure stérile, puis 

10 µl de chaque dilution sont déposés sur une boite de gélose MRS inoculée d’une culture 

indicatrice de la même façon que pour le test indirect. Après incubation, l’activité 

antibactérienne correspond à l’inverse de la plus grande dilution inhibitrice multiplié par 100 

exprimée en Unités Arbitraires par ml (UA/ml) (Ennahar et al., 2001 ; Hammi et al., 2016). 

5. Spectre d’activité  

Afin de déterminer leur spectre d’activité, les bactéries dotées d’activité antibactérienne 

ont été testées sur une plus large gamme de souches indicatrices. Ce test permet d’une part de 

donner une idée sur l’activité de l’ensemble des bactériocines de la souche productrice, car une 

seule souche peut produire plusieurs bactériocines, et d’autre part de faire le bon choix de la 

souche indicatrice qui sera utilisée pour suivre les différentes étapes de purification. 
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III. Identification et conservation des bactéries lactiques  

1. Identification  

Les isolats retenus ont subi des tests microscopiques avant d’être identifiés au niveau de 

l’espèce par typage par spectrométrie de masse à temps de vol par désorption-ionisation laser 

assistée par matrice (MALDI-TOF MS). L’étude de la morphologie bactérienne par 

microscopie permet de déterminer la forme des bactéries, leur mobilité, leur mode 

d’association, ainsi que, leur type de Gram qui est la base de l’identification d’une souche 

bactérienne. Il est à noter que le choix des souches était basé sur la reproductibilité de la 

production des bactériocines par les souches retenues. 

Les souches d’intérêt qui appartiennent aux bactéries lactiques ont été identifiées au 

niveau de l'espèce par 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. 

2. Conservation  

Les souches ayant montré un pouvoir antagoniste ont été conservées pour une utilisation 

ultérieure. 

a.  Conservation de courte durée  

Pour la conservation de courte durée, les souches purifiées ont été ensemencées sur un 

milieu MRS gélose incliné. Après incubation à 30ºC pendant 24 h, les cultures sont maintenues 

à 4ºC au réfrigérateur et le repiquage des souches est effectué toutes les 4 semaines (Badis et 

al., 2005). 

b.  Conservation de longue durée  

Elle a été effectuée selon deux méthodes ; à -20ºC pour une conservation de quelques 

mois à quelques années et à -80ºC pour une conservation de plusieurs années. 

• Pour la conservation à -20ºC, 70% d’une culture jeune a été mélangée avec 30% de 

glycérol pour un volume de 1 ml dans un tube Ependorff. 

• Pour la conservation à -80ºC, après centrifugation de la culture à 5000 tr/min pendant 5 

min et élimination du surnageant, 1 ml de la préparation (70% du milieu BHI + 30% de 
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glycérol) a été rajouté au culot. Après obtention d’un mélange homogène, la solution a 

été versée dans un cryotube contenant des billes d’adsorption. Après une nuit à 4°C, les 

tubes sont stockés à -80°C. 

NB : les billes utilisées servent à adsorber les cellules bactériennes. En cas de besoin, une seule 

bille suffit pour faire une nouvelle culture. 

IV. Optimisation de conditions expérimentales pour la production des bactériocines 

Afin d’optimiser la production des bactériocines par les souches bactériennes retenues, 

différentes conditions expérimentales ont été testées. A cet effet, des milieux de culture à 

différents pH initiaux (5,0 à 8,0), à différentes concentrations de NaCl (0%, 1%, 2% et 3%) et 

à différentes concentrations de l’extrait de levure (0%, 1%, 2% et 3%) ont été utilisés. Les 

incubations ont été réalisées à trois températures différentes (30º, 37º et 40ºC) pendant des 

durées d’incubation de 10 h à 20 h avec un suivi d’activité au bout de chaque 2 h. La mise en 

évidence de l’activité antibactérienne des extraits de culture a été déterminée par la méthode du 

« spot on the lawn ». Les résultats obtenus ont été exprimés en fonction du diamètre de la zone 

d’inhibition (mm). 

Trois conditions expérimentales ont été testées pour mesurer l’activité de l’extrait de 

culture, à savoir : l’effet de la température, l’effet du pH initial et l’effet de la durée 

d’incubation. Pour suivre la production de bactériocine, le test de la dilution critique décrit 

précédemment a été utilisé et les résultats obtenus ont été exprimés en UA/ml. 

V. Purification des bactériocines  

La purification des bactériocines a été effectuée selon un protocole établi par Ennahar 

(2001). Elle se fait à partir de l’extrait de culture de la souche productrice, en se basant sur le 

caractère cationique et relativement hydrophobe de celles-ci. 

1. Préparation de l’extrait de culture  

Avant leur utilisation, les cellules bactériennes ont été revivifiées par deux pré-cultures 

successives dans un bouillon MRS pendant 18 h à 30ºC. Puis, 2 L de bouillon MRS stérile ont 

été inoculés à 0,1% (v/v) par une culture en phase exponentielle (environ 18 h d’incubation), 

puis incubés environ 15 h, de façon à récupérer la quasi-totalité de la quantité de bactériocines 

produites par la souche bactérienne. Ensuite, la culture bactérienne a été centrifugée à 8000 
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tr/min pendant 30 min à 4°C. A la fin de la centrifugation, le surnageant a été récupéré et ajusté 

à pH 6,5 avec une solution de NaOH (Figure 14). 

Généralement, le protocole de purification se fait en quatre étapes : précipitation des 

protéines, dessalage, passage par un échangeur de cations et purification par HPLC en phase 

inverse. Dans le présent travail et dans l’objectif d’optimiser ce protocole, nous avons passé 

directement notre extrait de culture directement sur une colonne échangeuse de cations, sans 

passer par l’étape de précipitation des bactériocines par le sulfate d’ammonium. En effet, cette 

étape permet la concentration des bactériocines, mais résulte en des échantillons avec une forte 

concentration en sel, ce qui affecte l’efficacité du passage sur l’échangeur de cation et nécessite 

donc une étape supplémentaire, le dessalage. Etant donné que les bactériocines sont des 

peptides de petite taille, leur précipitation au sulfate d’ammonium représente des risques de 

perte lors de la purification. Ainsi, dans certain cas, une étape de concentration des bactériocines 

par précipitation au sulfate d’ammonium suivi par un dessalage, résulte plutôt en une perte 

qu’en une concentration de la bactériocine.  

2. Purification par passage sur un échangeur de cations  

La purification des bactériocines est basée essentiellement, sur le caractère cationique de 

celles-ci. Généralement, elles ont un pHi ≥9, elles sont donc retenues sur des colonnes 

échangeuses de cations à des pH proches de la neutralité. 

La colonne utilisée (SP-Sépharose HP, longueur 100 mm, diamètre interne 26 mm, taille 

de particule 34 μm, Amersham Biosciences), est montée sur une chaîne HPLC basse pression 

Waters 600 (Waters, St-Quentin, France). Cette colonne a été préalablement équilibrée avec un 

tampon acétate de sodium 20 mM (Tampon A) à un débit de 5 ml/min. Le pH du tampon A, 

proche de la neutralité, était modifié selon la bactériocine à purifier. Après passage de 500 ml 

de l’extrait de culture (Fraction I), la colonne a été lavée avec 200 ml du tampon A au même 

débit. La solution obtenue après passage de l’extrait de culture et après lavage de la colonne, 

appelée filtrat, ne contient généralement pas d’activité antibactérienne (Figure 14).  

Les molécules de bactériocine retenues par la colonne ont été éluées avec 100 à 200 ml 

du tampon B (tampon A avec NaCl 1M) à un débit de 5ml/min. L’activité antimicrobienne de 

l’éluat obtenu (Fraction II) a été testée par titrage en utilisant le test de la dilution critique décrit 

précédemment. Il est à noter qu’après le passage de 500 ml de l’extrait de culture sur la colonne, 
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les bactériocines retenues ont été eluées avec 100 à 200 ml du tampon B. Ainsi, pour 2L 

d’extrait de culture, 800 ml d’éluat ont été obtenus.  

3. Purification par passage sur une phase stationnaire inverse (C8/C18/ phényl 

héxyl)  

La Fraction II est passée sur une phase inverse comme cela été décrit par Izquierdo et al 

(2008), avec un débit de 4 ml/min sur une colonne semi-préparative C8 de chromatographie en 

phase inverse (Polaris C8-A, longueur 250 mm, diamètre interne 10 mm, porosité 180 Å, taille 

de particule 5μm, Varian, Les Ulis, France), montée sur une chaîne HPLC Ultimate 3000 

(Thermo Scientific, California, USA) et contrôlée par un logiciel Chromeleon 6.8. Après 

équilibrage de la colonne avec de l’eau contenant 0,1% d’acide trifluoroacetique (TFA), la 

fraction II a été chargée, puis un lavage à 20% de l’acétonitrile a été effectué. Les molécules de 

bactériocine ont ensuite été éluées avec un gradient linéaire d’acétonitrile dans de l’eau distillée 

contenant 0,1% de TFA à un débit de 4 ml/min, généralement de 20 à 80% d’acétonitrile avec 

0,1% de TFA en 30 min. Ce gradient a toutefois dû être légèrement adapté à chaque cas 

particulier. 70 fractions de 2ml ont été recueillies par un collecteur de fraction placé à la sortie 

du détecteur UV, qui permet de suivre le profil d’élution des molécules à 280 nm. (Figure 14). 

Les fractions montrant une activité antibactérienne maximale ont été passées à un débit 

de 1 ml/min sur colonne analytique C18 Sunfire (100Å, 5 µm, 250 x 4.6mm, Waters) équilibrée 

préalablement avec de l’eau contenant 0,1% de TFA. Après injection de la fraction III, L’élution 

a été effectuée avec le même gradient que pour la colonne semi-préparative mais à un débit de 

1 ml/min. Un détecteur UV permet de suivre le profil d’élution des molécules à 280 nm. 30 

fractions de 200 µl ont été recueillies par un collecteur de fraction placé à la sortie du détecteur. 

L’activité antibactérienne des fractions obtenues a par la suite été testée (Figure 14). Les 

fractions actives sont réunies (Fraction IV). 

A ce niveau, dans le cas où la résolution du pic de la bactériocine est insuffisante, une 

colonne phényl héxyl (Luna 5 µm, 250 x 4.6mm, Phenomenex, Le Pecq, France) a été utilisée. 

Cette colonne analytique est montée sur le même système et contrôlée par le même logiciel 

décrits ci-dessus. La fraction IV a été chargée sur cette colonne équilibrée préalablement avec 

de l’eau contenant 0,1% de TFA. L’élution a été effectuée avec un gradient linéaire 

d’acétonitrile dans de l’eau distillée contenant 0,1% de TFA à un débit de 1 ml/min, de 35 à 

80% d’acétonitrile avec 0,1% de TFA en 15 min (gradient A) ou de 20 à 80% d’acétonitrile 

avec 0,1% de TFA en 30 min (gradient B). Ces deux gradients ont été adaptés à chaque cas 
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particulier. Comme précédemment, l’activité antibactérienne a été testée par titrage. Les 

fractions finales contenant les bactériocines purifiées sont séchées sous vide à froid dans un 

évaporateur SpeedVac (Thermo Scientific) et conservées à -20ºC pour la suite de l’étude 

(Figure 13). 

 

Figure 13. Concentrateur utilisé pour sécher l’ensemble des bactériocines purifiée dans ce 

travail 

 

 

Figure 14. Schéma du protocole utilisé pour la purification des bactériocines 
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VI. Analyse structurale des bactériocines 

1. Mesure de la masse moléculaire par ESI-Q-TOF 

  La spectrométrie de masse est une technique d’analyse physique permettant la mesure 

de la masse de l’échantillon, à travers l’ionisation de leurs molécules puis la séparation et la 

détection des ions, en fonction de leur rapport masse sur charge noté m/z (m étant la masse et z 

la charge). Dans ce travail, la technique d’ionisation ESI a été adoptée pour la mesure de la 

masse des bactériocines, car elle est largement utilisée pour l’analyse des macromolécules 

biologiques, notamment les protéines. 

La masse moléculaire de chaque bactériocine purifiée a été déterminée par spectrométrie 

de masse à source d’ionisation electrospray ESI Q-TOF. Chaque fraction obtenue après la 

dernière étape de purification par HPLC a été analysée par injection directe à l’aide d’une 

pompe à seringue sur un spectromètre de masse à temps vol et à source d’ionisation ESI contrôlé 

par le logiciel micrOTOF Control 3.0 (Bruker Daltonics, Billerica, USA). Le couplage de la 

source d’ionisation avec l’analyseur quadripolaire à temps vol (TOF) permet d’enregistrer des 

spectres de masse avec de nombreux ions multichargés dans un intervalle de masse/charge 

(m/z) de 50 à 3000 à travers la mesure du temps de parcours des ions préalablement accélérés 

dans un champ électrique où règne un vide poussé. La masse moléculaire des bactériocines est 

calculée à l’aide du logiciel Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics). 

2. Séquençage peptidique par la technique de dégradation d’Edman 

La détermination de la séquence d'acides aminés a été effectuée par la technique de 

dégradation d'Edman en faisant interagir le peptide d’intérêt avec le réactif d’Edman 

(isothiocyanate de phényle (PITC)) à pH alcalin, afin d’identifier l’acide aminé N-terminal du 

peptide. Cette technique a été réalisée en utilisant un séquenceur en phase gazeux modèle 492 

de Applied Biosystems (Numéro de série : 9510287J). Les dérivés d'acides aminés 

phénylthiohydantoïne générés à chaque cycle de séquence ont été identifiés et quantifiés en 

ligne avec un système HPLC Applied Biosystems Model 140C en utilisant le système d'analyse 

de données pour le séquençage de protéines d'Applied Biosystems (logiciel Procise PC v2.1). 

Le kit standard de PTH-acide aminé (Perkin-Elmer P / N 4340968) a été utilisé et reconstitué 

conformément aux instructions du fabricant (900776 Rev D). Les procédures et les réactifs 

utilisés étaient tels que recommandés par le fabricant. La chromatographie a été utilisée pour 

identifier et quantifier l’acide aminé transformé en dérivé à chaque cycle de séquence. Les 
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temps de rétention et les valeurs d'intégration des pics ont été comparés au profil 

chromatographique obtenu pour un mélange standard d'acides aminés dérivés. Les analyses de 

la détermination de séquence ont été effectuées par J.-P. Andrieu (Institut de Biologie 

Structurale, CEA / CNRS / UJF, Grenoble, France). 

3. Séquençage nucléotidique 

L’identification de certaines bactériocines (entérocines L50A et L50B) a été effectuée 

par la recherche des gènes de structure. De ce fait, l’amplification de ces gènes chez les souches 

d’intérêts a été effectuée par PCR en utilisant deux amorces spécifiques (Valenzuela et al., 

2009). Les produits de la PCR ont été ensuite soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose 

afin de confirmer la présence du gène codant pour la bactériocine recherchée. Les séquences 

nucléotidiques obtenues ont été identifiées en utilisant la base de données NCBI-Blast (Tableau 

5). 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

NK_LOC=blasthome 

 
Tableau 5. Amorces utilisées pour l’amplification des gènes de structure des entérocines L50A et 

L50B par PCR 

 

 
Séquences Oligonucleotidiques Références 

Entérocine L50A TGGGAGCAATCGCAAAATTAG Du Toit et al. (2000) 

Entérocine L50B ATTGCCCATCCTTCTCCAAT Du Toit et al. (2000) 

 

 

VII. Activité des bactériocines purifiées vis à vis de pathogènes alimentaires (CMI en 

µg.ml-1) 

Parmi les bactériocines identifiées, deux (B1 et B2) ont été testées vis-à-vis d’une gamme 

de bactéries pathogènes d’origine alimentaire. La détermination de la concentration minimale 

inhibitrice des bactériocines B1 et B2 seules et en combinaison a été effectuée par la technique 

de dilution en cascade de ½ de la solution pure de la bactériocine dans de l’eau ultra pure stérile. 

Différentes concentrations (2000 ; 1000 ; 500 ; 250 ; 125 ; 62,5 ; 31,2 ; 15,6 et 7,8 µg.ml-1) des 

deux bactériocines purifiées ont été testées vis-à-vis de : Enterococcus casseliflavus E1, 

Enterococcus columbae E2, Enterococcus faecalis E3, Enterococcus faecium E4, Enterococcus 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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faecium E10, Enterococcus faecium E11, Escherichia coli E29, Salmonella enteridis S1, 

Staphylococcus aureus S5, Staphylococcus epidermidis S7, Staphylococcus xylosus S8, Listeria 

innocua L30, Listeria innocua L31, Listeria monocytogenes 3a L36, Listeria monocytogenes 

3b L37 et de Bacillus cereus B1. Dix µl de chaque solution diluée ont été soumis au test 

antibactérien indirect comme décrit précédemment. 

VIII. Etude de l’activité de différents antimicrobiens (bactériocines purifiées et 

antibiotiques) vis-à-vis de pathogènes multi-résistants issus de milieux biologiques 

humains 

Un échantillonnage a été effectué à partir de liquides biologiques humains dans un 

laboratoire d’analyses médicales afin de collecter des bactéries multi-résistantes aux 

antibiotiques et de tester l’effet des bactériocines purifiées, seules ou en combinaison avec des 

antibiotiques sur ces germes pathogènes. 

1. Collecte et identification de bactéries pathogènes d’origine humaine multi-

résistantes aux antibiotiques 

L’isolement de bactéries multi-résistantes a été effectué à partir de liquides biologiques 

humains : urine, selles, sang, crachât, … Chaque échantillon a subi une dilution de 1/10 dans 

de l’eau physiologique pour une identification microscopique préliminaire à l’état frais et après 

une coloration de Gram, puis une identification sur milieu sélectif, ce qui permet de déterminer 

la nature du germe isolé (Tableau 6). Les isolats ont par la suite été purifiés par repiquages 

successifs sur milieu gélosé et testés par antibiogramme. 
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Tableau 6. Identification des germes en fonction de la couleur des colonies sur milieu sélectif 

Germe Milieu de culture Couleur des colonies 

 

 

Escherichia coli 

Cled Jaunâtre 

Brillance Rose 

Chocolat Blanchâtre/ beige 

Mac-conkey Rose 

 

Klebsiella pneumonaie 

Cled Jaune 

Mac-conkey Rose 

Brillance Mauve 

 

Acinetobacter baumannii 

Chocolat Beige 

Brillance Beige 

Mac-conkey Rose pâle 

 

Staphylococcus aureus 

Chapman Jaune/Blanc 

Cled Jaune 

Brillance Mauve 

Salmonella spp Hektoene Verte 

Pseudomonas aeruginosa 
Mac-conkey Beige/ Marron 

Brillance Verte 

 

Enterococcus faecalis 

Brillance Turquoise 

Bille Esculine Noir 

Cled Jaune 

 

2. Antibiogramme 

La technique d’antibiogramme consiste à caractériser la sensibilité ou la résistance des 

isolats cliniques vis-à-vis de divers antibiotiques appartenant à différentes familles en fonction 

de l’espèce à tester. Elle consiste à prélever quatre à cinq colonies similaires collectées à partir 

d’une culture jeune et transférées dans une solution saline appropriée pour obtenir une turbidité 

équivalente à l'étalon de sulfate de baryum 0,5 McFarland. L’inoculum obtenu a ensuite été 

étalé par écouvillonnage à l'aide d'un écouvillon stérile dans des boites de Pétri contenant le 

milieu Mueller-Hinton agar (VWR International, Fontenay-sous-Bois, France). Par la suite, les 

disques d’antibiotiques ont été déposés sur la gélose inoculée. Après une incubation de 24 h à 

37°C, les diamètres des zones d'inhibition entourant les disques ont été mesurés. Les souches 

ont été classées comme sensibles, intermédiaires ou résistantes selon la norme « Comité de 

l’Antibiogramme de la Société Française de la Microbiologie CA-SFM /EUCAST » (Jehl et 

al., 2019) : 

• Bactérie sensible : Diamètre de zone d’inhibition supérieur ou égale la valeur critique 

recommandée (diamètre de la zone varie d’une espèce à l’autre). 
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• Bactérie intermédiaire : Diamètre de zone d’inhibition est entre la valeur critique 

minimale et maximale recommandée (diamètre dépend de l’espèce). 

• Bactérie résistante : Diamètre de zone d’inhibition est inférieur de la valeur critique 

recommandée. 

3. Activité des antibiotiques par micro dilutions sur les BMRe sélectionnées 

D’après les antibiogrammes obtenus, huit antibiotiques appartenant à différentes familles 

ont été retenus en fonction de leur activité (inefficacité) vis-à-vis des souches pathogènes les 

plus résistantes (Tableau 7). 

Tableau 7. Classification des huit antibiotiques sélectionnés 

Famille Sous famille Groupe Antibiotique Code Charge du 

disque* 

β-lactamines 

 

Amino-pénicillines 

G Pénicilline G P 6,25µg 

 

A 

Ampicilline AMP 10µg 

Amoxicilline AMX 25µg 

 

Céphalosporines 

I Céfaclor CEC 30µg 

 

III 

Céfotaxime CTX 30µg 

Céfixime CFM 5µg 

Aminosides Gentamycine GM 15µg 

Quinolones Ciprofloxacine CIP 5µg 

*La charge du disque : correspond à la quantité de l’antibiotique en µg 

 

 L’activité antibactérienne a été testée à différentes concentrations par la technique de 

dilution critique de ½. Les antibiotiques ont été dissous dans de l’eau distillée stérile, puis 

soumis à une série de dilutions en cascade de ½ à partir de la solution de l’antibiotique pure 

(l’amoxicilline de 200 à 1,56 µg.ml-1 ; l’ampicilline de 80 à 0,625 µg.ml-1 ; le céfaclor de 240 à 

1,87 µg.ml-1 ; le céfotaxime de 240 à 1,87 µg.ml-1 ; le cefixime de 40 à 0,312 µg.ml-1 ; la 

ciprofloxacine de 40 à 0,312 µg.ml-1 ; la gentamycine de 120 à 0,93 µg.ml-1 et la pénicilline G 

de 53 à 0,4 µg.ml-1) (Tableau 8). Ensuite, dix µl de chaque dilution ont été déposés sur la 

souche pathogène testée via le test antibactérien indirect décrit précédemment « spot on the 

lawn ». La CMI est définie comme étant la plus faible concentration où l’inhibition de la 

croissance bactérienne est visible. 
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Tableau 8. Exemple de préparation d’une plaque de titrage d’antibiotiques à partir de la solution mère 

 

 

Volume 

Pénicilline G 

P 

Ampicilline 

AMP 

Amoxicilline 

AMX 

Ciprofloxacine 

CIP 

Céfaclor 

CEC 

Gentamycine 

GN 

Céfotaxime 

CTX 

Céfixime 

CFM 

µg.ml-1 

A= 100µl 53 80 200 40 240 120 240 40 

B=100µlA+100µl EDS 26,5 40 100 20 120 60 120 20 

C=100µlB+100µlEDS 13,25 20 50 10 60 30 60 10 

*D=100µl C+100µl EDS 6,62 10 25 5 30 15 30 5 

E=100µl D+100µl EDS 3,31 5 12,5 2,5 15 7,5 15 2,5 

F=100µl E+ 100µl EDS 1,65 2,5 6,25 1,25 7,5 3,75 7,5 1,25 

G=100 µl F+ 100µl EDS 0,82 1,25 3,125 0,625 3,75 1,87 3,75 0,625 

H=100 µl G+ 100µl EDS 0,41 0,625 1,56 0,312 1,87 0,93 1,87 0,312 

*La dilution D correspond à la charge du disque ; EDS : Eau Distillée Stérile. 

 

4. Activité des bactériocines purifiées par micro dilutions sur les BMRe 

sélectionnées 

L’activité antibactérienne de l’ensemble des bactériocines purifiées a été étudiée vis-à-

vis des souches isolées multi-résistantes aux antibiotiques. Les bactériocines ont été dissoutes 

dans de l'eau distillée stérile, puis soumises à une série de dilutions en cascade de ½ à partir de 

la solution mère. Ensuite, dix µl de chaque dilution ont été déposés sur la souche pathogène 

testée via le même test antibactérien décrit ci-dessus « spot on the lawn». La CMI est 

déterminée pour l’ensemble des bactériocines pures seules et/ou en combinaison par des 

dilutions en cascade de ½ à partir de la solution de la bactériocine pure de 1000 à 0,06 µg.ml-1 

(Tableau 9). 
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Tableau 9. Exemple de la préparation d’une plaque de titrage de deux bactériocines pures seules et en 

combinaison 

 

1 : bactériocine numéro 1 ; 2 : bactériocine numéro 2 ; 3 : combinaison des deux bactériocines 1+2 ; 

EDS : Eau Distillée Stérile. 

5. Activité des combinaisons bactériocine/antibiotique sur les BMRe sélectionnées 

Les huit antibiotiques purs testés ont été combinés avec l’ensemble des bactériocines 

purifiées à différentes concentrations afin de tester l’effet potentialisateur et/ou synergique des 

deux agents antimicrobiens vis-à-vis des bactéries hautement résistantes aux antibiotiques. De 

ce fait, différentes combinaisons ont été préparées par une série de dilutions en cascade de ½ à 

partir de la solution pure de la bactériocine de 500 à 1,95 µg.ml-1 et de la solution pure de 

l’antibiotique à savoir : l’amoxicilline de 25 à 0,003 µg.ml-1 (Tableau 10), l’ampicilline de 10 

à 0,001 µg.ml-1, le céfaclor 30 à 0,003 µg.ml-1, le céfotaxime de 30 à 0,003 µg.ml-1, le cefixime 

de 5 à 0,0006 µg.ml-1, la ciprofloxacine de 5 à 0,0006 µg.ml-1, la gentamycine de 15 à 0,01 

µg.ml-1, et la pénicilline G de 6,25 à 0,0006 µg.ml-1. Ensuite, dix µl de chaque combinaison ont 

été déposés sur la souche pathogène testée via le même test antibactérien décrit préalablement 

Concentration en 

µg.ml-1 
1 2 3 

A= 1000 (200µlA) (200µlA) (100µlA1+100µl A2) 

B=500 (100µl A1 + 100µlEDS) (100µl A2 + 100µlEDS) (50µl A1+50µl A2) + 100µlEDS) 

C=250 (100µl B1 + 100µlEDS) (100µl B2+ 100µlEDS) (100µl B3 + 100µlEDS) 

D=125 (100µl C1+ 100µlEDS) (100µl C2 + 100µlEDS) (100µl C3 + 100µlEDS) 

E=62,5 (100µl D1 + 100µlEDS) (100µl D2 + 100µlEDS) (100µl D3 + 100µlEDS) 

F=31,2 (100µl E1 + 100µlEDS) (100µl E2 + 100µlEDS) (100µl E3 + 100µlEDS) 

G=15,6 (100µl F1 + 100µlEDS) (100µl F2 + 100µlEDS) (100µl F3 + 100µlEDS) 

H=7.8 (100µl G1 + 100µlEDS) (100µl G2 + 100µlEDS) (100µl G3 + 100µlEDS) 

I=3,90 (100µl H1 + 100µlEDS) (100µl H2 + 100µlEDS) (100µl H3 + 100µlEDS) 

J= 1,95 (100µl I1 + 100µlEDS) (100µl I2 + 100µlEDS) (100µl I3 + 100µlEDS) 

K= 0,97 (100µl J1 + 100µlEDS) (100µl J2 + 100µlEDS) (100µl J3 + 100µlEDS) 

L= 0,48 (100µl K1 + 100µlEDS) (100µl K2 + 100µlEDS) (100µl K3 + 100µlEDS) 

M=0,24 (100µl L1 + 100µlEDS) (100µl L2 + 100µlEDS) (100µl L3 + 100µlEDS) 

N= 0,12 (100µl M1 + 100µlEDS) (100µl M2 + 100µlEDS) (100µl M3 + 100µlEDS) 

O=0,06 (100µl N1 + 100µlEDS) (100µl N2 + 100µlEDS) (100µl N3 + 100µlEDS) 
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« spot on the lawn ». La préparation des combinaisons a été effectuée selon la technique de la 

dilution en damier (Tong et al., 2014) comme illustré au tableau 11. 

Tableau 10. Exemple de la préparation d’une plaque de titrage de la combinaison 

bactériocine/antibiotique (amoxicilline) 

Bactériocine 

µg.ml-1 

Amoxicilline µg.ml-1 

50 25 12,5 

A= 1000 100µl (A) +100µl (50) 100µl (A) +100µl (25) 100µl (A) +100µl (12,5) 

B= 500 50µl (A) +50µl (50)+100µl EDS 50µl (A) +50µl (25)+100µl EDS 50µl (A) +50µl (12,5)+100µl EDS 

C= 250 100µl (B50) + 100µl EDS 100µl (B25) + 100µl EDS 100µl (B12,5) + 100µl EDS 

D= 125 100µl (C50) + 100µl EDS 100µl (C25) + 100µl EDS 100µl (C12,5) + 100µl EDS 

E= 62,5 100µl (D50) + 100µl EDS 100µl (D25) + 100µl EDS 100µl (D12,5) + 100µl EDS 

F= 31,2 100µl (E50) + 100µl EDS 100µl (E25) + 100µl EDS 100µl (E12,5) + 100µl EDS 

G= 15,6 100µl (F50) + 100µl EDS 100µl (F25) + 100µl EDS 100µl (F12,5) + 100µl EDS 

H= 7,8 100µl (G50) + 100µl EDS 100µl (G25) + 100µl EDS 100µl (G12,5) + 100µl EDS 

EDS : Eau Distillée Stérile ; 50 correspond à la première série de combinaisons qui commence à partir 

de la concentration 25 µg.ml-1 de l’amoxicilline avec la bactériocine ; 25 correspond à la deuxième 

série de combinaisons qui commence à partir de la concentration 12,5 µg.ml-1 de l’amoxicilline et 12,5 

correspond à la troisième série de combinaisons qui commence à partir de la concentration 6,25 µg.ml-

1 de l’amoxicilline. 

Pour chaque concentration d’un agent antimicrobien, trois combinaisons ont été testées 

avec le deuxième, comme le montre le tableau 11 et 12 (la concentration de la bactériocine est 

stable à l’horizontale (trait rouge), et celle de l’antibiotique est stable à la diagonale (trait bleu)). 

La correspondance de toutes les dilutions préparées suite à la combinaison 

antibiotique/bactériocine en concentration (µg.ml-1) est mentionnée aux tableaux 11 et 12.
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Tableau 11. Concentrations en µg.ml-1 des combinaisons antibiotique/bactériocine à partir d’une solution mère à 1000 µg.ml-1 de la bactériocine pure 

Bactériocine 

µg.ml-1 

Ampécilline  Amoxicilline  Ciprofloxacine / Céfixime  Céfaclor / Céfotaxime  Gentamycine  Pénicilline 

20 10 5  50 25 12,5  10 5 2,5  60 30 15  30 15 7,5  0,0125 0,00625 0,003125 

A 

1000 500 

10 

500 

5 

500 

2,5 

 500 

25 

500 

12,5 

500 

6,25 

 500 

5 

500 

2,5 

500 

1,25 

 500 

30 

500 

15 

500 

7,5 

 500 

15 

500 

7,5 

500 

3,75 

 500 

0,00625 

500 

0,003125 

500 

0,001563 

B 

500 250 

5 
250 

2,5 
250 

1,25 
 250 

12,5 
250 

6,25 
250 

3,125 
 250 

2,5 
250 

1,25 
250 

0,625 
 250 

15 
250 

7,5 
250 

3,75 
 250 

7,5 
250 

3,75 
250 

1,875 
 250 

0,003125 
250 

0,001563 
250 

0,000781 

C 

250 125 

2,5 

125 

1,25 

125 

0,625 

 125 

6,25 

125 

3,125 

125 

1,5625 

 125 

1,25 

125 

0,625 

125 

0,3125 

 125 

7,5 

125 

3,75 

125 

1,875 

 125 

3,75 

125 

1,875 

125 

0,9375 

 125 

0,001563 

125 

0,000781 

125 

0,000391 

D 

125 62,5 

1,25 
62,5 

0,625 
62,5 

0,3125 
 62,5 

3,125 
62,5 

1,5625 
62,5 

0,78125 
 62,5 

0,625 
62,5 

0,3125 
62,5 

0,15625 
 62,5 

3,75 
62,5 

1,875 
62,5 

0,9375 
 62,5 

1,875 
62,5 

0,9375 
62,5 

0,46875 
 62,5 

0,000781 
62,5 

0,000391 
62,5 

0,000195 

E 

62,5 31,25 

0,625 

31,25 

0,3125 

31,25 

0,15625 

 31,25 

1,5625 

31,25 

0,78125 

31,25 

0,390625 

 31,25 

0,3125 

31,25 

0,15625 

31,25 

0,078125 

 31,25 

1,875 

31,25 

0,9375 

31,25 

0,46875 

 31,25 

0,9375 

31,25 

0,46875 

31,25 

0,234375 

 31,25 

0,000391 

31,25 

0,000195 

31,25 

0,0000977 

F 

31,25 15,625 

0,3125 
15,625 

0,15625 
15,625 

0,078125 
 15,625 

0,78125 
15,625 

0,390625 
15,625 

0,195313 
 15,625 

0,15625 
15,625 

0,078125 
15,625 

0,039063 
 15,625 

0,9375 
15,625 

0,46875 
15,625 

0,234375 
 15,625 

0,46875 
15,625 

0,234375 
15,625 

0,117188 
 15,625 

0,000195 
15,625 

0,0000977 
15,625 

0,0000488 

G 

15,625 7,8125 

0,15625 

7,8125 

0,078125 

7,8125 

0,039063 

 7,8125 

0,390625 

7,8125 

0,195313 

7,8125 

0,097656 

 7,8125 

0,078125 

7,8125 

0,039063 

7,8125 

0,019531 

 7,8125 

0,46875 

7,8125 

0,234375 

7,8125 

0,117188 

 7,8125 

0,234375 

7,8125 

0,117188 

7,8125 

0,058594 

 7,8125 

0,0000977 

7,8125 

0,0000488 

7,8125 

0,0000244 

H 

7,8125 3,90625 

0,078125 
3,90625 

0,039063 
3,90625 

0,019531 
 3,90625 

0,195313 
3,90625 

0,097656 
3,90625 

0,048828 
 3,90625 

0,039063 
3,90625 

0,019531 
3,90625 

0,009766 
 3,90625 

0,234375 
3,90625 

0,117188 
3,90625 

0,058594 
 3,90625 

0,117188 
3,90625 

0,058594 
3,90625 

0,029297 
 3,90625 

0,0000488 
3,90625 

0,0000244 
3,90625 

0,0000122 

I 

3,90625 1,953125 

0,039063 

1,953125 

0,019531 

1,953125 

0,009766 

 1,953125 

0,097656 

1,953125 

0,048828 

1,953125 

0,024414 

 1,953125 

0,019531 

1,953125 

0,009766 

1,953125 

0,004883 

 1,953125 

0,117188 

1,953125 

0,058594 

1,953125 

0,029297 

 1,953125 

0,058594 

1,953125 

0,029297 

1,953125 

0,014648 

 1,953125 

0,0000244 

1,953125 

0,0000122 

1,953125 

0,0000061 

J 

1,953125 0,976563 

0,019531 

0,976563 

0,009766 

0,976563 

0,004883 

 0,976563 

0,048828 

0,976563 

0,024414 

0,976563 

0,012207 

 0,976563 

0,009766 

0,976563 

0,004883 

0,976563 

0,002441 

 0,976563 

0,058594 

0,976563 

0,029297 

0,976563 

0,014648 

 0,976563 

0,029297 

0,976563 

0,014648 

0,976563 

0,007324 

 0,976563 

0,0000122 

0,976563 

0,0000061 

0,976563 

0,00000305 

K 

0,976563 0,488281 

0,009766 

0,488281 

0,004883 

0,488281 

0,002441 

 0,488281 

0,024414 

0,488281 

0,012207 

0,488281 

0,006104 

 0,488281 

0,004883 

0,488281 

0,002441 

0,488281 

0,001221 

 0,488281 

0,029297 

0,488281 

0,014648 

0,488281 

0,007324 

 0,488281 

0,014648 

0,488281 

0,007324 

0,488281 

0,003662 

 0,488281 

0,0000061 

0,488281 

0,00000305 

0,488281 

0,00000153 

L 

0,488281 0,244141 

0,004883 
0,244141 

0,002441 
0,244141 

0,001221 
 0,244141 

0,012207 
0,244141 

0,006104 
0,244141 

0,003052 
 0,244141 

0,002441 
0,244141 

0,001221 
0,244141 

0,00061 
 0,244141 

0,014648 
0,244141 

0,007324 
0,244141 

0,003662 
 0,244141 

0,007324 
0,244141 

0,003662 
0,244141 

0,001831 
 0,244141 

0,00000305 
0,244141 

0,00000153 
0,244141 

0,000000763 

M 

0,244141 0,12207 

0,002441 

0,12207 

0,001221 

0,12207 

0,00061 

 0,12207 

0,006104 

0,12207 

0,003052 

0,12207 

0,001526 

 0,12207 

0,001221 

0,12207 

0,00061 

0,12207 

0,000305 

 0,12207 

0,007324 

0,12207 

0,003662 

0,12207 

0,001831 

 0,12207 

0,003662 

0,12207 

0,001831 

0,12207 

0,000916 

 0,12207 

0,00000153 

0,12207 

0,000000763 

0,12207 

0,000000381 

N 

0,12207 0,061035 

0,001221 
0,061035 

0,00061 
0,061035 

0,000305 
 0,061035 

0,003052 
0,061035 

0,001526 
0,061035 

0,000763 
 0,061035 

0,00061 
0,061035 

0,000305 
0,061035 

0,000153 
 0,061035 

0,003662 
0,061035 

0,001831 
0,061035 

0,000916 
 0,061035 

0,001831 
0,061035 

0,000916 
0,061035 

0,000458 
 0,061035 

0,000000763 
0,061035 

0,000000381 
0,061035 

0,000000191 
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Tableau 12. Concentrations en µg.ml-1 des combinaisons antibiotique/bactériocine à partir d’une solution mère à 500 µg.ml-1 de la bactériocine pure 

Bactériocine 

µg.ml-1 

Ampécilline  Amoxicilline  Ciprofloxacine / Céfixime  Céfaclor / Céfotaxime  Gentamycine  Pénicilline 

20 10 5  50 25 12,5  10 5 2,5  60 30 15  30 15 7,5  0,0125 0,00625 0,003125 

A 

500 250 

10 

250 

5 

250 

2,5 

 250 

25 

250 

12,5 

250 

6,25 

 250 

5 

250 

2,5 

250 

1,25 

 250 

30 

250 

15 

250 

7,5 

 250 

15 

250 

7,5 

250 

3,75 

 250 

0,00625 

250 

0,003125 

250 

0,001563 

B 

250 125 

5 
125 

2,5 
125 

1,25 
 125 

12,5 
125 

6,25 
125 

3,125 
 125 

2,5 
125 

1,25 
125 

0,625 
 125 

15 
125 

7,5 
125 

3,75 
 125 

7,5 
125 

3,75 
125 

1,875 
 125 

0,003125 
125 

0,001563 
125 

0,000781 

C 

125 62,5 

2,5 

62,5 

1,25 

62,5 

0,625 

 62,5 

6,25 

62,5 

3,125 

62,5 

1,5625 

 62,5 

1,25 

62,5 

0,625 

62,5 

0,3125 

 62,5 

7,5 

62,5 

3,75 

62,5 

1,875 

 62,5 

3,75 

62,5 

1,875 

62,5 

0,9375 

 62,5 

0,001563 

62,5 

0,000781 

62,5 

0,000391 

D 

62,5 31,25 

1,25 
31,25 

0,625 
31,25 

0,3125 
 31,25 

3,125 
31,25 

1,5625 
31,25 

0,78125 
 31,25 

0,625 
31,25 

0,3125 
31,25 

0,15625 
 31,25 

3,75 
31,25 

1,875 
31,25 

0,9375 
 31,25 

1,875 
31,25 

0,9375 
31,25 

0,46875 
 31,25 

0,000781 
31,25 

0,000391 
31,25 

0,000195 

E 

31,25 15,625 

0,625 

15,625 

0,3125 

15,625 

0,15625 

 15,625 

1,5625 

15,625 

0,78125 

15,625 

0,390625 

 15,625 

0,3125 

15,625 

0,15625 

15,625 

0,078125 

 15,625 

1,875 

15,625 

0,9375 

15,625 

0,46875 

 15,625 

0,9375 

15,625 

0,46875 

15,625 

0,234375 

 15,625 

0,000391 

15,625 

0,000195 

15,625 

0,0000977 

F 

15,625 7,8125 

0,3125 

7,8125 

0,15625 

7,8125 

0,078125 

 7,8125 

0,78125 

7,8125 

0,390625 

7,8125 

0,195313 

 7,8125 

0,15625 

7,8125 

0,078125 

7,8125 

0,039063 

 7,8125 

0,9375 

7,8125 

0,46875 

7,8125 

0,234375 

 7,8125 

0,46875 

7,8125 

0,234375 

7,8125 

0,117188 

 7,8125 

0,000195 

7,8125 

0,0000977 

7,8125 

0,0000488 

G 

7,8125 3,90625 

0,15625 

3,90625 

0,078125 

3,90625 

0,039063 

 3,90625 

0,390625 

3,90625 

0,195313 

3,90625 

0,097656 

 3,90625 

0,078125 

3,90625 

0,039063 

3,90625 

0,019531 

 3,90625 

0,46875 

3,90625 

0,234375 

3,90625 

0,117188 

 3,90625 

0,234375 

3,90625 

0,117188 

3,90625 

0,058594 

 3,90625 

0,0000977 

3,90625 

0,0000488 

3,90625 

0,0000244 

H 

3,90625 1,953125 

0,078125 

1,953125 

0,039063 

1,953125 

0,019531 

 1,953125 

0,195313 

1,953125 

0,097656 

1,953125 

0,048828 

 1,953125 

0,039063 

1,953125 

0,019531 

1,953125 

0,009766 

 1,953125 

0,234375 

1,953125 

0,117188 

1,953125 

0,058594 

 1,953125 

0,117188 

1,953125 

0,058594 

1,953125 

0,029297 

 1,953125 

0,0000488 

1,953125 

0,0000244 

1,953125 

0,0000122 

I 

1,953125 0,976563 

0,039063 

0,976563 

0,019531 

0,976563 

0,009766 

 0,976563 

0,097656 

0,976563 

0,048828 

0,976563 

0,024414 

 0,976563 

0,019531 

0,976563 

0,009766 

0,976563 

0,004883 

 0,976563 

0,117188 

0,976563 

0,058594 

0,976563 

0,029297 

 0,976563 

0,058594 

0,976563 

0,029297 

0,976563 

0,014648 

 0,976563 

0,0000244 

0,976563 

0,0000122 

0,976563 

0,0000061 

J 

0,976563 0,488281 

0,019531 

0,488281 

0,009766 

0,488281 

0,004883 

 0,488281 

0,048828 

0,488281 

0,024414 

0,488281 

0,012207 

 0,488281 

0,009766 

0,488281 

0,004883 

0,488281 

0,002441 

 0,488281 

0,058594 

0,488281 

0,029297 

0,488281 

0,014648 

 0,488281 

0,029297 

0,488281 

0,014648 

0,488281 

0,007324 

 0,488281 

0,0000122 

0,488281 

0,0000061 

0,488281 

0,00000305 

K 

0,488281 0,244141 

0,009766 

0,244141 

0,004883 

0,244141 

0,002441 

 0,244141 

0,024414 

0,244141 

0,012207 

0,244141 

0,006104 

 0,244141 

0,004883 

0,244141 

0,002441 

0,244141 

0,001221 

 0,244141 

0,029297 

0,244141 

0,014648 

0,244141 

0,007324 

 0,244141 

0,014648 

0,244141 

0,007324 

0,244141 

0,003662 

 0,244141 

0,0000061 

0,244141 

0,00000305 

0,244141 

0,00000153 

L 

0,244141 0,12207 

0,004883 

0,12207 

0,002441 

0,12207 

0,001221 

 0,12207 

0,012207 

0,12207 

0,006104 

0,12207 

0,003052 

 0,12207 

0,002441 

0,12207 

0,001221 

0,12207 

0,00061 

 0,12207 

0,014648 

0,12207 

0,007324 

0,12207 

0,003662 

 0,12207 

0,007324 

0,12207 

0,003662 

0,12207 

0,001831 

 0,12207 

0,00000305 

0,12207 

0,00000153 

0,12207 

0,000000763 

M 

0,12207 0,061035 

0,002441 

0,061035 

0,001221 

0,061035 

0,00061 

 0,061035 

0,006104 

0,061035 

0,003052 

0,061035 

0,001526 

 0,061035 

0,001221 

0,061035 

0,00061 

0,061035 

0,000305 

 0,061035 

0,007324 

0,061035 

0,003662 

0,061035 

0,001831 

 0,061035 

0,003662 

0,061035 

0,001831 

0,061035 

0,000916 

 0,061035 

0,00000153 

0,061035 

0,000000763 

0,061035 

0,000000381 

N 

0,061035 0,03051 

0,001221 

0,03051 

0,00061 

0,03051 

0,000305 

 0,03051 

0,003052 

0,03051 

0,001526 

0,03051 

0,000763 

 0,03051 

0,00061 

0,03051 

0,000305 

0,03051 

0,000153 

 0,03051 

0,003662 

0,03051 

0,001831 

0,03051 

0,000916 

 0,03051 

0,001831 

0,03051 

0,000916 

0,03051 

0,000458 

 0,03051 

0,000000763 

0,03051 

0,000000381 

0,03051 

0,000000191 
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I. Echantillonnage  

Un échantillonnage a été effectué à partir de produits alimentaires (lait, miel, olives, fruits, 

légumes…), provenant de différentes régions du Maroc. Au total, 215 isolats ont été obtenus à 

partir de 101 échantillons alimentaires analysés. A l’issue d’une première identification 

macroscopique, microscopique et biochimique, 71 isolats appartenant aux bactéries lactiques 

(Gram positif, catalase négative, immobiles et se présentant sous forme coques ou bacilles) ont 

été retenus (Tableau 13).  

Tableau 13. Nature et origine des échantillons alimentaires analysés 

Type d’échantillons Nature Origine Code 

Lait 

Lait de vache 

 

 

Taounat LV1 

Taounat LV2 

Taounat LV3 

Menzel LV4 

Agadir LV5 

Agadir LV6 

Agadir LV7 

Taounat LV8 

Bhalil LV9 

Fès LV10 

Oued amlil LV11 

Fès LV12 

Taza LV13 

Sefrou LV14 

Fès LV15 

Fès LV16 

Fès LV120 

Salé LV18 

Salé LV19 

Rabat LV20 

Bir tamtam LV21 

Salé LV22 

Assilah LV23 

Bouqnadel LV24 

Sefrou LV25 

Fès LV26 

Fès LV27 

Lait de brebis 

 

Menzel LB1 

Fès LB2 

Lait de chamelle 

 

Laâyoun LC1 

Dakhla LC2 

Dakhla LC3 

Dakhla LC4 

Dakhla LC5 

Dakhla LC6 

Lait de chèvre Ifrane LCr1 

Lait de maman Fès LM1 

Lben Fès L1 



Chapitre III : Résultats et discussion 

70 
 

Produits laitiers 

traditionnels 

 

 

Rachidia L2 

Taza L31 

Agadir L4 

Agadir L5 

Salé L6 

Salé L7 

Bouqnadel L8 

Jben 

 

Fès J1 

Chafchaouen J2 

Fès J3 

Fès J4 

Fès J5 

Fès J6 

Fès J7 

Fès J8 

Raib 

 

Salé R1 

Taza R2 

Tanger R3 

Salé R4 

Olives 

Olives noires 

 

Fès ON1 

Fès ON2 

Fès ON3 

Saumure d'olives 

fermentées 

 

Fès EO1 

Taza EO2 

Taounat EO3 

Azrou EO24 

Fès EO4 

Fès EO5 

Divers 

Miel 

 

Mohamedia M1 

Mohamedia M2 

Rabat M3 

Mohamedia M4 

Sol 

 

Taounat S1 

Taounat S2 

Taounat S3 

Fès S4 

Jus de tomate Fès JT1 

Jus de betterave Fès JB1 

Jus de pastèque Fès JP1 

Jus d'abricot Fès JA1 

Jus de fraise Fès JF1 

Colostrum de vache 

 

Taounat CL1 

Taounat CL2 

Graisse de chamelle 

 

Laâyoun GC1 

Laâyoun GC2 

Dakhla GC3 

Huile d'argan 

Agadir HA1 

Agadir HA2 

Agadir HA3 

Huile d’olive Fès HO1 

Oignon Fès O1 

Eau de citron Azrou EC 

Beurre Taounat B1 
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Câpres Fès Ca1 

Sardines El houceima EPS 

Pageots El houceima EPP 

Intestin de mouton Fès IM 

Intestin de poulet Fès IP 

Pulpe oignon Fès O2 

Pulpe pomme Fès PP 

Semoule Taounat Se1 

Dinde fumée Fès DF1 

Autres 
Fromage : Munster Strasbourg L3 

Ensilage Strasbourg 17 

 

II. Pouvoir antagoniste (test antibactérien)  

1. Test direct  

 La mise en évidence de l’activité antibactérienne de l’ensemble des échantillons analysés 

a été réalisée par les tests antibactériens direct et indirect. Le résultat se traduit par l’apparition 

de zones d’inhibition dans une culture en gélose autour des colonies d’intérêt (test direct) 

(Figure 15) et autour des surnageants de cultures (test indirect) (Figure 16). Le test 

antibactérien indirect permet notamment de confirmer la production des bactériocines par les 

isolats retenus et de sélectionner les souches productrices les plus performantes. 

  

Figure 15. Exemple de zones d’inhibition obtenues autour des colonies lors du test 

antibactérien direct 

 

Ces tests nous ont permis de sélectionner 22 souches dotées d’une activité antibactérienne 

(Tableau 14), dont cinq ont fait l’objet d’une purification de la substance active. 
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Tableau 14. Résultats de la mise en évidence de l’activité antibactérienne à travers les tests 

antibactériens direct et indirect 

Code 

Effet antibactérien 

 

Code 

Effet antibactérien 

 

Code 

Effet antibactérien 

Test 

direct 

Test 

indirect 

Test 

direct 

Test 

indirect 

Test 

direct 

Test 

indirect 

LV1 Oui Oui LB1 Oui Oui LV14 Non Non 

L1 Non Non L2 Non Non J7 Oui Oui 

J1 Non Non LV5 Oui Non EPS Oui Non 

LV2 Oui Non LV6 Oui Non EPP Oui Non 

JT1 Non Non LC4 Oui Oui EO24 Oui Oui 

Se1 Non Non LC5 Oui Non LV15 Oui Non 

LV3 Oui Non LC6 Oui Non LV16 Oui Non 

B1 Oui Oui L3 Oui Oui LV120 Oui Oui 

B11 Oui Oui M2 Non Non EO4 Oui Non 

CL1 Oui Non Ca1 Oui Oui LV18 Oui Oui 

EO1 Oui Non LV7 Oui Oui LV19 Non Non 

JB1 Oui Non L4 Oui Non LV20 Oui Non 

LC1 Oui Non M3 Oui Oui LV22 Oui Non 

JP1 Oui Oui LM1 Non Non LV23 Oui Non 

ON1 Oui Non S1 Non Non R2 Oui Non 

CL2 Oui Non S2 Non Non L8 Oui Non 

M1 Oui Oui S3 Oui Non LV25 Oui Non 

LC2 Oui Oui EO3 Oui Non LV26 Oui Oui 

LC3 Oui Non LV8 Oui Non LV27 Non Non 

GC1 Oui Oui LV9 Oui Non LB2 Non Non 

GC2 Oui Oui LV10 Oui Non EO5 Oui Non 

GC3 Non Non LV11 Non Non M4 Non Non 

LV4 Oui Oui LV12 Non Non LCr1 Oui Oui 

LV41 Oui Oui LV13 Non Non    

 

 

Figure 16. Exemple de zone d’inhibition obtenue autour des spots déposés. Les spots de A à 

E’ correspondent aux extraits de culture de différents isolats testés 
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2. Spectre d’activité  

Les spectres d’activité des isolats ayant montré un effet antibactérien reproductible ont 

été établis en utilisant sept souches indicatrices. Les souches retenues sont : JP1, LC2, LV4, 

EO24 et LV120 (Tableau 15). En effet, ce sont celles qui ont montré les plus larges zones 

d’inhibition et ceci vis-à-vis d’un plus grand nombre de souches indicatrices à savoir : 

Enterococcus raffinosus E26, Lactococcus lactis L17, Lactobacillus sakei L15, Lactobacillus 

plantarum L3 et les souches M3, LV1 et LV132 (non encore identifiées). 

Tableau 15. Spectre d’activité des souches à effet antibactérien reproductible vis-à-vis d’une gamme 

de souches indicatrices. Les zones d’inhibitions sont exprimées en mm 

 

Code  

Souches indicatrices 

Enterococcus 

raffinosus E26 

Lactococcus 

lactis L17 

Lactobacillus 

sakei L15 
M3 L3 LV1 LV132 

LV1 9 5~ 0 0 0 0 ND 

B1 0 0 8~ 0 0 0 ND 

B11 7 0 0 0 0 11~ ND 

JP1 10 6~ 10 8 9 0 12 

M1 0 0 0 6~ 0 0 ND 

LC2 8 8 10 9 7 0 6~ 

GC1 9 6~ 0 0 0 0 ND 

GC2 6 0 0 0 11 0 ND 

LV4 16 13 5 0 9 7 14 

LV41 0 0 0 6~ 0 0 ND 

LB1 0 0 0 8~ 0 9 ND 

LC4 8 0 0 0 0 6 ND 

L3 0 4~ 0 8 0 0 ND 

Ca1 8 6 0 0 0 0 ND 

EO24 12 7 5~ 0 0 10 16 

LV120 14 9 5~ 0 0 12 14 

LCr1 0 7 0 0 0 8 ND 

M3 9 5~ 0 0 0 0 ND 

LV7 5~ 0 0 0 0 0 0 

J7 8 0 0 0 0 0 6~ 

LV18 0 0 0 0 0 0 8~ 

LV28 7 0 0 0 0 0 7 

M3, L3, LV1 et LV132 : souches non identifiées. ND : Non Déterminé, (~) zone trouble. 

 

III. Identification des bactéries lactiques   

Les résultats des identifications macroscopique et microscopique préalablement réalisées 

avaient montré que les cinq souches sélectionnées LC2, LV4, JP1, EO24 et LV120 sont des 
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bactéries lactiques. L’identification par Maldi-TOF-MS, a montré que les souches LV4, LC2 et 

JP1 correspondaient à l’espèce « Enterococcus durans » et que les souches EO24 et LV120 

correspondaient à l’espèce « Lactococcus lactis » (Tableau 16). Deux autres souches 

productrices de bactériocines, préalablement isolées et identifiées au laboratoire ; Lactococcus 

lactis L17 et Lactobacillus plantarum L3 ont également été étudiées (Tableau 16). 

Tableau 16. Identification des souches retenues dotées d’activité antibactérienne 

Code Espèce identifiée Origine Technique 

LC2 Enterococcus durans Lait de chamelle Spectrométrie de masse 

LV4 Enterococcus durans Lait de vache Spectrométrie de masse 

JP1 Enterococcus durans Jus de pastèque Spectrométrie de masse 

EO24 Lactococcus lactis Eau d’olives fermentées Spectrométrie de masse 

LV120 Lactococcus lactis Lait de vache Spectrométrie de masse 

L17 Lactococcus lactis Ensilage Génétique : ARN 16S 

L3 Lactobacillus plantarum Fromage : Munster Génétique : ARN 16S 

  

IV. Optimisation des conditions expérimentales pour la production des bactériocines 

L’effet maximal (large zone d’inhibition) a été obtenu en absence de NaCl pour toutes les 

souches testées (Figure 17). Par contre, l’addition de l’extrait de levure a stimulé la production 

pour Lactococcus lactis L17 (à 2%) et pour Enterococcus durans LC2, Enterococcus durans 

JP1 et Enterococcus durans LV4 (à 3%)  (Figure 18). A l’inverse, l’effet maximal pour 

Lactococcus lactis EO24, Lactococcus lactis LV120 et Lactobacillus plantarum L3 a été 

observé en absence d’extrait de levure (Figure 17 ; Figure 18). 
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Figure 17. Effet de la concentration du NaCl sur l’activité antibactérienne 

 

Figure 18. Effet de la concentration de l'extrait de levure sur sur l’activité antibactérienne  

 

Par ailleurs, la température optimale était de 37º C pour toutes les souches testées avec 

un diamètre de zone d’inhibition qui varie de 10 à 13 mm (Figure 19). Les pH optimaux ont 

été de 7,0 pour Lactobacillus plantarum L3, de 7,5 pour Lactococcus lactis L17 et de 8,0 pour 

Lactococcus lactis EO24, Lactococcus lactis LV120, Enterococcus durans LC2, Enterococcus 

durans JP1 et Enterococcus durans LV4 avec un diamètre de zone d’inhibition variant de 12 à 

16 mm (Figure 20). D’autre part, la cinétique de la croissance bactérienne a montré que la 

producion maximale des bactériocines a été obtenue pendant de la phase exponentielle (entre 

12h et 18h) (Figure 21). 
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Figure 19. Effet de la température sur sur l’activité antibactérienne 

 

Figure 20. Effet du pH initial de culture sur l’activité antibactérienne 
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Figure 21. Cinétique de la production des bactériocines  

 

Pour chaque extrait, l’activité a également été déterminée selon la méthode des dilutions 

critiques (chapitre II : Matériel et méthodes). L’effet de trois paramètres expérimentaux a été 

étudié : la température, le pH initial et la durée d’incubation. Les résultats obtenus confirment 

ceux basés sur la mesure du diamètre de zone d’inhibition (Tableau 17). En effet, l’activité 

maximale pour toutes les souches a été obtenue à 37ºC. Le pH initial optimal a été de 7,0 pour 

Lactobacillus plantarum L3, de 7,5 pour Lactococcus lactis L17 et de 8,0 pour Lactococcus 

lactis EO24, Lactococcus lactis LV120, Enterococcus durans LC2, Enterococcus durans JP1 

et Enterococcus durans LV4 avec une activité qui varie de 200 à 12800 UA/ml. Pour toutes les 

souches testées, la durée d’incubation optimale se situe entre 16 h et 18 h.  

Tableau 17. Effet de différentes conditions expérimentales sur l’activité antibactérienne mesurée dans 

l’extrait de culture des souches sélectionnées exprimée en UA/ml 

 

Durée d’incubation (h) Température (°C) pH initial de culture 

12 16 18 20 30º 37º 40º 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 

Lactococcus lactis L17 200 400 400 400 400 800 0 0 400 400 1600 6400 800 

Lactococcus lactis EO24 400 400 400 400 400 800 0 0 100 800 800 1600 3200 

Lactococus lactis LV120 400 400 400 400 400 800 0 0 100 400 800 1600 3200 

Enterococcus durans LC2 1600 1600 1600 800 400 6400 3200 200 200 400 6400 6400 12800 

Enterococcus durans JP1 1600 1600 1600 800 400 6400 3200 200 200 800 6400 6400 12800 

Enterococcus durans LV4 1600 1600 1600 800 200 6400 3200 200 200 400 6400 6400 12800 

Lactobacillus plantarum L3 100 100 100 100 100 100 0 100 100 100 200 100 100 
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V. Purification des bactériocines 

L’optimisation du protocole de purification des bactériocines était basée essentiellement 

sur l’utilisation d’une nouvelle colonne phényl héxyl comme cela a été décrit dans la section 

matériel et méthodes. Cette optimisation a été utilisée pour l’ensemble des bactériocines 

produites par les sept souches retenues. 

1. Bactériocines des entérocoques 

Les trois souches d’Enteroccocus durans LV4, JP1 et LC2 retenues pour cette étude ont 

été isolées à partir du lait de vache, de jus de pastèque et du lait de chamelle respectivement. 

Elles ont toutes montré un profil identique en termes d’identification par spectrométrie de masse 

et de bactériocines produites. C’est pour cette raison, que nous allons présenter uniquement les 

résultats de la purification des bactériocines de la souche Enteroccocus durans LC2. D’après le 

spectre d’activité réalisé pour cette souche, c’est Enterococcus raffinosus E26 qui a été retenue 

comme souche indicatrice pour les différentes étapes de purification. 

Lors de la première étape de purification (passage direct sur colonne échangeuse de 

cations à pH 6,5), nous avons analysé l’activité antibactérienne de toutes les fractions obtenues, 

à savoir : l’extrait de culture (Fraction I), le filtrat et l’éluat (Fraction II) (Tableau 18) afin de 

récupérer la totalité de l’activité produite (des fractions actives) par la souche d’Enterococcus 

durans LC2.  

Tableau 18. Activité antibactérienne des fractions testées lors de la chromatographie d’échange de 

cations de l’extrait de culture d’Enterococcus durans LC2 

Fractions Activité antibactérienne UA/ml* 

Extrait de culture (Fraction I) 12800 

Filtrat 400 

Eluat (Fraction II) 25600 

*Activité en unités arbitraires par ml mesurée sur Enteroccus raffinosus E26 comme souche 

indicatrice. 

La fraction II a été passée en HPLC sur une colonne semi-préparative en phase inverse 

C8. Le profil chromatographique a montré trois fractions actives avec une activité 

antibactérienne notable. Ces fractions correspondaient à trois pics avec des temps de rétention 

de 8 min, 13,9 min et de 14,5 min respectivement (Figure 22). Chacune des trois fractions a 

été passée sur la colonne analytique en phase inverse C18. Les fractions centrales montrant les 
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plus larges zones d’inhibitions ont par la suite été passées sur la colonne analytique en phase 

inverse phényl héxyl. 

 

Figure 22. Profil chromatographique de la fraction II après passage en HPLC sur une colonne semi-

préparative en phase inverse C8. Détection en UV à 280 nm. Les flèches en rouge indiquent les 

fractions centrales actives 

 

Après deux passages successifs des fractions centrales actives sur cette colonne phényl 

héxyl, cinq fractions actives ont été isolées correspondant à des pics à différents temps de 

rétention : fraction A à 8 min (gradient B) ; fraction B1 à 5,5 min, fraction B2 à 6,0 min ; 

fraction C1 à 6,8 min et fraction C2 à 7,5 min (gradient A) (Figure 23). 
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(c) (d) 
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Figure 23. Profils chromatographiques des fractions purifiées après passage en HPLC sur une 

colonne analytique phényl héxyl avec détection en UV à 280 nm à partir de l’extrait de culture 

d’Enterococcus durans LC2 : (a) fraction A obtenue après élution par le gradient B (b) 

fraction B1 (c) fraction B2 (d) fraction C1 et (e) fraction C2, obtenues après élution par le 

gradient A 

 

La purification des peptides produits par la souche Enterococcus durans LC2 était 

relativement aisée pour les peptides B1, B2, C1 et C2, ce qui a permis de les isoler et de 

déterminer leurs masses moléculaires par spectrométrie de masse ESI-Q-TOF. Celles-ci sont 

respectivement de 5231,82 Da ; 5219,85 Da ; 4471,44 Da et 4460,94 Da. Cependant, la 
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purification du peptide A s’est avérée plus difficile du fait de l’interférence de certaines 

impuretés au niveau de la séparation chromatographique sur phase inverse. Son identification 

par SM n’a donc pas pu être faite (Figure 24). 

 
B1 

Component Mass Molecule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 5231.8276 [M + H]+ 100939  100             0.061505 

B 5215.8160 [M + H]+ 40860              40             0.060465 

C 3253.7821 [M + H]+ 10110              10             0.177791 

D 5203.7813 [M + H]+ 15186              15             0.049063 

E 4461.5717 [M + H]+ 5830               6             0.278681 

 
B2 

Component Mass Molecule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 5219.8564 [M + H]+ 902077 100             0.063365 
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C1 

Component Mass    Molecule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 4471.4472 [M + H]+ 861579       100             0.247883 

B 3913.0440 [M + H]+ 285327         33             0.204101 

C 5215.8720 [M + H]+ 308167         36             0.034584 

 
C2 

Component Mass Molecule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 4460.9498 [M + H]+ 705896  100             0.312324 

B 3253.6115 [M + H]+ 274799  39             0.225555 

C 5203.8096 [M + H]+ 187433  27             0.034119 

Figure 24. Spectres des masses réalisés par ESI-MS des fractions collectées (B1, B2, C1 et 

C2) après séparation par HPLC 

 

La comparaison des masses des peptides purifiés avec les données de la littérature a 

montré que les deux peptides B1 et B2 correspondaient aux entérocines L50A et L50B, avec 

néanmoins une différence de masse de 41,45 et 41,57 Da respectivement. En effet, les masses 

rapportées pour les entérocines L50A et L50B sont de 5190,37 Da et 5178,28 Da 

respectivement (Cintas et al., 1998). Les masses des peptides C1 et C2, quant-à elles ne 

correspondaient à aucune masse répertoriée dans la littérature ; 4471,44 Da et 4460,94 Da 
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respectivement, soit une différence de masse de 719 Da par rapport aux entérocines L50A et 

L50B.  

Un séquençage des gènes des bactériocines produites par la souche Enterococcus durans 

LC2 a été réalisé en utilisant des amorces des bactériocines L50A et L50B. Un alignement 

identique à 100% a été obtenu entre les séquences nucléotidiques de la bactériocine B1 et celles 

de l’entérocine L50A (Figure 25) et identique à 99% entre la bactériocine B2 et celles de 

l’entérocine L50B (Figure 26). 

 

Gène LC2   1    ATTGGGACGAATCGCAAAATTAGTAGCAAAGTTTGGGTGGCCTATTGTTAAAAAATATTACA  64 

              |||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Gène L50A  1    A TGGGAGCAATCGCAAAATTAGTAGCAAAGTTTGGGTGGCCTATTGTTAAAAAATATTACA  62 

 

Gène LC2   65   AACAAATTATGCAGTTTATTGGAGAAGGATGGGCAATTAACAAAATCATTGAGTGGATTAAA  126 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Gène L50A  63   AACAAATTATGCAGTTTATTGGAGAAGGATGGGCAATTAACAAAATCATTGAGTGGATTAAA  124 

 

Gène LC2   127  AAACATATTTAA  138 

       |||||||||||| 

Gène L50A  125  AAACATATTTAA  136 

 

Figure 25. Alignement des séquences nucléotidiques de la bactériocine B1 produites par 

Enterococcus durans LC2 avec celle de l’entérocine L50A 

 

 

Gène LC2   1    ATGGGAGCAATCGCAAAACTAGTGACAAAGTTTGGGTGGCCACTAATCAAAAAATTCTAC  60 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Gène L50B  1    ATGGGAGCAATCGCAAAACTAGTGACAAAGTTTGGGTGGCCACTAATCAAAAAATTCTAC  60 

 

Gène LC2   61   AAACAAATCATGCAATTTATTGGACAAGGATGGACAATAGATCAAAATGAAAAATGGCTA  120 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 

Gène L50B  61   AAACAAATCATGCAATTTATTGGACAAGGATGGACAATAGATCAAATTGAAAAATGGCTA  120 

 

Gène LC2   121  AAAAGACATTAA  132 

                  |||||||||||| 

Gène L50B  121  AAAAGACATTAA  132 

 

Figure 26. Alignement des séquences nucléotidiques de la bactériocine B2 produites par 

Enterococcus durans LC2 avec celle de l’entérocine L50B 

 

Les séquences nucléotidiques obtenues ont été traduites en séquences peptidiques 

(Tableau 19). Concernant la bactériocine B1 un alignement parfait a été obtenu avec 

l’entérocine L50A. Par contre, pour B2 on note au niveau de l’acide aminé 36 la présence de 

l’asparagine au lieu de l’isoleucine. Au vu de ces résultats, il est difficile de conclure que la 

bactériocine B2 correspond à 100% à l’entérocine L50B.  

Par ailleurs, un séquençage peptidique a été effectué en utilisant la technique de 

dégradation d’Edman sur un séquenceur de protéines Applied Biosystems model 492. 
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L’analyse des résultats a montré que la séquence du peptide C2 contenait 40 acides aminés avec 

une identification incertaine pour cinq acides aminés situés vers la fin de la chaine peptidique 

obtenue (Tableau 19). En considérant la masse et la séquence peptidique obtenues, le peptide 

C2 peut être considéré un fragment actif de l’entérocine L50B. Concernant le peptide C1, le 

séquençage a été bloqué au bout d’une douzaine d’acides aminés N-terminaux dont la séquence 

est identique à celle de l’entérocine L50A. Il peut s’agir là aussi d’un fragment actif de 

l’entérocine L50A (Tableau 19). 

Par conséquent, aussi bien pour B2, C1 et C2 un nouveau séquençage génétique s’avère 

nécessaire. 

Tableau 19. Comparaison des séquences peptidiques obtenues par la dégradation d’Edman et par 

traduction des séquences nucléotidiques des bactériocines purifiées à partir de la souche Enteroccocus 

durans LC2 par rapport aux entérocines L50A et L50B natives 

 Séquences traduites des gènes L50A et L50B séquencés chez LC2 
Nombre 

d’aa 

Masse 

calculée 

(Da) 

Masse 

mesurée 

(Da) 

L50A (données de 

littérature) 
MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGWAINKIIEWIKKHI 44 5190,37 - 

B1 (obtenue par 

séquençage de 

l’ADN) 
MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGWAINKIIEWIKKHI 44 5190.37 5231,82 

C1 (obtenue par 

dégradation 

d’Edman) 
MGAIAKLVAKFG……….. 12 1205.52 4471,44 

L50B (données de 

littérature) 
MGAIAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQIEKWLKRH 43 5178.28 - 

B2 (obtenue par 

séquençage de 

l’ADN) 
MGAIAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQNEKWLKRH 43 5179.22 5219,85 

C2 (obtenue par 

dégradation 

d’Edman) 
MGAIAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQIEKWL 40 4756,78 4460,94 

Les acides aminés en mauve et en jaune montrent la différence de la composition peptidique entre L50A et L50B. 

L’asparagine 36 (N) représente la seule différence observée entre B2 et l’entérocine L50B (bleu clair). L’identification des 

acides aminés en rouge est incertaine. 

 

2. Bactériocines des lactocoques 

a.  Lactococcus lactis EO24 et LV120 

Les deux souches de Lactococcus lactis EO24 et LV120 ont été isolées à partir de la 

saumure d’olives fermentés et du lait de vache respectivement. Les résultats obtenus en termes 

d’identification par spectrométrie de masse et de production de bactériocines nous ont amenés 

à présenter uniquement les résultats de purification des bactériocines de la souche Lactococcus 

lactis EO24. La purification des peptides produits par cette souche a posé quelques difficultés. 

Le protocole de purification a dû être modifié en incluant une étape de précipitation au sulfate 
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d’ammonium afin de pouvoir purifier les différents peptides. Cette étape permet de concentrer 

les bactériocines et de réduire le volume de l’extrait de culture actif. En effet, c’est une 

technique classique utilisée lors de la purification des protéines, elle consiste à mettre en contact 

l’extrait de culture centrifugé avec 440 g.L-1 de sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 (Fluka, 

Steinheim, Pays-Bas) et 0,1% de tween 80 (Fluka), puis à laisser agir pendant une nuit à 0ºC. 

Après une centrifugation à 10000 tr/min pendant une heure, le précipité est ensuite solubilisé 

dans une solution d’acétate de sodium 20 mM (V/2V). La solution obtenue est la Fraction I que 

nous avons passée directement sur l’échangeur de cations après ajustement de son pH à 6,5. 

Mis-à-part cette étape de concentration des bactériocines par l’addition du sulfate d’ammonium, 

la suite du protocole de la purification des bactériocines a été effectuée selon les étapes décrites 

dans la section matériel et méthodes. D’après le spectre d’activité réalisé pour Lactococcus 

lactis EO24, nous avons utilisé l’isolat LV132, non identifié, comme souche indicatrice pour 

les différentes étapes de purification. 

Lors du passage de la Fraction I sur la colonne échangeuse de cations à pH 6,5, nous 

avons analysé l’activité antibactérienne de toutes les fractions obtenues, à savoir : l’extrait de 

culture avant précipitation (E1), surnageant (S), extrait de culture après précipitation (Fraction 

I), le filtrat (F) et l’éluat (Fraction II) (Tableau 20) afin de récupérer la totalité de l’activité 

produite par Lactococcus lactis EO24. 

Tableau 20. Activité antibactérienne des fractions testées lors de la chromatographie d’échange de 

cations de l’extrait de culture de Lactococcus lactis EO24 

Fractions Activité antibactérienne UA/ml* 

Extrait de culture avant précipitation (E1) 6400 

Surnageant (S) 0 

Extrait de culture après précipitation (Fraction I) 3200 

Filtrat (F) 200 

Eluat (Fraction II) 12800 

*Activité en unités arbitraires par ml mesurée sur l’isolat LV132 comme souche indicatrice. 

La fraction II a été passée sur une colonne semi-préparative en phase inverse C8. Le profil 

chromatographique a montré trois zones d’activité notable : une première majeure 

correspondant aux fractions 17 à 20 avec des diamètres de zones d’inhibition compris entre 19 

et 22 mm ; une deuxième correspondant aux fractions 22 à 24 avec des diamètres de zones 

d’inhibition compris entre 20 et 25 mm ; et une troisième correspondant aux fractions 32 à 34 

avec des diamètres de zones d’inhibition de 18 et 21 mm (Figure 27). Les fractions 
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correspondant à chaque zone d’activité ont été regroupées et passées sur les colonnes 

analytiques C18 puis phényl héxyl (Figure 28).  

 

Figure 27. Profil chromatographique de la fraction II après passage sur une colonne semi-

préparative en phase inverse C8 avec détection en UV à 280 nm. Les flèches en rouge 

indiquent les fractions centrales actives 

Le test de l’activité antibactérienne des fractions collectées toutes les 30 secondes après 

séparation sur la colonne phényl héxyl, a montré que le maximum de l’activité se situait au 

niveau des fractions correspondant aux pics chromatographiques à 8,5 min (gradient B) (Figure 

28a) ; à 10,5 min (gradient B) (Figure 28b) et à 7,3 min (gradient A) (Figure 28c). 
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(c) 

Figure 28. Profils chromatographiques des trois bactériocines produites par Lactococcus lactis 

EO24 purifiées après passage sur la colonne phényl héxyl en HPLC phase inverse à 280 nm. 

(a) fraction A, (b) fraction B obtenues après élution par le gradient B et (c) fraction C, obtenue 

après élution par le gradient A 

 

La purification des peptides produits par Lactococcus lactis EO24 a permis d’isoler trois 

fractions contenant des peptides actifs A, B et C. Les spectres de masse obtenus ont toutefois 

montré que les fractions contenant les peptides A et B n’étaient pas suffisamment pure pour 

pouvoir déterminer les masses de ces peptides (Figure 29). Leur identification par SM n’a donc 

pas pu être faite. Par contre, la masse moléculaire de la fraction C a pu être déterminée ; elle est 

de 5214,90 Da (Figure 29), mais elle ne correspond à aucune masse répertoriée dans la 

littérature.  Le séquençage peptidique de cette fraction est toujours en cours. 

 
EO24/ A 

      

Component Mass Molecule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 1353,779 [M + H]+ 90406 100 0,067826 

B 1309,7526 [M + H]+ 86935 96 0,06493 

C 1397,8023 [M + H]+ 61464 68 0,073538 

D 1265,7245 [M + H]+ 59799 66 0,059745 
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 EO24/B 

      

Component Mass Molécule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 1970,1601 [M + H]+ 253444 73 0,020547 

B 2014,1992 [M + H]+ 285787 82 0,056803 

C 1926,1334 [M + H]+ 222691 64 0,041488 

D 2058,2101 [M + H]+ 224514 64 0,049088 

      

 

EO24/ C 

      

Component Mass Molecule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 5215,9258 [M + H]+ 71486 100 0,046442 

B 3345,5438 [M + H]+ 6916 10 0,076291 

C 3330,5521 [M + H]+ 5827 8 0,09262 

D 5231,9209 [M + H]+ 8876 12 0,046977 

 

Figure 29. Spectres de masse réalisés par ESI-Q-TOF des fractions collectées (A, B et C) 

après séparation par HPLC 

 

b.  Lactococcus lactis L17 

La souche Lactococcus lactis L17, préalablement étudiée, produit de la nisine Z. La 

purification de cette bactériocine a été effectuée selon les étapes décrites auparavant. D’après 

son spectre d’activité, c’est la souche Enterococcus raffinosus E26 qui a été utilisée comme 

souche indicatrice au cours des différentes étapes de purification (Tableau 21).  
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Tableau 21. Activité antibactérienne des fractions testées lors de la chromatographie d’échange de 

cations de l’extrait de culture de Lactococcus lactis L17 

Fractions Activité antibactérienne UA/ml* 

Extrait de culture (Fraction I) 6400 

Filtrat 400 

Eluat (Fraction II) 12800 

*Activité en unités arbitraires par ml mesurée sur l’Enteroccus raffinosus E26 comme souche 

indicatrice. 

Après injection de la Fraction II sur la colonne C8 semi-préparative, les fractions éluées 

ont été collectées (70 fractions) puis testées par la technique du « spot on the lawn » comme 

décrit précédemment. Seules les fractions 30 et 31, correspondant au même pic 

chromatographique ont montré une activité avec des diamètres de zone d’inhibition de 27 et 29 

mm. Ces deux fractions ont été réunies puis repassées sur la colonne phényl héxyl directement. 

La faction active obtenue correspond à un pic bien isolé à 7,0 min (gradient A) (Figure 30). 

 

 

Figure 30. Profil chromatographique de la fraction active obtenue après élution par le gradient 

A produite par Lactococcus lactis L17 après passage sur la colonne phényl héxyl en HPLC 

phase inverse avec détection en UV à 280 nm 

 

La fraction a été analysée par la suite par ESI Q-TOF. La masse obtenue correspond bien 

à celle de la nisine Z : 3330,04 Da, avec une abondance de 100%. 
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3. Bactériocines des lactobacilles 

La souche Lactobacillus plantarum L3 préalablement étudiée, produit de la pédiocine 

PA-1. Son extrait de culture a été soumis au même protocole de purification que celui décrit 

précédemment. La souche Enterococcus raffinosus E26 a été utilisée comme souche indicatrice 

pour les différentes étapes de purification. L’activité antibactérienne des fractions obtenues a 

été testée après passage direct de l’extrait de culture sur la colonne échangeuse de cations à pH 

6,5 (Tableau 22). La fraction II a ensuite été passée sur la colonne C8 semi-préparative. 

Tableau 22. Activité antibactérienne des fractions testées lors de la chromatographie d’échange de 

cations de l’extrait de culture de Lactobacillus plantarum L3 

Fractions Activité antibactérienne UA/ml* 

Extrait de culture (Fraction I) 3200 

Filtrat 200 

Eluat (Fraction II) 6400 

*Activité en unités arbitraires par ml mesurée sur l’Enteroccus raffinosus E26 comme souche 

indicatrice. 

Le chromatogramme obtenu après injection de la fraction II sur la colonne C8, montre un 

seul pic qui coïncide avec l’activité maximale de l’échantillon injecté. Les fractions actives 

réunies ont été passées sur la colonne phényl héxyl directement. La faction active obtenue 

correspond à un pic bien isolé comme le montre la figure 31. Ce pic a été obtenu à un temps de 

rétention de 8,7 min (gradient B). 

 

Figure 31. Profil chromatographique de la bactériocine produite par Lactobacillus plantarum 

L3 purifiée sur la colonne phényl héxyl en HPLC phase inverse obtenue après élution par le 

gradient B. Détection en UV à 280 nm 
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La mesure de la masse du peptide purifié par ESI Q-TOF a montré que celle-ci 

correspondait bien à celle de la pédiocine PA-1 : 4622,01 Da (Figure 32). 

 

Pédiocine PA-1 

Component Mass Molecule Abundance Abund.[%] StdDeviation 

A 4622,015 [M + H]+ 128438 100 0,063339 

B 1309,7439 [M + H]+ 20060 16 0,025985 

 

Figure 32. Spectre de masse réalisé par ESI Q-TOF de la fraction collectée après séparation 

par HPLC 

 

VI. Analyse structurale des bactériocines 

Au total, nous avons purifié sept bactériocines produites par quatre souches différentes, à 

savoir : la souche Enterococcus durans LC2 productrice de deux formes modifiées des 

entérocines L50A et L50B (B1, B2, C1 et C2), la souche Lactococcus lactis EO24 productrice 

d’une bactériocine non encore identifiée (EO24/C), la souche Lactobacillus plantarum L3 

productrice de la pédiocine PA-1 et enfin la souche Lactococcus lactis L17 productrice de la 

nisine Z. Pour la suite des expériences, de la nisine commerciale (A) a également été utilisée 

(Tableau 23). 
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Tableau 23. Comparaison des masses moléculaires de l’ensemble des bactériocines purifiées dans 

cette étude 

Souches 

productrices 
Peptides 

MM 

(Da) 

Nombre 

d’aa 
Bactériocine 

Différence de masse par 

rapport à la littérature 

E. durans LC2 

LC2 /A -- -- NP -- 

LC2 /B1 5231,82 43 Entérocine L50A  + 41,59 Da 

LC2 /B2 5219,85 44 Entérocine L50B  +41,47 Da 

LC2 /C1 4471,44  12 Entérocine L50A  -718, 91 Da 

LC2 /C2 4460,94 40 Entérocine L50B -717,32 Da 

L. lactis EO24 

EO24/A -- -- NP -- 

EO24/B -- -- NP -- 

EO24/C 5214,92 -- NI NI 

L. lactis L17 L17/A 5215,88 34 Nisine Z Pas de modification 

L. plantarum L3 L3/A 4622,01 44 Pédiocine PA-1 Pas de modification 

NP : Non Purifié ; NI : Non Identifié 

 

VII. Activité antibactérienne des peptides B1 et B2 sur des pathogènes alimentaires 

(CMI en µg.ml-1) 

L’activité antibactérienne des bactériocines purifiées B1 (entérocine L50A) et B2 

(entérocine L50B) seules et en combinaison vis-à-vis d’une large gamme de bactéries 

pathogènes d’origine alimentaire est représentée au tableau 24. Les valeurs de CMI observées 

pour l’entérocine L50A contre les souches sensibles sont très variables allant de 15,6 µg.ml-1 

vis-à-vis de Staphylococcus aureus S5 à 500 µg.ml-1 vis-à-vis de Staphylococcus epidermidis 

S7. Des valeurs intermédiaires sont par exemple observées contre Listeria monocytogenes 3a 

L36 (250 µg.ml-1), Escherichia coli E29 et Staphylococcus xylosus S8 (62,5 µg.ml-1) ou encore 

Listeria innocua L30 (31,2 µg.ml-1). Il est à noter qu’aucune activité antimicrobienne n’a été 

détectée vis-à-vis de Salmonella enteriditis S1 même à une concentration de 2000 µg.ml-1 et 

ceci aussi bien pour l’entérocine L50A (B1) et l’entérocine L50B (B2) (Tableau 24). 

A cette même concentration, la bactériocine L50B (peptide B2) n’a pas montré d’activité 

vis-à-vis des quatre souches cibles : Enterococcus casseliflavus E1, Enterococcus columbae 

E2, Enterococcus faecalis E3 et Salmonella enteriditis S1. Globalement, cette bactériocine a 

montré une activité plus faible par rapport à celle de l’entérocine L50A (peptide B1). En effet, 

sa CMI varie de 1000 µg.ml-1 pour Enterococcus faecium E10, Escherichia coli E29, 

Staphylococcus epidermidis S7, Staphylococcus xylosus S8 et Listeria monocytogeneS 3b L37 

à 31,25 µg.ml-1 vis-à-vis de Listeria innocua L30. 
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La combinaison des deux entérocines L50A et L50B (peptide B1+B2) a montré une 

activité synergique très significative. Ainsi, pour la majorité des souches cibles, la CMI 

enregistrée a atteint la valeur de 15,65 µg.ml-1, sauf pour Staphylococcus aureus S5 où aucun 

effet synergique n’a été détecté. 

Tableau 24. Concentrations minimales inhibitrices des deux entérocines L50A (B1) et L50B (B2) vis-

à-vis de souches indicatrices pathogènes d’origine alimentaire 

Souches indicatrices CMI en µg.ml-1 

L50A (B1) L50B (B2) L50 A+B (B1+B2) 

Enterococcus casseliflavus E1 125 >2000 15,65 

Enterococcus columbae E2 500 >2000 62,5 

Enterococcus faecalis E3 125 >2000 31,25 

Eenterococcus faecium E4 125 250 15,65 

Eenterococcus faecium E10 62,5 1000 15,65 

Eenterococcus faecium E11 31,3 500 15,65 

Escherichia coli E29 62,5 1000 15,65 

Salmonella enteritidis S1 >2000 >2000 >2000 

Staphylococcus aureus S5 15,65 500 15,65 

Staphylococcus epidermidis S7 500 1000 250 

Staphylococcus xylosus S8 62,5 1000 15,65 

Listeria innocua L30 31,3 31,25 15,65 

Listeria innocua L31 31,3 250 15,65 

Listeria monocytogenes 3a L36 250 500 15,65 

Listeria monocytogenes 3b L37 62,5 1000 15,65 

Bacillus cereus B1 62,5 250 15,65 

 

VIII. Activité antibactérienne des bactériocines purifiées vis-à-vis des pathogènes 

humains  

1. Collecte et identification de bactéries pathogènes d’origine humaine multi-

résistantes aux antibiotiques 

L’isolement de bactéries multi-résistantes a été effectué à partir de 1143 échantillons 

cliniques récoltés, parmi lesquels 244 présentant une infection (Tableau 25). L’antibiogramme 

a révélé que 167 échantillons sur les 244 testés étaient multi-résistants, soit une prévalence de 

68,4% (Figure 33). Les bactéries multi-résistantes ont été isolées majoritairement à partir des 

urines (72%), mais également à partir du pus (18%), ainsi qu’à partir d’autres liquides 

biologiques tels que le crachat, les selles et le sang (Figure 34). 



Chapitre III : Résultats et discussion 

94 
 

Tableau 25. Résultats de l’échantillonnage des isolats cliniques 

Nature de prélèvement Nombre d’échantillon 

Résultat d’analyse 

Négatif 
Positif 

Résistant Sensible 

ECBU 792 616 132 44 

Coproculture 176 171 2 3 

Crachat 57 51 2 4 

Hémoculture 9 7 2 0 

Pus 88 44 20 24 

PDP 9 6 2 1 

Sonde urinaire 5 0 5 0 

Prélèvement conjonctival 7 4 2 1 

ECBU : Examen CytoBactériologique des Urines, PDP : Prélèvement Distal Protégé. 

 

 

Figure 33. Taux de la résistance de l’ensemble des espèces retenues 

 

 

Figure 34. Répartition des BMRe en fonction de l’origine de l’échantillon biologique 
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 Les 167 souches multi-résistantes ont été identifiées comme appartenant à différentes 

espèces : Escherichia coli, Klebsiella pneumonaie, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp, 

Acinetobacter baumannii, Enterococus faecalis, Staphylococcus aureus. La figure 35 montre 

l’aspect de quelques colonies identifiées après croissance sur milieu sélectif.  

    

(a) (b) (c) (d) 

Figure 35. Identification des germes isolés en fonction de la couleur des colonies obtenues sur 

milieu sélectif. (a) colonies de Salmonella spp sur milieu Hektoene. (b) colonies 

d’Enterococcus faecalis sur milieu Brillance. Colonies de Klebsiella pneumonaie sur milieu 

Chapman (c) et sur milieu Brillance (d) 

 

En se basant sur le profil de résistance et la pathogénicité des différentes espèces 

identifiées, 30 souches de bactéries multi-résistantes ont été retenues pour la suite du travail. 

Le tableau 26 montre la répartition des BMRe sélectionnées en fonction de la nature du 

prélèvement, de la tranche d’âge et du sexe du patient. 
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Tableau 26. Répartition des BMRe retenues en fonction de la nature du prélèvement, de l’âge et du 

sexe de patient 

Référence Germe isolé 
Nature du 

prélèvement 
Age Sexe 

290083 Klebsiella pneumonaie ECBU 68 ans Homme 

290146 Salmonella spp Coproculture 59 ans Homme 

240001 Staphylococcus epidermidis Hémoculture 59 ans Homme 

300043 Enterococcus faecalis ECBU 69ans Homme 

250095 Enterococcus faecalis ECBU 77 ans Homme 

60125 Pseudomonas aeruginosa Crachat 58 ans Femme 

230173 Pseudomonas aeruginosa ECBU 67 ans Homme 

220015 Staphylococcus aureus ECBU 68 ans Homme 

90161 Enterococcus faecalis ECBU 

2 mois 17 

jours Homme 

160189 Acinetobacter baumanni complex PDP 18 ans Homme 

280291 Acinetobacter baumanni ECBU 65 ans Homme 

20132 Escherichia coli ECBU 12 ans Homme 

260152 Escherichia coli ECBU 48 ans Femme 

300066 Escherichia coli ECBU 77 ans Femme 

40060 Escherichia coli ECBU 75 ans Homme 

50097 Escherichia coli ECBU 68 ans Homme 

140099 Escherichia coli ECBU 53 ans Homme 

130138 Escherichia coli ECBU 81 ans Femme 

180132 Escherichia coli ECBU 50 ans Femme 

290017 Escherichia coli ECBU 86 ans Homme 

300071 Escherichia coli ECBU 18 ans Femme 

300054 Escherichia coli ECBU 62 ans Homme 

290018 Escherichia coli ECBU 77 ans Homme 

280088 Escherichia coli ECBU 68 ans Femme 

290082 Escherichia coli ECBU 37 ans Femme 

31107 Klebsiella pneumonaie ECBU 67 ans Femme 

400037 Staphylococcus aureus 

Prélèvement 

conjonctival 73 ans Homme 

60159 Pseudomonas aeruginosa 

Prélèvement de 

pus 76 ans Femme 

50004 Escherichia coli ECBU 86 ans Homme 

50033 Escherichia coli Sonde urinaire 59 ans Homme 

Il est à noter que les infections touchent majoritairement les personnes âgées (60%) avec 

une répartition de 72,22% et de 27,77% entre les hommes et les femmes respectivement. La 

deuxième tranche d’âge concerne les adultes entre 19 et 59 ans, avec un pourcentage de 27% et 

une répartition de 50% entre les hommes et les femmes. Enfin, les enfants et les nouveaux nées 

avec une prévalence de 10% et 3% dans chaque catégorie (Figure 36). 
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Figure 36. Répartition des infections dues aux BMRe selon l’âge 

 

Pour l’ensemble des BMRe retenues, Escherichia coli est l’espèce la plus abondante 

(53%), suivie par Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa et Staphylcoccus spp avec 

une abondance de 10%. Viennent ensuite Klebsiella pneumonaie et Acinetobacter baumannii 

avec 7% et Salmonella spp avec 3% (Figure 37). 

 

Figure 37. Répartition des BMRe retenues en fonction de l’espèce 
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aeruginosa, Enterococcus faecalis et Staphylococcus spp. Il est à noter que tous les 

antibiotiques testés sont ceux auxquels les espèces en question sont initialement censées être 

sensibles et que toutes les résistances observées sont des résistances acquises. 

Ci-dessous, un exemple d’antibiogramme réalisé pour Acinetobacter baummannii 

160189 et Klebsiella pneumonaie 290083, deux souches hautement résistantes. Il y a en effet, 

une absence totale de zone d’inhibition significative pour la première (a) et une seule zone pour 

la deuxième (b) (Figure 38). 

 

 

(a) (b) 

Figure 38. Exemple d’antibiogramme : (a) Acinetobacter baumannii complex 160189, (b) 

Klebsiella pneumonaie 290083 
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Tableau 27. Résultats de l’antibiogramme des isolats cliniques d’entérobactéries (Klebsiella spp, 

Salmonella spp) 

Classe Antibiotique 
Charge de 

disque (µg) 

Sensibilité en fonction du diamètre des zones 

d'inhibition (mm) 
 Diamètre des zones d'inhibition (mm) 

Sensible 

≥ 
Intermédiaire 

Résistante 

< 
 

Klebsiella 

pneumonaie 

31107 

Klebsiella 

pneumonaie 

290083 

Salmonella spp 

290146 

Aminoglycosides Amikacin 30 16 13-15 13  16 15 0 

Gentamycine 10 17 14-16 14  14 19 10 

Tobramycine 10 17 14-16 14  6 8 6 

Cephalosporines Cefaclor 30 - - -  0 0 0 

Cefixime 5 17 - 17  0 0 19 

Cefotaxime 30 20 17-19 17  0 0 18 

Ceftazidime 10 22 19-21 19  0 5 15 

Ceftriaxone 30 25 22-24 22  0 10 29 

Pénicillines Amoxicilline 20 19 - 19  0 0 0 

Amoxiciline- 

acide clavulanique  20 + 10 19 - 19  19 0 0 

Ampicilline 10 14 - 14  0 10 0 

Piperacilline 30 20 17-19 17  0 0 0 

Ticarcilin 75 23 20-22 20  0 0 0 

Quinolones Acide nalidixique 30 19 14-18 14  0 22 0 

Ciprofloxacine 5 26 24-25 24  0 30 40 

Levofloxacine 5 23 19-22 19  6 27 25 

Norfloxacine 

(ECBU 

uniquement) 
10 22 19-21 19  10 26 26 

Ofloxacin 5 24 22-23 22  0 29 27 

Phenicols Chloramphenicol 30 17 - 17  22 0 15 

Carbapenems Imipenem 10 22 16-21 16  27 26 14 

Sulfamides Trimethoprim- 

sulfamethoxazole 1.25 + 23.75 14 11-13 11  0 0 16 

Polypeptides Colistine      Absence de corrélation CMI/ diamètre 

Autres Fosfomycine 200 19 - 19  20 29 40 

Nitrofurantoin 10 11 - 11  12 12 0 
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Sur un total de 23 antibiotiques testés, les deux souches de Klebsiella pneumoniae 31107 

et 290083 et la souche de Salmonella spp 29146 ont montré une résistance vis-à-vis de 17, 13 

et 14 antibiotiques respectivement, soit un taux de résistance de 73,91%, 56,52% et 60,86%. 

Pour les trois souches, les résistances les plus fortes ont été observées vis-à-vis des classes des 

aminoglycosides, des céphalosporines, des pénicillines et des sulfamides (Tableau 27, Figure 

39). 

 

Figure 39. Taux de résistance des entérobactéries testées vis-à-vis de 23 antibiotiques 

appartenant à différentes classes 
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Tableau 28. Résultats de l’antibiogramme des isolats cliniques d’entérobactéries (Escherichia coli) 

 

Classe 
Antibiotique 

C
h
arg

e d
e d

isq
u
e (µ

g
) 

Sensibilité en fonction 

du diamètre des zones 

d'inhibition (mm) 

Diamètre des zones d'inhibition (mm) 

S
en

sib
le ≥

 

In
term

éd
iaire

 

R
ésistan

te <
 

E
C

 2
0
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2

 

E
C

 2
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0
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2
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0
0
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6
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E
C
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0
0
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0

 

E
C
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0
0
0
9
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E
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0
0
9
9

 

E
C

 1
3
0
1
3
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E
C

 1
8
0
1
3
2

 

E
C

 2
9
0
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1
7

 

E
C

 3
0
0
0
7
1

 

E
C

 3
0
0
0
5
4

 

E
C

 2
9
0
0
1
8

 

E
C

 5
0
0
0
4

 

E
C

 2
8
0
0
8
8

 

E
C

 2
9
0
0
8
2

 

E
C

 5
0
0
3
3

 

Aminoglycos

ides 

Amikacin 
30 16 14-15 13 15 16 17 16 0 15 16 16 15 16 16 17 21 16 17 19 

Gentamycine 10 17 14-16 14 13 18 20 17 0 20 10 0 0 19 20 19 10 18 0 0 

Tobramycine 10 17 14-16 14 11 13 13 0 0 12 0 0 10 14 8 14 14 9 11 9 

Cephalospori

nes 
Cefaclor 30 - - - 0 0 21 0 0 0 0 0 0 21 23 21 0 0 20 0 

Cefixime 5 17 - 17 18 0 19 0 0 0 0 0 10 19 19 19 0 0 19 0 

Cefotaxime 30 20 17 -19 17 21 0 22 0 0 0 0 0 11 25 25 23 0 0 22 0 

Ceftazidime 10 22 19-21 19 25 31 26 0 0 0 0 0 12 27 26 23 0 0 24 0 

Ceftriaxone 30 25 22-24 22 26 0 27 0 0 0 0 0 10 26 29 29 0 0 27 0 

Pénicillines Amoxicilline 20 19 - 19 0 22 0 10 0 0 0 0 0 0 10 8 0 0 0 0 

Amoxiciline- 

acide 

clavulanique  

20 + 

10 
19 - 19 0 10 0 19 0 0 0 0 0 0 19 20 0 0 0 0 

Ampicilline 10 14 - 14 0 6 0 8 0 0 0 0 0 0 8 10 0 0 0 0 

Piperacilline 30 20 17-19 17 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14 0 0 15 0 

Ticarcilin 75 23 20-22 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 

Quinolones Ciprofloxacine 5 26 24-25 24 0 30 0 0 0 0 0 0 0 31 0 0 0 0 30 0 

Levofloxacine 5 23 19-22 19 10 29 0 0 0 10 0 0 0 29 0 0 0 0 29 26 

Norfloxacin 10 22 19-21 19 0 26 0 0 0 0 0 0 0 26 0 0 0 0 26 0 

Ofloxacin 5 24 22-23 22 0 28 0 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 30 0 

Carbapenems Imipenem 
10 22 16-21 16 26 29 26 26 14 24 25 25 24 26 25 23 25 26 26 24 

Sulfamides 

Trimethoprim- 

Sulfamethoxazo

le 

1.25 

+ 

23.75 

14 11-13 11 0 0 14 0 0 0 14 0 0 19 18 16 0 17 0 0 

Polypeptides Colistine  Absence de corrélation CMI/ diamètre    

Autres Fosfomycine 200 19 - 19 35 40 40 0 0 39 40 36 35 20 25 38 29 30 27 17 

Nitrofurantoin 100 11 - 11 12 12 12 11 0 0 13 12 13 12 14 13 12 12 0 0 
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Sur un total de 21 antibiotiques testés, les 16 souches d’Escherichia coli, ont montré une 

forte résistance vis-à-vis des principales classes utilisées en thérapie humaine comme les 

aminoglycosides, les pénicillines, les quinolones et les pénicols. La souche Escherichia coli 

500097, par exemple, a montré une résistance à tous les antibiotiques testés, soit une prévalence 

de 100% de résistance (Tableau 28, Figure 40). 

 

Figure 40. Taux de résistance des différentes souches d’Escherichia coli testées vis-à-vis de 

21 antibiotiques appartenant à différentes classes 

 

Tableau 29. Résultats de l’antibiogramme des isolats cliniques d’Acinetobacter spp 

Classe Antibiotique 
Charge de 

disque (µg) 

Sensibilité en fonction du diamètre des zones 

d'inhibition (mm) 
 Diamètre des zones d'inhibition (mm) 

Sensible 

≥ 
Intermédiaire 

Résistante 

< 

 Acinetobacter 

baumannii 280291 

Acinetobacter 

baumannii complex 

160189 

Aminoglycosides Amikacin 30 19 17-18 17  0 15 

Gentamycine 10 17 - 17  0 0 

Tobramycine 10 17 - 17  0 0 

Cephalosporines Cefixime 5 27 21-26 21  0 0 

Cefotaxime 30 23 15-22 15  0 0 

Ceftazidime 30 18 15-17 15  0 0 

Ceftriaxone 30 21 14-20 14  0 0 

Pénicillines Piperacilline  30 21 18-20 18  0 0 

Ticarcilin  75 20 15-19 15  0 0 

Quinolones Ciprofloxacine 5 50 21-49 21  0 0 

Levofloxacine 5 23 20-22 20  0 10 

Norfloxacine  10 CIP    0 0 

Ofloxacin 5 CIP    0 0 

Carbapenems Imipenem 10 24 21-23 21  0 40 

Tetracylines Tetracyline 30 15 12-14 12  0 0 

Sulfamides Trimethoprim- 

sulfamethoxazole 1,25 + 23,75 14 11-13 11  0 14 

Polypeptides Colistine      Absence de corrélation rapport diamètre/ CMI 
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Les deux souches d’Acinetobacter baumannii ont montré une résistance vis-à-vis de 

toutes les classes d’antibiotiques testées, à savoir : les aminoglycosides, les céphalosporines, 

les pénicillines, les quinolones, les carbapenems, les tétracyclines et les sulfamides. Ainsi, sur 

un total de 16 antibiotiques, Acinetobacter baumannii 280291 et 160189 ont montré un taux de 

résistance de 100% et 87,5% respectivement (Tableau 29, Figure 41).  

 

Figure 41. Taux de résistance des deux souches d’Acinetobacter baumannii testées vis-à-vis 

de 16 antibiotiques appartenant à différentes classes 

 

Tableau 30. Résultats de l’antibiogramme des isolats cliniques de Pseudomonas spp 

Classe Antibiotique 

Charge de 

disque 

(µg) 

Sensibilité en fonction du diamètre des zones 

d'inhibition (mm) 
 Diamètre des zones d'inhibition (mm) 

Sensible 

≥ 
Intermédiaire 

Résistante 

< 

 Pseudomonas 

aeruginosa 

 60125 

Pseudomonas 

aeruginosa 

230173 

Pseudomonas 

aeruginosa  

60159 

Aminoglycosides Amikacin 30 18 15-17 15  20 19 12 

Gentamycine 10 15 - 15  16 16 0 

Tobramycine 10 16 - 16  16 17 0 

Cephalosporines Ceftazidime 10 16 - 16  10 21 9 

Penicillines Piperacillin  30 18 - 18  30 19 10 

Ticarcilin  75 18 - 18  14 16 0 

Quinolones Ciprofloxacine 5 26 - 26  28 30 0 

Levofloxacine 5 22 - 22  30 23 15 

Carbapenems Imipenem 10 20 17-19 17  25 25 0 

Polypeptides Colistine      Absence de corrélation CMI/ Diamètre 

Autres Fosfomycin 200 6 - 6  35 12 40 

 

La souche Pseudomonas aeruginosa 60139 a montré une forte résistance vis-à-vis de 9 

antibiotiques sur les 10 qui ont été testés (90%). Les deux autres souches, quant à elles, ont 

montré une plus faible résistance, 20% chacune (Tableau 30, Figure 42). 
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Figure 42. Taux de résistance des trois souches de Pseudomonas aeruginosa testées vis-à-vis 

de 10 antibiotiques appartenant à différentes classes 

Tableau 31. Résultats de l’antibiogramme des isolats cliniques de Staphylococcus spp 

Classe Antibiotique 
Charge de 

disque (µg) 

Sensibilité en fonction du diamètre des zones 

d'inhibition (mm) 
 Diamètre des zones d'inhibition (mm) 

Sensible 

≥ 
Intermédiaire 

Résistante 

< 

 Staphylococcus 

aureus 

 400037 

Staphylococcus 

aureus 220015 

Staphylococcus 

epidermidis  

240001 

Aminoglycosides Amikacin 
30 24 18-23 18  20 15 16 

Gentamycine 
10 18 - 18  18 18 21 

Kanamycin 
30 18 - 18  17 15 0 

Tobramycine 
10 18 - 18  16 12 21 

Cephalosporines Cefaclor 
30 22 - 22  17 30 21 

Cefixime 
5 Cet antibiotique n'est pas utilisé pour le traitement des infections à staphylocoques 

Cefotaxime 
30 22 - 22  22 24 0 

Ceftazidime 
10 Cet antibiotique n'est pas utilisé pour le traitement des infections à staphylocoques 

Ceftriaxone 
30 22 - 22  30 26 10 

Cefalotin 
30 22 - 22  24 30 23 

Cefuroxime 
30 22 - 22  25 30 22 

Pénicillines Amoxicilline 
25 18 - 18  16 10 0 

Amoxiciline- 

acide clavulanique  20 + 10 25 19-24 19  17 25 0 

Ampicillin 
10 18 - 18  13 10 0 

Pénicilline G 
1UI 26 - 26  11 14 0 

Quinolones Ciprofloxacin 
5 21 - 21       18 21 16 

Levofloxacine 
5 22 - 22  25 22 0 

Norfloxacine 
5 24 18-23 18  29 24 0 

Ofloxacin 
5 20 - 20  25 20 0 

Phenicols Chloramphenicol 
30 18 - 18  28 28 20 

Lincosamides Clindamycin 
2 22 19-21 19  26 25 15 

Macrolides Erythromycine 15UI 21 13-20 13  27 25 26 

Sulfamides Trimethoprim- 

sulfamethoxazole 1,25 + 23,75 17 14-16 14  16 25 16 

Rifamycines Rifampicin 
5 26 23-25 23  40 36 24 

Tetracyclines Tetracycline 
30UI 22 19-21 19  37 19 17 

Glycopeptides Vancomycine 
5 Par microdilution CMI 

Autres Fosfomycine 
200 23 - 23  39 40 30 

Nitrofurantoin 
100 13 - 13  22 21 19 

Acide fuscidique 
10 24 - 24  29 26 0 
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Trois souches de Staphylococcus spp ont été testées vis-à-vis de 26 antibiotiques. Les 

trois souches ont montré une résistance vis-à-vis des quatre principales classes, à savoir : les 

aminoglycosides, les céphalosporines, les pénicillines et les quinolones avec une prévalence de 

57,69% pour Staphylococcus epidermidis 24001, de 30,76% pour Staphylococcus aureus 

400037 et de 23,07% pour Staphylococcus aureus 220015 (Tableau 31, Figure 43). 

 

Figure 43. Taux de résistance des trois souches de Staphylococcus spp testées vis-à-vis de 26 

antibiotiques appartenant à différentes classes 

Tableau 32. Résultats de l’antibiogramme des isolats cliniques d’Enterococcus faecalis 

Classe Antibiotique 
Charge de 

disque (µg) 

Sensibilité en fonction du diamètre des zones 

d'inhibition (mm) 
 Diamètre des zones d'inhibition (mm) 

Sensible 

≥ 
Intermédiaire 

Résistante 

< 
 

Enterococcus 

faecalis 300043 

 

Enterococcus 

faecalis 

250095 

Enterococcus 

faecalis 

90161 

Aminoglycosides Amikacin 30 10 8-9 8  0 0 0 

Gentamycine 30 8 - 8  8 0 9 

Streptomycine 300 19 14-18 14  0 0 0 

Pénicillines Amoxicilline 20 10 8-9 8  25 5 10 

Amoxiciline- 

acide clavulanique  20 + 10 10 8-9 8  30 12 12 

Ampicilline 2 10 8-9 8  25 0 10 

Péniciline G 1 26 - 26  0 0 0 

Piperacilline 30 10 8-9 8  25 29 25 

Quinolones Ciprofloxacine 5 25 19-24 19  25 0 18 

Levofloxacine 5 15 - 15  19 0 20 

Norfloxacine  10 12 - 12  15 0 17 

Phenicols Chloramphenicol 30 18 13-17 13  25 12 25 

Carbapenems Imipenem 10 21 18-20 18  25 22 30 

Rifamycin Rifampicin 5 20 17-19 17  30 19 18 

Sulfamides Trimethoprim- 

sulfamethoxazole 1,25 + 23,75 50 21-49 21  23 24 30 

Glycopeptides Vancomycine 5 12 - 12  17 11 11 

Polypeptides Colistine      Absence de corrélation CMI/ diamètre 

Autres Fosfomycine 200 16 13-15 13  8 20 23 

Nitrofurantoin 100 15 - 15  20 16 16 

Toutes les espèces d’Enterococcus sont naturellement résistantes aux céphalosporines 
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La résistance de la souche d’Enteroccoccus faecalis 250095 vis-à-vis des antibiotiques 

appartenant à la classe des aminoglycosides, des pénicillines et des quinolones a été plus 

importante (61,11%) que celle des deux souches d’Enteroccoccus faecalis 300043 et 

d’Enteroccoccus faecalis 90161, soit 22,22% chacune (Tableau 32, Figure 44). 

 

Figure 44. Taux de résistance des trois souches d’Enterococcus faecalis testées vis-à-vis de 

18 antibiotiques appartenant à différentes classes 

 

 

3. CMI des antibiotiques contre les BMRe sélectionnées 

Au vu des résultats de l’antibiogramme, les sept souches les plus résistantes ont été 

sélectionnées pour la suite des expériences et seulement huit antibiotiques ont été retenus en 

fonction de leur activité (inefficacité) et de leur appartenance à différentes familles. Un test de 

la dilution critique a donc été fait en utilisant la méthode du « spot on the lawn » afin de 

déterminer les CMI des huit antibiotiques sur les souches sélectionnées. 

Les résultats obtenus aussi bien pour la sensibilité que pour la résistance, pour les huit 

antibiotiques purs confirment ceux obtenus par l’antibiogramme (Tableau 33). La seule 

différence observée concerne la sensibilité à la gentamycine de Salmonella spp 290146, 

d’Escherichia coli 50009 et d’Acinetobacter baummannii 280291 avec une CMI de 60 µg.ml-1 

(Figure 45). Néanmoins, celle-ci est quatre fois plus importante que celle de la charge du disque 

(15µg) et 15 fois plus élevée que la concentration critique recommandée par la norme 

EUCAST-SFM qui est de 4 µg.ml-1. 
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Figure 45. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet de la gentamycine vis-à-vis 

d’Acinetobacter baumannii 280291 via la technique « the spot on the lawn ». Les spots de A à 

H correspondent à une série de concentrations testées de 120 à 0,93 μg.ml-1
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Tableau 33. Valeurs des CMI des antibiotiques purs testés vis-à-vis de sept BMRe sélectionnées 

 

Antibiotiques 

Charge 

du 

disque 

(µg) 

Klebsiella 

pneumonaie 

31107 

Salmonella spp 

290146 

Escherichia coli 

500097 

Acinetobacter 

baumannii 

280291 

Pseudomonas 

aeruginosa 

230173 

Staphylococcus 

aureus 400037 

Enterococcus 

faecalis 300043 

µg.ml-1 

CMI CC CMI CC CMI CC CMI CC CMI CC CMI CC CMI CC 

Ampicilline 10 >80 RN >80 8 >80 8 >80 RN >80 RN >80 8 (S) 5 8 

Amoxicilline 25 >200 RN >200 8 >200 8 >200 RN >200 RN >200 8 (S) 6,25 8 

Céfaclor 30 >240 ND >240 ND >240 ND >240 RN >240 RN >240 4 >240 RN 

Ciprofloxacine 5 >40 0,5 (S) 0,31 0,5 >40 0,5 >40 1 (S) 0,23 0,5 >40 1 (S) 1,25 2 

Cefixime 5 >40 1 (S) 0,5 1 >40 1 >40 16 >40 RN NA NA >40 RN 

Cefotaxime 30 >240 2 (I) 1,87 2 >240 2 >240 32 >240 RN (S) 4 4 >240 RN 

Gentamycine 15 (I) 2,5 4 (RA) 60 4 (RA) 60 4 (RA) 60 4 (S) 3,75 4 (S) 0.9 1 (I)  30 128 

Pénicilline G 6.25 >53 RN >53 RN >53 RN >53 RN >53 RN >53 0.125 >53 ND 

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CC : Concentration Critique (concentration minimale à partir de laquelle l’espèce est définie comme résistante, cette concentration 

varie en fonction de l’antibiotique et de l’espèce testés) ; NA : Non Applicable ; S : Sensible ; I : Intermédiaire ; RN : Résistance Naturelle ; RA : Résistance Acquise ; ND : 

Non Déterminé.  
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4. Activité des bactériocines purifiées sur les BMRe sélectionnées 

a.  Activité des extraits de culture des souches productrices de bactériocines 

Nous avons au total quatre souches productrices de bactériocines, à savoir, Enterococcus 

durans LC2 productrice de quatre bactériocines différentes (B1, B2, C1 et C2), Lactococcus 

lactis L17 productrice de la nisine Z, Lactobacillus plantarum L3 productrice de la pédiocine 

PA-1 et Lactococcus lactis EO24 productrice d’une bactériocine non encore identifiée. 

Après mise en culture d’Enterococcus durans LC2 et de Lactococcus lactis EO24, leurs 

extraits de cultures ont été recueillis et testés via la technique du « spot on the lawn » contre les 

30 souches pathogènes multi-résistantes sélectionnées (Tableau 34). Les résultats ont montré 

que les deux extraits de culture étaient actifs contre les bactéries à Gram+ et les bactéries à 

Gram -, avec respectivement des diamètres de zones d’inhibition variant de 12 à 14 mm et de 6 

à 10 mm (Tableau 34, Figure 46).  

 

 

Figure 46. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet des extraits de culture 

d’Enterococcus durans LC2 et de Lactococcus lactis EO24 via la technique du « spot on the 

lawn ». Les photos montrent l’effet antibactérien vis-à-vis de trois souches indicatrices : (a) 

Klebsiella pneumonaie 290083, (b) Salmonella spp 290146 et (c) Enterococcus faecalis 90161 

 

 

  

(a) (c) (b) 
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Tableau 34. Activité des extraits de culture des souches LC2 et EO24 contre des bactéries multi-

résistantes aux antibiotiques 

Famille Référence Germe 

Diamètre de zone 

d’inhibition en mm 

LC2 EO24 

Enterobactéries 

(Gram-) 

290083 Klebsiella pneumonaie 9 9 

31107 Klebsiella pneumonaie spp 0 9 

290146 Salmonella spp 6 ˷ 9 

20132 Escherichia coli 6 ˷ 10 

260152 Escherichia coli 7 ˷ 10 

300066 Escherichia coli ˷ 9 

40060 Escherichia coli 7 ˷ 9 

50097 Escherichia coli 6 ˷ 10 

140099 Escherichia coli 0 0 

130138 Escherichia coli ˷ 9 ˷ 

180132 Escherichia coli 0 0 

290017 Escherichia coli ˷ 9 

300071 Escherichia coli 7 ˷ 9 

300054 Escherichia coli 7 ˷ 9 

290018 Escherichia coli ˷ 9 

50004 Escherichia coli 0 0 

280088 Escherichia coli 6 ˷ 10 

290082 Escherichia coli ˷ 9 

50033 Escherichia coli ˷ ˷ 

Acinetobacter spp 

(Gram-) 
160189 

Acinetobacter baumannii 

complex 

9 8 

280291 Acinetobacter baumannii 6 ˷ 9 

Pseudomonas spp 

(Gram-) 

60125 Pseudomonas aeruginosa ˷ 10 

230173 Pseudomonas aeruginosa 6 ˷ 7 

60159 Pseudomonas aeruginosa 6 ˷ 7 

Staphylococcus spp 

(Gram+) 

240001 Staphylococcus epidermidis ˷ ˷ 

400037 Staphylococcus aureus 13 12 

220015 Staphylococcus aureus 11 12 

Enterococcus spp 

(Gram+) 

300043 Enterococcus faecalis 14 12 

250095 Enterococcus faecalis 14 12 

90161 Enterococcus faecalis 12 13 

(
˷
) zone trouble, (-) : absence de zone d’inhibition. 

 

b. CMI des bactériocines purifiées contre les BMRe sélectionnées 

L’effet antibactérien des bactériocines purifiées a été étudié contre toutes les souches 

pathogènes retenues, sauf celles d’Escherichia coli dont seulement cinq des 16 souches ont été 

testées (Tableau 35). 
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La nisine Z purifiée n’a montré aucun effet contre les souches à Gram- sauf Pseudomonas 

aeruginosa 230173 contre laquelle une CMI de 500 µg.ml-1 a été mesurée. Par contre, vis-à-vis 

des souches à Gram+ l’effet a été positif avec des CMI de 500 µg.ml-1 contre la plupart des 

souches et seulement de 125 µg.ml-1 contre Enterococcus faecalis 90161 par exemple (Tableau 

35 ; Figure 47). 

 

Figure 47. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet de la nisine Z purifiée vis-à-

vis de l’Enterococcus faecalis 250095. Les spots de A à H correspondent à une série de 

solutions de 500 à 3,9 μg.ml-1. Les deux zones d’inhibition obtenues correspondent aux 

concentrations 500 (A) et 250 (B) μg.ml-1 

 

De même, pour la nisine A commerciale, aucun effet contre toutes les souches à Gram- 

n’a été détecté. Les souches à Gram+ ont, elles été toutes sensibles avec des CMI plus faibles 

que celles obtenues avec la nisine A purifiée, allant de 125 à 24,4 µg.ml-1. 

Par ailleurs, la pédiocine PA-1 purifiée à partir de Lactobacillus plantarum L3 était 

inactive envers toutes les bactéries à Gram- testées à l’exception de Pseudomonas aeruginosa 

230173 avec une CMI de 500 µg.ml-1. A l’inverse, contre les bactéries à Gram+, la pédiocine 

PA-1 a montré une activité significative vis-à-vis d’Enterococcus faecalis 90161, 300043 et 

250095 (Figure 48) avec des CMI très faibles, de l’ordre de 0,48 µg.ml-1 et une CMI de de 500 

µg.ml-1 vis-à-vis de Staphylococcus aureus 220015 (Tableau 35). 
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Figure 48. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet de la pédiocine PA-1 purifiée 

vis-à-vis de l’Enterococcus faecalis 250095. Les spots de A à H correspondent à une série de 

solutions de 500 à 3,9 μg.ml-1. Des zones d’inhibitions ont été obtenues pour toutes les 

concentrations testées 

 

D’autre part, la combinaison nisine A/pédiocine PA-1 a montré un effet très significatif 

vis-à-vis des souches à Gram + avec des CMI très faibles allant de 15,6 µg.ml-1 à 0,12 µg.ml-1 

chacune (Figure 49). 

 

 

(a) (b) 

Figure 49. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet de la combinaison nisine A/ 

pédiocine PA-1. Les spots de A à N correspondent à des séries de solutions de 250/250 à 

0,12/0,12 μg.ml-1. La dernière zone d’inhibition obtenue correspond à la concentration 0,24/ 

0,24 μg.ml-1 (K) vis-à-vis de l’Enterococcus faecalis 250095 (a) et à la concentration 15,62/ 

15,62 μg.ml-1 (E) vis-à-vis de Staphylococcus aureus 400037 (b) 

 

La bactériocine EO24/C non encore identifiée n’a montré aucune activité antibactérienne 

vis-à-vis de l’ensemble des bactéries multi-résistantes testées que ce soit les bactéries à Gram- 

ou à Gram+ même à des concentrations de 500 µg.ml-1 (Tableau 35). 

Les deux bactériocines B1 et B2, seules ou en combinaison (B1+B2) n’ont montré aucune 

activité vis-à-vis de toutes les bactéries à Gram- testées, même à des concentrations de 500 
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µg.ml-1. Par contre, vis-à-vis des bactéries à Gram +, une sensibilité (CMI de 500 µg.ml-1) a été 

observée avec les deux bactériocines seules et en combinaison (Tableau 35). 

Les bactériocines C1, C2 et B1, B2 sont à priori identiques, cependant, leur activité s’est 

avérée différente vis-à-vis des BMRe testées. Ainsi, alors que les deux bactériocines B1, B2 

n’ont montré aucun effet contre les bactéries à Gram-, les deux bactériocines C1 et C2 ont un 

effet contre deux bactéries à Gram- à savoir Klebsiella pneumonaie 290083 et Acinetobacter 

baumannii 280291 avec une CMI de 1000 µg.ml-1 (Figure 50). De plus, leur combinaison 

(C1+C2) a montré un effet plus important se traduisant par des CMI plus faibles de l’ordre de 

500 µg.ml-1 dans le cas de Klebsiella pneumonaie 290083, et cet effet a été synergique dans le 

cas d’Acinetobacter baumannii 280291 avec une CMI de 7,8 µg.ml-1 (Tableau 35 ; Figure 50). 

Il faut également noter l’apparition d’une sensibilité de la souche Pseudomonas aeruginosa 

230173 vis-à-vis de cette combinaison, alors même que ces deux bactériocines testées 

séparément n’avaient pas d’effet.  

  

(a) (b) 

Figure 50. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet de la bactériocine C1 et C2 

seules et en combinaison vis-à-vis de l’Acinetobacter baumannii 280291. (a) Les spots de A à 

H correspondent à une série de solutions (de la combinaison C1+C2) de 500/500 à 3,9/3,9 

μg.ml-1, la dernière zone d’inhibition obtenue correspond à la concentration 7,81/7,81 μg.ml-1 

(G) ; (b) les spots déposés correspondent à des dilutions de la solution pure des bactériocines 

purifiées (B1, B2, C1, C2, EO24, L17 et L3) variant entre 1000 à 500 μg.ml-1, les seules zones 

d’inhibition obtenues correspondent à des CMI de 1000 μg.ml-1 pour les bactériocine C1 et C2 

 

Contre les bactéries à Gram+, les deux bactériocines ont également montré une activité 

significative variant de 250 µg.ml-1 pour Enterococcus faecalis 250095 à 31,2 µg.ml-1 pour 

Enterococcus faecalis 90161. Leur combinaison a montré un effet synergique très significatif 

allant de 62,5 µg.ml-1 à 7,8 µg.ml-1. La figure 51 montre un exemple de synergie entre ces deux 

bactériocines vis-à-vis de Staphylococcus aureus 220015. 
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(a) (b) (c) 

Figure 51. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet des bactériocines C1(a) et C2 

(b) seules et en combinaison (c) vis-à-vis de Staphylococcus aureus 220015. Les spots de A à 

H correspondent à une série de solutions de 1000 à 7,8 µg.ml-1 (a et b) et de 500/500 à 3,9/ 3,9 

μg.ml-1(c).  La dernière zone d’inhibition obtenue correspond à la concentration (F) 31,25 

μg.ml-1 (a), à (E) 62,5 μg.ml-1 (b) et à (F) 15,62/15,62 µg.ml-1 (c)
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Tableau 35. Activité des bactériocines B1, B2, C1 et C2 seules, puis en combinaison B1+B2 et C1+C2, activité de la nisine Z purifiée, de la nisine A 

commerciale, de la pédiocine PA-1 purifiée, de la combinaison nisine A+ pédiodine PA-1 et de la bactériocine EO24/C non identifiée vis-à-vis d’une série de 

BMRe aux antibiotiques 

Bactériocines 

Concentration minimale inhibitrice en µg.ml-1 

Gram- Gram+ 

Entérobactéries 
Acinetobacter 

baumannii 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Staphylococcus 

aureus 
Enterococcus faecalis Klebsiella 

pneumonaie 

Salmonella 

spp 
Escherichia coli 

290083 31107 290146 20132 260152 300066 300054 500097 160189 280291 60125 230173 220015 400037 300043 250095 90161 

*Nisine Z > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 500 500 500 500 250 125 

**Nisine A c > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 96 125 125 > 500 24 

***Pédiocine 

PA-1 
> 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 500 500 > 500 0,49 0,49 0,49 

Nisine A / 

pédiocine PA-1 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 
ND ND ND ND 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

15,62 

/15,62 

15,62 

/15,62 

0,12 

/0,12 

0,24 

/0,24 
ND 

****EO24/C > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 

B1 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 500 500 500 

B2 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 500 > 500 > 500 500 500 

B1/B2 
> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

> 250/ 

> 250 

250/ 

250 

> 250/ 

> 250 

250/ 

250 

250/ 

250 

250/ 

250 

C1 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000 62,50 250 125 31,25 31,25 

C2 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000 62,50 250 62,50 250 62,50 

C1/C2 
500/ 

500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

>500/ 

>500 

7,81/ 

7,81 

>500/ 

>500 

250/ 

250 

15,62/ 

15,62 

62,50/ 

62,50 

7,81/ 

7,81 

15,62/ 

15,62 

7,81/ 

7,81 

B1 : entérocine L50A, B2 : forme modifiée de l’entérocine L50B, C1 : fragment actif de l’entérocine L50A, C2 : fragment actif de l’entérocine L50B. *Nisine 

Z produite par Lactococcus lactis L17, ** Nisine AC
 nisine commerciale, *** Pédiocine PA-1 produite par Lactobacillus plantarum L3, **** EO24/C 

bactériocine -non identifiée- produite par Lactococcus lactis EO24, ND :   Non Déterminé
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5. Activité des combinaisons bactériocine/antibiotique sur les BMRe sélectionnées 

Différentes combinaisons d'antibiotiques et de bactériocines purifiées ont été testées afin 

d'évaluer les éventuels effets potentialisateurs des bactériocines sur les antibiotiques ou les 

effets synergiques entre les deux familles d'antimicrobiens. Un effet potentialisateur se 

manifeste par l’apparition d’une sensibilité vis-à-vis d’un agent antimicrobien, en présence d’un 

autre agent initialement actif. Par contre, un effet synergique se produit lorsque les deux 

antimicrobiens agissent en combinaison pour rendre la cellule cible, initialement résistantes aux 

deux antimicrobien, sensible. 

Comme pour les tests effectués pour les antibiotiques purs, la combinaison antibiotique/ 

bactériocine a été testée contre les sept souches les plus résistantes. Dans un souci de clarté et 

afin d’alléger la présentation des résultats, ne seront décrits que ceux relatifs aux souches 

Escherichia coli 500097, Acinetobacter baumannii 280291 et Staphylococcus aureus 400037. 

Concernant la souche Escherichia coli 500097 aucune des combinaisons testées n’a eu 

d’effet sur sa résistance (Tableau 38). Contre Acinetobacter baumannii 280291, l’effet 

combiné antibiotique/bactériocine a été testé en raison de son niveau élevé de résistance aux 

deux familles d’antimicrobiens. Ainsi, on a noté l’apparition d’une sensibilité à la 

ciprofloxacine avec une CMI de 1,25 µg.ml-1, en présence des deux bactériocines nisine A (250 

µg.ml-1) et pédiocine PA-1 (250 µg.ml-1). Cette sensibilité est apparue également en présence 

des bactériocines C1 et C2 (CMI de 0,62 et de 1,25 µg.ml-1) respectivement. La combinaison 

des trois antimicrobiens (C1/C2/ciprofloxcine) a montré un effet synergique très significatif 

avec des CMI de 62,5 ; 62,5 et 0,62 µg.ml-1 respectivement pour C1, C2 et pour la 

ciprofloxacine. 

Comme décrit plus haut, la souche Acinetobacter baumannii 280291 est sensible à la 

gentamycine seule, mais avec une CMI de 60 µg.ml-1 largement au-dessus de la norme 

recommandée par EUCAST. Cette sensibilité a été accrue en présence des deux bactériocines ; 

la nisine A (125 µg.ml-1) et la pédiocine PA-1 (500 µg.ml-1) avec une CMI de la gentamycine 

passant de 60 à 3,75 et à 15 µg.ml-1 respectivement. En présence des trois antimicrobiens, on a 

remarqué un effet synergique très marqué puisque les CMI ont été de 62,5 ; 62,5 et 3,75 µg.ml-

1 respectivement pour la nisine A, la pédiocine PA-1 et la gentamycine.  Cet effet synergique 

on l’a également noté en présence de la bactériocine B1 (125 µg.ml-1) et de la bactériocine C1 
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(250 µg.ml-1), avec une CMI de la gentamycine passant de 60 à 7,5 µg.ml-1 dans les deux cas 

(Tableau 39). 

Les diverses combinaisons testées vis-à-vis de Staphylococcus aureus 400037 ont montré 

des activités antimicrobiennes très marquantes. En effet, la combinaison de la nisine A avec les 

huit antibiotiques a mis en évidence un effet potentialisateur de cette bactériocine sur cinq 

antibiotiques. Cette activité se traduit par une sensibilité qui est apparue vis-à-vis de 

l’ampicilline, l’amoxicilline, le céfaclor, la ciprofloxacine et de la pénicilline G avec une CMI 

de 0,31 ; 0,78 ; 3,75 ; 0,62 et 0,19 µg.ml-1 respectivement (Tableau 41 ; Figure 52).  

  
(a) (b) (c) 

Figure 52. Exemple de zones d’inhibition obtenues sous l’effet de la nisine A (a) et de la 

pénicilline G (b) seules et en combinaison (c), par la méthode « spot on the lawn » vis-à-vis de 

Staphylococcus aureus 400037. (a) effet de la nisine à des concentrations allant de 1000 à 0,06 

μg.ml-1 (de A à O) ; les quatre zones d’inhibition obtenues correspondent à des concentrations 

de A 1000, B 500, C 250 et D 125 μg.ml-1. (b) effet de la pénicilline G à des concentrations de 

53 à 0,1 μg.ml-1 (A à H) ; aucune zone d’inhibition n’a été obtenue, (c) effet de la combinaison 

nisine A/pénicilline G testée à des concentrations de 500 à 62,5 μg.ml-1 pour la  nisine A et de 

6,25 à 0,19 μg.ml-1 pour la pénicilline G (de A à D' '); 12 zones d’inhibitions ont été obtenues; 

le spot D '' correspond à la plus faible concentration obtenue qui est de 62,5 / 0,19 μg.ml-1 pour 

la nisine A et la pénicilline G respectivement 

 

Les combinaisons avec la pédiocine PA-1 ont montré un effet potentialisateur avec deux 

antibiotiques, il s’agit de l’amoxicilline et du céfaclor avec une CMI de 25 et de 30 µg.ml-1 

respectivement. Par contre, la combinaison de cette bactériocine avec la ciprofloxacine a montré 

un effet synergique, soit une CMI de 62,5 et de 0,62 µg.ml-1 respectivement (Tableau 41). Il 

est à noter qu’aucune activité n’a été observée suite à la combinaison des trois antimicrobiens 

(antibiotique/nisine/pédiocine) vis-à-vis de la souche Staphylococcus aureus 400037. 

Les diverses combinaisons réalisées avec les deux bactériocines B1 et B2 ont également 

montré un effet synergique avec trois antibiotiques différents : céfaclor/B1 avec des CMI 

respectives de 15 et 125 µg.ml-1 ; ciprofloxacine /B1 avec des CMI respectives de 0,31 et 31,25 
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µg.ml-1 et pénicilline G/B2 avec des CMI respectives de 41,66 et 125 µg.ml-1. Il est à signaler 

que les huit antibiotiques et les deux bactériocines n’avaient aucune activité individuelle vis-à-

vis de cette souche. 

Pour l’ensemble des combinaisons testées avec les bactériocines C1 et C2 seules ou en 

combinaison, on a remarqué un effet potentialisateur de l’action de tous les antibiotiques, sauf 

dans le cas de la combinaison céfaclor /C1 et de la combinaison ciprofloxacine/C2 où on a noté 

un effet synergique (Tableau 41).
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Tableau 36. CMI de la combinaison antibiotique/bactériocine vis à vis de la souche de Klebsiella pneumonaie 31107 multi-résistante aux antibiotiques 

Bactériocine + 

antibiotique 

(µg.ml-1) 

Klebsiella pneumonaie 31107 

Nisine A 

(>500) 

Pediocin PA-1 

(>500) 

Nisine A + Pediocin 

PA-1 

(>500/ >500) 

B1 

(>500) 

B2 

(>500) 

C1 

(>1000) 

C2 

(>1000) 

C1+C2 

(>500/ >500) 

Ampicilline 

(>80) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Amoxicilline 

(>200) 
RN RN RN RN RN RN 

RN : TN 

 (> 1 000 + > 50) 

RN : TN 

 (> 500 + > 500 + > 50) 

Céfaclor 

(>240) 
> 500 + > 30 > 500 + > 30 > 250 + > 250 + > 30 > 500 + > 60 ND >1 000 + > 60 >1 000 + > 60 > 500 + > 500 + > 60 

Ciprofloxacine 

(>40) 
> 500 + > 5 > 500 + > 5 > 250 + > 250 + > 5 > 500 + > 10 ND > 1 000 + > 10 > 1 000 + >10 > 500 + > 500 + >10 

Cefixime 

(>40) 
> 500 + > 5 > 500 + > 5 > 250 + > 250 + > 5 > 500 + > 10 ND >1 000 + > 10 ND ND 

Cefotaxime 

(>240) 
> 500 + > 30 > 500+ > 30 > 250 + > 250 + > 30 > 500 + > 60 ND >1000 + > 60 ND ND 

Gentamycine 

( 2,5) 
I I I I I I I I 

Pénicilline G 

(>53) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

RN : Résistance Naturelle ; TN : Témoin Négatif ; I : Intermédiaire ; ND : Non Déterminé. Les valeurs entre parenthèses correspondent à la CMI individuelle 

de chaque agent antibactérien vis-à-vis de la souche testée.  

NB : la CMI de la bactériocine est indiquée en premier, celle de l’antibiotique est en deuxième position. 
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Tableau 37. CMI de la combinaison antibiotique/bactériocine vis à vis de la souche de Salmonella spp 290146 multi-résistante aux antibiotiques 

Bactériocine + 

antibiotique 

(µg.ml-1) 

Salmonella spp 290146 

Nisine A 

(>500) 

Pediocin PA-1 

(>500) 

Nisine A + Pediocin 

PA-1 

(>500/ >500) 

B1 

(>500) 

B2 

(>500) 

C1 

(>1000) 

C2 

(>1000) 

C1+C2 

(>500/ >500) 

Ampicilline 

(>80) 
> 500 + > 10 > 500 + > 10 > 250 + > 250 + > 10 > 500 + > 20   ND >1 000 + > 20 >1 000 + > 20 > 500 + > 500 + > 20 

Amoxicilline 

(>200) 
> 500 + > 25 > 500 + > 25 > 250 + > 250 + > 25 > 500 + > 50   ND >1 000 + > 50 >1 000 + > 50 > 500 + > 500 + > 50 

Céfaclor 

(>240) 
> 500 + > 30 > 500 + > 30 > 250 + > 250 + > 30 > 500 + > 60 ND >1 000 + > 60 >1 000 + > 60 > 500 + > 500 + > 60 

Ciprofloxacine 

(0,31) 
S S S S S 

S : TP   

(250 + 2, 5) 

S : TP   

(250 + 2,5) 

S : TP 

(125 + 125 + 0,62) 

Cefixime 

(0,5) 
S S S S S S S S 

Cefotaxime 

(1,87) 
I I I I I I I I 

Gentamycine 

(60) 
500 + 15 250 + 7,5 > 250 + > 250 + > 15 125 + 3,75 ND 250 + 7,5 ND ND 

Pénicilline G 

(>53) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

S : Sensible ; I : Intermédiaire ; RN : Résistance Naturelle ; ND : Non Déterminé ; TP : Témoin Positif. Les valeurs entre parenthèses correspondent à la CMI 

individuelle de chaque agent antibactérien vis-à-vis de la souche testée. Les cases colorées montrent les résultats positifs obtenus pour l’ensemble des combinaisons 

testées. 

NB : la CMI de la bactériocine est indiquée en premier, celle de l’antibiotique est en deuxième position. 
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Tableau 38. CMI de la combinaison antibiotique/bactériocine vis à vis de la souche d’Escherichia coli 500097 multi-résistante aux antibiotiques 

Bactériocine + 

antibiotique 

(µg.ml-1) 

Escherichia coli 500097 

Nisine A 

(>500) 

Pédiocine PA-1 

(>500) 

Nisine A + Pédiocine PA-

1 

(>500/ >500) 

B1 

(>500) 

B2 

(>500) 

C1 

(>1000) 

C2 

(>1000) 

C1+C2 

(>500/ >500) 

Ampicilline 

(>80) 
> 500 + > 10 > 500 + > 10 > 250 + > 250 + > 10 > 500 + > 20   > 500 + > 20   > 1 000 + > 20 >1 000 + > 20 > 500 + > 500 + > 20 

Amoxicilline 

(>200) 
> 500 + > 25 > 500 + > 25 > 250 + > 250 + > 25 > 500 + > 50 > 500 + > 50 >1 000 + > 50 >1 000 + > 50 > 500 + > 500 + > 50 

Céfaclor 

(>240) 
> 500 + > 30 > 500 + > 30 > 250 + > 250 + > 30 > 500 + > 60 > 500 + > 60 >1 000 + > 60 >1 000 + > 60 > 500 + > 500 + > 60 

Ciprofloxacine 

(>40) 
> 500 + > 5 > 500 + > 5 > 250 + > 250 + > 5 > 500 + > 10   > 500 + > 10   > 1 000 + > 10   > 1 000 + >10   > 500 + > 500 + >10 

Cefixime 

(>40) 
> 500 + > 5 > 500 + > 5 > 250 + > 250 + > 5 > 500 + > 10 ND > 1 000 + > 10 ND ND 

Cefotaxime 

(>240) 
> 500 + > 30 > 500+ > 30 > 250 + > 250 + > 30 > 500 + > 60 ND >1000 + > 60 ND ND 

Gentamycine 

(60) 
> 500 + > 15 > 500 + > 15 > 250 + > 250 + > 15 > 500 + > 30 ND >1000 + > 30 ND ND 

Pénicilline G 

(>53) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

RN : Résistance Naturelle ; ND : Non Déterminé. Les valeurs entre parenthèses correspondent à la CMI individuelle de chaque agent antibactérien vis-à-vis de 

la souche testée. 

NB : la CMI de la bactériocine est indiquée en premier, celle de l’antibiotique est en deuxième position. 
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Tableau 39. CMI de la combinaison antibiotique/bactériocine vis à vis de la souche d’Acinetobacter baumannii 280291 multi-résistante aux antibiotiques 

Bactériocine + 

antibiotique 

(µg.ml-1) 

Acinetobacter baumannii 280291 

Nisine A  

(480) 

Pediocin PA-1 

(>500) 

Nisine A + Pediocin 

PA-1 

(>500 />500) 

B1  

(>500) 

B2 

(>500) 

C1 

(1000) 

C2 

(1000) 

C1+C2 

(7,81/7,81) 

Ampicilline 

(>80) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Amoxicilline 

(>200) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Céfaclor 

(>240) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Ciprofloxacine 

(>40) 
>500 + >5 >500 + >5 250 + 250 +1.25 > 500 + > 10 ND 250 + 0,62 500 + 1,25 62,5 + 62,5 + 0,62 

Cefixime 

(>40) 
> 500 + > 5 > 500 + > 5 > 250 + > 250+ > 5 ND ND ND ND ND 

Cefotaxime 

(>240) 
> 500 + > 30 > 500 + > 30 > 250 + > 250 + > 30 ND ND ND ND ND 

Gentamycine 

(60) 
125 + 3.75 500 + 15,00 62.5 + 62.5 + 3.75 125 + 7,50 ND 250 + 7,5 ND ND 

Pénicilline G 

(>53) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

ND : Non Déterminé ; RN : Résistance Naturelle. Les valeurs entre parenthèses correspondent à la CMI individuelle de chaque agent antibactérien vis-à-vis de 

la souche testée. Les cases colorées montrent les résultats positifs obtenus pour l’ensemble des combinaisons testées. 

NB : la CMI de la bactériocine est indiquée en premier, celle de l’antibiotique est en deuxième position. 
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Tableau 40. CMI de la combinaison antibiotique/bactériocine vis à vis de la souche de Pseudomonas aeruginosa 230173 multi-résistante aux antibiotiques 

Bactériocine + 

antibiotique 

(µg.ml-1) 

Pseudomonas aeruginosa 230173 

Nisine A 

(>500) 

Pediocin PA-1 

(500) 

Nisine A + 

Pediocin PA-1 

(>500/ >500) 

B1 

(>500) 

B2 

(>500) 

C1 

(>1000) 

C2 

(>1000) 

C1+C2 

(250/ 250) 

Ampicilline 

(>80) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Amoxicilline 

(>200) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Céfaclor 

(>240) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Ciprofloxacine 

(0,23) 
S S S 

S : TP  

(125 + 2,5) 
S 

S : TP 

(500 + 1,25) 

S : TP  

(125 + 0,31) 

S : TP 

 (31,25 + 31,25 + 0,62) 

Cefixime 

(>40) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Cefotaxime 

(>240) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

Gentamycine 

(3,75) 
S S S 

S : TP   

(62,5 + 3,75) 
S 

S : TP 

 (125 + 3,75) 
S S 

Pénicilline G 

(>53) 
RN RN RN RN RN RN RN RN 

S : Sensible ; RN : Résistance Naturelle ; TP : Témoin Positif. Les valeurs entre parenthèses correspondent à la CMI individuelle de chaque agent 

antibactérien vis-à-vis de la souche testée.  

NB : la CMI de la bactériocine est indiquée en premier, celle de l’antibiotique est en deuxième position. 
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Tableau 41. CMI de la combinaison antibiotique/bactériocine vis-à-vis de la souche de Staphylococcus aureus 400037 multi-résistante aux antibiotiques 

Bactériocine + 

antibiotique 

(µg.ml-1) 

Staphylococcus aureus 400037 

Nisine A 

(=125) 

Pediocin PA-1 

(>500) 

Nisine A + Pediocin PA-1   

(=15,62/15,62) 

B1 

(> 500) 

B2 

(> 500) 

C1 

(=250) 

C2 

(=250) 

C1+C2 

(=62,50 / 62,50) 

Ampicilline 

(>80) 
62.5 + 0.31 >500 + >10 > 250 + > 250 + > 10 > 500 + > 20 > 500 + > 20 125+ 0,62 125+ 0,62 31,25+31,25+ 0,31 

Amoxicilline 

(>200) 
62.5 + 0.78 250 + 25 > 250 + > 250 + > 25 > 500 + > 50 >500 + > 50 125 + 1,56 125+ 1,56 31,25+31,25+1,56 

Céfaclor 

(>240) 
125 + 3.75 500 + 30 > 250 + > 250 + > 30 125 + 15 >500 + > 60 62,5 + 0,93 125+ 1,87 62,5+ 62,5 + 3,75 

Ciprofloxacine 

(>40) 
62.5+ 0.62 62.5 + 0.62 > 250 + > 250 + > 5 31,25 + 0,31 > 500 + > 10 125+ 0,62 62,5+0,62 62,5 + 62,5 + 0,62 

Cefixime 

 
NA NA NA NA NA NA NA NA 

Cefotaxime 

(4) 
S S S S S S S S 

Gentamycine 

(0,9) 
S S S S S S S S 

Pénicilline G 

(>53) 
62.5 + 0.19 >500 + >6,25 > 250 + > 250 + > 6,25 

> 500 + > 

12,5 
125 + 41,66 125 + 6,66 125+ 3,33 31,25+31,25+ 3,33 

NA : Non Applicable ; S : Sensible. Les valeurs entre parenthèses correspondent à la CMI individuelle de chaque agent antibactérien vis-à-vis de la souche 

testée. Les cases colorées montrent les résultats positifs obtenus pour l’ensemble des combinaisons testées. 

NB : la CMI de la bactériocine est indiquée en premier, celle de l’antibiotique est en deuxième position. 
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Tableau 42. CMI de la combinaison antibiotique/bactériocine vis-à-vis de la souche d’Enteroccocus faecalis 300043 multi-résistante aux antibiotiques 

Bactériocine + 

antibiotique 

(µg.ml-1) 

Enterococcus faecalis 300043 

Nisine A 

(125) 

Pediocin PA-1 

(>0,49) 

Nisine A + Pediocin 

PA-1 

(0,12/ 0,12) 

B1 

(500) 

B2 

(>500) 

C1 

(>125) 

C2 

(62,5) 

C1+C2 

(7,81/ 7,81) 

Ampicilline 

(5) 
S S S 

S : TP   

(62,5 + 2,5) 
S 

S : TP   

(62,5+ 1,25) 

S : TP 

 (62,5 + 0,62) 

S : TP 

 (31,25 + 31,25 + 0,31) 

Amoxicilline 

(6,25) 

 

S S S 
S : TP  

(62,5 + 1,56) 

S : TP  

(62,5 + 6,25) 

S : TP 

 (125 + 3,12) 

S : TP 

(62,5 + 0,78) 

S : TP  

(31,25 + 31,25 + 0,78) 

Céfaclor 

(>240) 
62,5 + 3,75 4,87 .10-1 + 7,3. 10-3 3,9 + 3,9 + 1,17.10-1 > 500 + > 60 > 500 + > 60 62,5 + 3,75 62,5 + 1,87 31,25 + 31,25 + 1,87 

Ciprofloxacine 

(1,25) 
S S S S S  S S 

S :TP  

(31,25 + 31,25 + 0,15) 

Cefixime 

(>40) 

RN 

125 + 0,31 

RN 

2,43 .10-1 + 2,44.10-3 

RN 

3,9 + 3,9 + 1,95.10-2 

RN 

> 500 + > 10 
RN 

RN 

62,5 + 0,62 
RN RN 

Cefotaxime 

(>240) 

RN 

62,5 + 3,75 

RN 

2,43 .10-1+ 3,59.10-3 

RN 

3,9 + 3,9 + 1,17.10-1 

RN 

125 + 15 
RN 

RN 

62,5 + 3,75 
RN RN 

Gentamycine 

(30) 
I I I I I I I I 

Pénicilline G 

(>53) 
62,5 + 0,78 9,75 .10-1  + 2,96.10-3 3,9 + 3,9 + 0,024 125 + 6,25 500 + 13,33 125 + 3,33 62,5 + 1,66 15,6 + 15,6 + 1,66 

S : Sensible ; TP : Témoin Positif ; RN : Résistance Naturelle ; ND : Non Déterminé. Les valeurs entre parenthèses correspondent à la CMI individuelle de 

chaque agent antibactérien vis-à-vis de la souche testée. Les cases en rose montrent les résultats positifs obtenus pour l’ensemble des combinaisons testées. 

Les cases en vert montrent des résultats positifs obtenus par des antibiotiques vis-à-vis desquelles la souche est naturellement résistante. 

NB : la CMI de la bactériocine est indiquée en premier, celle de l’antibiotique est en deuxième position. 
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DISCUSSION 
 

I. Les bactériocines des bactéries lactiques 

Dans cette étude, 71 isolats de bactéries lactiques ont été sélectionnés à partir de 215 

isolats bactériens obtenus de divers produits alimentaires fermentés. Parmi ceux-ci, une 

majorité a montré une activité antibactérienne, mais seuls 22 isolats avaient une activité notable 

et reproductible qui pouvait être probablement due à une production de bactériocines. Nous en 

avons retenus 5 qui ont fait l’objet d’une purification et d’une identification des molécules à 

l’origine de l’activité : 3 souches d’Enterococcus durans (LV4, LC2 et JP1) isolées à partir du 

lait de vache, lait de chamelle et jus de pastèque naturel respectivement et deux souches de 

Lactococcus lactis (EO24 et LV120) isolées à partir de la saumure d’olives et du lait de vache. 

En plus de celles-ci, deux autres souches (Lactobacillus plantarum L3 et Lactococcus lactis 

L17) préalablement isolées au laboratoire ont été intégrées à cette étude. Au Maroc, la 

production de bactériocines par des bactéries lactiques issues de différents produits du terroir a 

été déjà rapportée par plusieurs auteurs. Néanmoins, rares sont ceux qui ont pu isoler et purifier 

les bactériocines responsables de l’activité antibactérienne (Khaoua et al., 1997; Achemchem 

et al., 2004; 2005; 2014 ; Hammi et al., 2016 ; 2019). 

II. Optimisation de la production des bactériocines 

En présence d’extrait de levure, les deux souches Lactococcus lactis L17 et Enterococcus 

durans LC2 ont montré une augmentation (de 2% et 3% respectivement) de l’activité 

antibactérienne observée, indirectement indicatrice de la quantité de bactériocine produite. Par 

contre, l’effet maximal observé pour Lactococcus lactis EO24 et Lactobacillus plantarum L3 

l’était en absence d’extrait de levure. Cette variation de l’effet de l’extrait de levure sur la 

production de bactériocine a déjà été rapportée. En effet, Mollendorff et al. (2009) ont indiqué 

que la présence de l’extrait de levure dans le milieu de culture permettait une production 

optimale de bactériocines par des souches de Lactobacillus. De même, Lim et al. (2010) ont 

montré que la souche Lactobacillus plantarum KC21 avait une production maximale en 

présence de 0,5% d’extrait de levure. Par contre, Mataragas et al. (2003) n’ont observé aucune 

influence de l’extrait de levure sur la production de la bactériocine produite par Lactobacillus 

curvatus L442. Concernant l’effet du pH, la production optimale a été obtenue à pH 7,0 pour 

Lactobacillus plantarum L3, à pH 7,5 pour Lactococcus lactis L17 et à pH 8,0 pour Lactococcus 

lactis EO24 et Enterococcus durans LC2. 
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Pour toutes les souches retenues, l’activité antibactérienne maximale mesurée dans 

l’extrait de culture l’a été lorsque les bactéries ont été cultivées à 37ºC. Aucune activité n’a été 

détectée pour quatre souches sur les sept testées à 40ºC, ce qui suggère une production trop 

faible pour être détectée ou une dégradation des bactériocines produites à des températures 

élevées. D’ailleurs, les travaux de Tomas et al. (2002) ont montré que les cellules de 

Lactobacillus salivarius CRL128 étaient incapables de synthétiser les bactériocines à 44ºC. De 

même, Messens et al. (2003) ont rapporté que la production de la curvacine A par la souche 

Lactobacillus curvatus LTH 1174 a été totalement inhibée à partir d’une incubation à 38ºC. 

L’ensemble de ces résultats montrent, que chaque souche peut répondre différemment 

aux conditions expérimentales de culture pour la production des bactériocines. 

III. Purification des bactériocines 

La purification des bactériocines produites a montré que les deux souches Enterococcus 

durans LC2 et Lactococcus lactis EO24 étaient des multi-producteurs de bactériocines alors 

que, les deux souches Lactococcus lactis L17 et Lactobacillus plantarum L3 étaient des mono-

producteurs. Etant donné que les bactériocines peuvent avoir des spectres d’activité très 

différents, le choix de la souche indicatrice est déterminant. Dans ce travail, les deux souches 

indicatrices retenues ont été choisies de manière à détecter l’ensemble des bactériocines 

présentes dans l’extrait de culture bactérien au cours des étapes de purification. Au total, sept 

bactériocines ont été purifiées et identifiées à partir de quatre souches bactériennes. 

1. Protocole de purification 

Dans notre travail, les deux premières étapes du protocole classique de purification des 

bactériocines (précipitation au sulfate d’ammonium et dessalage) n’ont pas été effectuées, sauf 

dans le cas de la souche Lactococcus lactis EO24. En effet, le surnageant obtenu après 

centrifugation de la culture a été passé directement sur l’échangeur de cations après ajustement 

du pH. En plus du gain de temps, ceci présente l’avantage d’éviter les pertes lors de l’étape de 

précipitation. Pour les quatre souches, la totalité de l’activité mesurée dans l’extrait de culture 

a pu être retenue sur la colonne échangeuse de cations. Cette optimisation a été également 

rapportée par Izquierdo et al. (2008). 

Par ailleurs, pour la première fois, nous avons utilisé dans ce travail une chromatographie 

en phase inverse sur une colonne phényl héxyl au lieu de la colonne C18 généralement adoptée. 

La résolution que nous avons pu obtenir sur cette colonne a permis de réduire le nombre de 
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passages nécessaires pour obtenir la bactériocine pure. En effet, dans la plupart des études 

réalisées (Cintas et al., 2000 ; Izquierdo et al., 2008 ; Basanta et al., 2009 ; Hammi et al., 2016, 

2018), la purification des bactériocines nécessite plusieurs passages successifs sur la colonne 

C18. Ce qui constitue une perte de temps, dans la mesure où il faut en moyenne cinq à six 

passages de 30 min chacun, alors que, deux passages de 15 min chacun sont suffisants en 

utilisant la colonne phényl héxyl. Par ailleurs, la quantité d’acétonitrile utilisée dans ce cas est 

réduite d’au moins de moitié. 

2. Souches multi-productrices de bactériocines 

a. La souche Enteroccocus durans LC2 

La purification de l’extrait de culture de la souche Enteroccocus durans LC2, a montré 

que cette dernière produisait cinq peptides antimicrobiens (A, B1, B2, C1 et C2). Mis à part le 

peptide A, ces peptides ont été purifiés ce qui a permis d’identifier B1 et C1 comme étant 

l’enterocine L50A et B2 et C2 comme étant l’entérocine L50B avec néanmoins des différences 

notables particulièrement pour les peptides C1 et C2. 

Généralement, les entérocines L50A et L50B sont produites par le genre Enteroccocus, 

et plus précisément par des souches d’Enterococcus faecium (Franz et al., 1999 ; Egan et al., 

2016) isolées à partir de différentes sources alimentaires comme les saucisses espagnoles 

séchées fermentées (Cintas et al., 1995), le fromage marocain à pâte molle (Achemchem et al., 

2005), le fourrage d’ivraie (Izquierdo et al., 2008). A notre connaissance, seule la souche 

Enterococcus durans 61A, isolée à partir d’un produit laitier traditionnel fermenté, a montré la 

production simultanée des deux entérocines L50A et L50B sous deux formes ; une formylée et 

une autre non formylée (Hanchi et al., 2016). En effet, selon différentes études, les espèces 

d’Enterococcus durans sont connues pour produire d’autres types de bactériocines. Ainsi, 

Yanagida et al., (2005) ont montré que la souche Enterococcus durans L28-1 produisait deux 

peptides de la bactériocine (durancin L28-1A) de masses moléculaires de 3,4 KDa et 2,5 KDa. 

De même, Batdorj et al., (2006) ont rapporté qu’une souche d’Enterococcus durans produisait 

l'entérocine A5-11A et l'entérocine A5-11B. Hammi et al., (2016) ont également montré que la 

souche Enterococcus durans A4 produisait la pédiocine PA-1 et l’enterocine P et que la souche 

Enterococcus durans T4 produisait la pédiocine PA-1, l’enterocine A et l’entérocine AS-48. 

L'entérocine L50 est une bactériocine appartenant à la classe IIb, décrite pour la première 

fois en 1998 par Cintas et al. (1998). Elle a été isolée à partir de la souche Enterococcus faecium 
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L50. Il s’agit d’une bactériocine sans peptide leader à deux peptides dont l’activité est 

synergique (Cintas et al., 1998). 

Dans notre étude, les deux peptides B1 et B2 identifiés, présentent une différence de 

masse par rapport à la masse des entérocines L50A et L50B non modifiées (Tableau 43). Cette 

différence peut être due probablement à des modifications biochimiques (formylation, 

oxydation, méthylation…) qui peuvent se produire pendant la biosynthèse de cette bactériocine, 

comme cela a été suggéré par Izquierdo et al., (2008). 

Tableau 43. Récapitulatif des masses des bactériocines B1, B2, C1 et C2 obtenues 

 
Masse 

théorique 

Masse expérimentale 

Bactériocine B1 et B2 Bactériocine C1 et C2 

L50A 5190,37 Da 5231,82 Da          B1 (+ 41,45 Da) 4471,44 Da              C1 (-718,93 Da) 

L50B 5178,28 Da 5219,85 Da                                    B2 (+ 41,57 Da) 4460,94 Da                     C2 (-717,34 Da) 

  

La traduction des séquences nucléotidiques obtenues, a montré que la séquence du peptide 

B1 est identique à celle de l’entérocine L50A. Par contre, la séquence du peptide B2 diffère de 

celle de l’entérocine L50B au niveau de l’acide aminés 36 où l’asparagine a remplacé par 

l’isoleucine. Par ailleurs, les séquences peptidiques obtenues des bactériocines C1 et C2 

suggèrent qu’il s’agit probablement de fragment actifs des entérocines L50A et L50B. 

Ainsi, il apparait que, l’identification des bactériocines B2, C1 et C2 reste incertaine, un 

nouveau séquençage nucléotidique s’avère nécessaire. 

Les entérocines L50A et L50B sont assez répandues dans la nature (Franz et al., 1999). 

Cependant, leurs masses mesurées sont souvent différentes des masses calculées (Achemchem 

et al., 2005 ; Izquierdo et al., 2008). En effet, de nombreuses études ont rapporté les masses 

uniquement de leurs formes modifiées (Moreno et al., 2002 ; Achemchem et 

al., 2005). Néanmoins, plus récemment, Hanchi et al., (2016) ont pu isoler et purifier les 

entérocines L50A et L50B sous leur forme non modifiée.  

Dans cette étude, deux formes modifiées des entérocines L50A et L50B ont été obtenues. 

La première forme (B1 et B2) avec une différence de 41,45 Da et 41,57 Da respectivement.  La 

deuxième forme (C1 et C2), nouvelle forme, jusque-là non décrite, qui se traduit par une masse 
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moléculaire significativement plus faible que la masse mesurée des bactériocines B1 et B2 (- 

760Da). 

b. La souche Lactococcus lactis EO24 

Un autre multi-producteur est la souche Lactococcus lactis EO24, isolée à partir de la 

saumure d’olives et productrice de trois peptides antibactériens (A, B et C), dont seul le peptide 

C a pu être purifié et sa masse déterminée :  5214,9 Da. Celui-ci est toujours en cours 

d’identification. 

Ainsi, les deux souches Enterococcus durans LC2 et Lactococcus lactis EO24 sont multi-

productrices de bactériocines. Ceci est en accord avec plusieurs données de la littérature, qui 

ont montré l’aptitude de ces deux espèces de bactéries lactiques à produire plus d’une 

bactériocine (Jimeñez-Dıaz et al., 1993 ; Quadri et al., 1994 ; Nes et al., 1996 ; Casaus et al., 

1997 ; Izquierdo et al., 2008 ; Sawa et al., 2011 ; Hammi et al., 2016). 

3. Souches mono-productrices de bactériocines 

c. La souche Lactococcus lactis L17 

Les souches de Lactococcus lactis sont connues pour être des producteurs de nisine, 

depuis que cette dernière a été découverte par Rogers (Rogers, 1928 ; Wessels et Huss, 1996 ; 

Parada et al., 2007). Dans ce travail, la nisine Z a été obtenue à partir de l’extrait de culture de 

la souche Lactococcus lactis L17. 

Cette bactériocine est le seul lantibiotique à posséder le statut GRAS (Generally 

Recognized As Safe), décerné en 1988 par la FDA (Food and Drug Administration), et donc le 

seul à être utilisé en tant que conservateur (E 234), notamment, dans les produits laitiers et 

fermentés. C’est un peptide de 34 acides aminés, de la classe Ia, il contient des acides aminés 

inhabituels tels que la lanthionine, la déhydroalanine et la 3-méthyllanthionine résultant d'un 

processus de modification post-traductionnelle (Wirawan et al., 2006). À ce jour, différentes 

variantes naturelles de la nisine ont été rapportées dans la littérature, il s’agit de la nisine A, Z, 

Q, U, U2 et F, dont les structures diffèrent par un ou plusieurs acides aminés. La nisine A et la 

nisine Z étaient les premières variantes à avoir été caractérisées (Rollema et al., 1996 ; 

Meghrous et al., 1997) suivies par la nisine U et la nisine Q, découvertes plus tard (Broütz et 

Sahl, 2000 ; Zendo et al., 2003). 
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La nisine fait partie des bactériocines les plus étudiées en raison de sa forte activité vis-

à-vis d’une large gamme de bactéries pathogènes alimentaires (Willey et al., 2007 ; Fernandez, 

2014). Plusieurs études ont montré que la nisine agit contre la cellule cible en se liant au lipide 

II, permettant ainsi la formation de pores à la surface cellulaire et provoquant par ailleurs 

l’inhibition de la synthèse de la paroi cellulaire et donc la mort de la cellule cible (Breukink et 

de Kruijff, 2006 ; Breukink et al., 2003 ; Christ, et al., 2007 ; Martin, 2007). 

d. La souche Lactobacillus plantarum L3 

L’espèce Lactobacillus plantarum est répandue dans la nature et est utilisée dans la 

fermentation de nombreux produits alimentaires, notamment les produits végétaux (Verellen et 

al., 1998). Une étude réalisée par Reenen et al., (1998 ; 2003) a montré que la souche 

Lactobacillus plantarum 423 produisait l’entérocine AS-48 et la plantaricine 423. Le même 

résultat a été rapporté par Hammi et al., (2016) concernant la souche Lactobacillus plantarum 

MJP1. Dans notre étude, la purification de l’extrait de culture de la souche Lactobacillus 

plantarum L3, a montré que cette souche produisait la pédiocine PA-1. Il s’agit d’une 

bactériocine de 44 acides aminés appartenant à la classe IIa (Van Belkum et al., 1991 ; 

Chikindas et al., 1993). Sa masse moléculaire mesurée est de 4621 Da, soit la même masse que 

celle rapportée par Henderson et al., (1992) et Ennahar et al., (1996). La pédiocine PA-1 

possède une activité antimicrobienne à spectre relativement étroit vis-à-vis de bactéries Gram 

positif, y compris des pathogènes tels que Listeria monocytogenes (Ennahar et al., 2000) 

responsable de nombreuses toxi-infections alimentaires et de taux élevés de mortalité en Europe 

occidentale et en Amérique du Nord notamment (Muriana, 1996). Elle fait partie des 

bactériocines les plus étudiées depuis plus d’une vingtaine d’années, comme en témoigne les 

nombreuses publications s’y référants (Henderson et al., 1992; Chikindas et al., 1993; Ennahar 

et al., 1996 ; Rodriguez et al., 2002; Naghmouchi et al., 2008). 

IV. Activité antibactérienne des bactériocines  

1. Activité vis-à-vis des pathogènes alimentaires 

Des souches pathogènes d’origine alimentaire ont été utilisées pour tester l’activité 

antibactérienne des peptides purifiés B1 (entérocine L50A) et B2 (entérocine L50B). Il s’agit 

de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, certaines souches d’Enterococcus 

spp et de Listeria monocytogenes. Ces pathogènes, responsables de la détérioration des 

aliments, sont à l’origine de diverses toxi-infections en raison de la gravité et/ou de la fréquence 
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des risques qu'ils présentent. D’une manière générale, leur présence dans les aliments, se 

manifeste par l’élaboration de diverses substances, notamment des toxines dont l’ingestion 

présente un risque sérieux pour la santé du consommateur (Semasaka, 1986). Ainsi, dans le cas 

de Listeria monocytogenes, les infections restent toujours associées à un fort taux de mortalité 

(20–30 %) et de séquelles, notamment dans les cas d’infections du système nerveux central 

(Goulet, 2004 ; Mylonakis, 1998). Dans tous les cas, la contamination des aliments par ces 

différents pathogènes, peut être causée par l'inefficacité des traitements technologiques subis, 

par une contamination croisée par l’intermédiaire du personnel, par l’eau ou par les équipements 

et les installations utilisés.  

Dans ce travail, les résultats obtenus vis-à-vis des pathogènes alimentaires testés ont 

montré que le peptide B1 (L50A) était actif à des CMI variant de 500 à 15,65 µg.ml-1 vis-à-vis 

de la majorité des souches testées, sauf dans le cas de Salmonella enteritidis S1 où aucune 

activité n’a été observée même à la concentration de 2000 µg.ml-1.  Par contre, le peptide B2 

(L50B) était moins actif avec globalement des CMI plus élevées que celles obtenues avec B1, 

notamment, vis-à-vis d’Enterococcus faecium E10, de Stapylococus xylosus S8 et de Listeria 

monocytogene 3b L37. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Cintas et al., (1998) 

où l’activité antibactérienne de l’entérocine L50A était plus élevée que celle de l’entérocine 

L50B. 

Par ailleurs, la combinaison des deux entérocines L50A et L50B (B1+B2) a montré une 

activité synergique significative, avec des CMI très faibles, généralement de l’ordre de 15,65 

µg.ml-1. Ces résultats vont dans le même sens que ceux obtenus par certains auteurs (Cintas et 

al., 1995 ; Cintas et al., 1998 ; Izquierdo et al., 2008), qui ont décrit un effet synergique marqué 

entre les deux entérocines. 

Dans le cas particulier de la souche Salmonella enteritidis S1, aucune sensibilité n’a été 

observée vis-à-vis des peptides B1 et B2 seuls ou en combinaison. Dans la mesure où il s’agit 

d’une bactérie Gram-, on peut supposer que ce résultat est lié à la présence de la membrane 

externe qui empêche les bactériocines d’atteindre leur siège d’activité, comme cela a été 

rapportée par plusieurs études auparavant (Todorov et al, 2005 ; Ananou et al., 2005, Shelburne 

et al., 2007). 

La plupart des bactéries lactiques ont le statut GRAS et peuvent être utilisées en toute 

sécurité dans les différentes applications alimentaires (EFSA, 2007). Bien que les entérocoques 

en font partie, ils sont considérés comme des porteurs potentiels de facteurs de virulence 
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(Moreno et al., 2006). C’est notamment le cas d’Enteroccus faecalis et d’Enterococus faecium, 

raison pour laquelle ces deux espèces, même lorsqu’elles sont productrices de bactériocines, ne 

peuvent être utilisées in situ dans les matrices alimentaires. Dans ce travail, nous avons montré 

que les entérocines L50A et L50B (B1 et B2) sont produites par la souche Enterococcus durans 

LC2. Or, cette espèce ne semble pas posséder de gène de virulence comme cela a été décrit dans 

les travaux de Hanchi et al., (2016) et figure parmi les bactéries lactiques ayant le statut GRAS 

(Batdorj et al., 2006). Ceci ouvre la voie à son éventuelle utilisation in situ comme agent 

antimicrobien au cours de la conservation de différents produits alimentaires comme cela a été 

suggéré par Yanagida et al., (2005) ; Batdorj et al., (2006) et par Hu et al., (2008). 

Une autre possibilité d’utilisation des entérocines dans les aliments afin d’empêcher et/ou 

de réduire le développement des pathogènes est de les introduire dans la matrice alimentaire 

sous leur forme purifiée ou semi purifiée. Ainsi, Ribeiro et al., (2017) ont rapporté l'efficacité 

de l’entérocine AS-48 semi-purifiée à partir d’une souche d'Enterococcus faecalis dans la 

réduction de la contamination par Listeria monocytogenes dans un fromage frais. De même, 

Egan et al., (2016) ont suggéré que l'utilisation la plus appropriée des entérocines dans le 

domaine alimentaire était leur incorporation dans l’aliment sous leur forme purifiée. 

2. Acticité vis-à-vis des pathogènes humains 

a. La résistance aux antibiotiques 

Le nombre des infections dues aux bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (Gram+ 

et Gram-) augmente à un rythme alarmant de par le monde (Carlet et al., 2012 ; Ovchinnikov 

et al., 2016). Notre enquête sur plus de mille échantillons cliniques a montré une prévalence 

élevée (68,4%) de souches multi-résistantes parmi les isolats récoltés. Elle a également montré 

que les BMRe se trouvaient majoritairement dans les urines (72%), ce qui a déjà été rapportée 

par d’autres auteurs. En effet, d’après Anglaret et Mortier (2002) et différents rapports de la 

Société de Pathologie Infectieuse de Langue Française (SPILF, 2014), les infections urinaires 

représentent la première cause de maladies nosocomiales (entre 40 et 50%). De même, 

Wazieres et Rainfray (2009) ont rapporté que les infections urinaires étaient le second motif 

des consultations d’urgence et des prescriptions d’antibiotiques juste après les infections 

respiratoires. Il est à noter que cette infection se traduit par la présence de germes dans les urines 

et se manifeste le plus souvent par des douleurs ou une sensation de brûlure lors de l’émission 

de l’urine, et parfois par des douleurs abdominales et de la fièvre. 
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Dans ce travail, il a été également montré que les infections touchaient majoritairement 

les personnes âgées au-delà de 59 ans (prévalence de 60%), suivies par les adultes ayant entre 

19 et 59 ans (27%) et finalement, les enfants et les nouveaux nés avec une prévalence de 10% 

et 3% dans chaque catégorie. Ces résultats sont en accord avec ceux rapporté par Mrich et al., 

(2018) où 59 % des patients ayant contracté des infections urinaires dues aux BMRe était des 

personnes âgées de plus de 59 ans, suivies par les adultes avec un taux de 41%. Cette forte 

prévalence chez les personnes âgées est probablement liée à une consommation plus importante 

d’antibiotiques chez cette catégorie de la population, amenant ainsi les bactéries à développer 

une résistance accrue vis-à-vis des antibiotiques utilisés. 

Par ailleurs, il ressort de nos résultats que, parmi l’ensemble des BMRe retenues, 

Escherichia coli est l’espèce la plus abondante (53%), suivie par Enterococcus faecalis, 

Pseudomonas aeruginosa et Staphylcoccus spp avec une abondance de 10%. Viennent ensuite 

Klebsiella pneumonaie et Acinetobacter baumannii avec 7% et Salmonella spp avec 3%. 

L’émergence de ces BMRe a été rapportée dans plusieurs études (Anglaret et Mortier, 2002 ; 

Benouda et al., 2009 ; Figuigui et al., 2013 ; Sedrati et al., 2014 ; Mrich et al., 2018). De plus, 

le Centre Européen de Prévention et de Contrôle des Maladies (CEPCM, 2017), l'Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), ainsi que d’autres organismes internationaux ont ciblé ces germes 

comme étant les espèces bactériennes multi-résistantes isolées d’infections graves et les plus 

fréquemment recensées. La prévalence des BMRe dans cette étude comme dans plusieurs 

autres, met en évidence le niveau élevé et inquiétant atteint par l’antibio-résistance, ce qui 

représente un problème majeur de santé publique au niveau mondial. Cette évolution alarmante 

conduit inévitablement à des échecs thérapeutiques, car elle remet en cause les traitements 

existants pour combattre les infections. La propagation rapide de la résistance aux antibiotiques 

a fait que la recherche pharmaceutique est aujourd’hui dans l’incapacité de développer de 

nouvelles molécules en nombre suffisant pour lutter contre toutes les souches mutantes.   

Parallèlement aux mesures préventives préconisées par l’OMS et mises en place 

notamment en Europe, il est donc impératif de trouver des molécules alternatives ou 

complémentaires aux antibiotiques. Il s’agit donc d’identifier de nouveaux agents 

antimicrobiens, afin de les utiliser seuls ou en combinaison avec les antibiotiques. Dans ce sens, 

les différentes études, précédentes et actuelles, mettent en évidence le potentiel antimicrobien 

des bactériocines vis-à-vis des BMRe aux antibiotiques. Ceci peut constituer une alternative 

prometteuse à l’antibiothérapie traditionnelle. 
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Dans ce travail, sur les 30 BMRe retenues, les sept souches les plus résistantes ont été 

soumises à des antibiotiques purs, à des bactériocines purifiées et à la combinaison 

antibiotique/bactériocine. Comme nous l’avons signalé dans la présentation des résultats, et 

dans un souci de clarté, ne seront discutés que les résultats relatifs aux souches Escherichia coli 

500097, Acinetobacter baumannii 280291 et Staphylococcus aureus 400037. 

b. Activité antibactérienne des bactériocines seules et en combinaison avec les 

antibiotiques 

Escherichia coli 500097 et Acinetobacter baumannii 280291 ont montré une résistance à 

l'ensemble des antibiotiques testés ; soit un taux de 100%, alors que ce taux était de 30,76% 

pour Staphylococcus aureus 400037. Dans les deux cas, il s’agit d’une résistance acquise, vu 

que ces trois espèces sont naturellement sensibles aux antibiotiques testés (Jehl et al., 2019). 

Dans cette étude, l’effet des bactériocines purifiées vis-à-vis des BMRe, ainsi que leurs 

effets potentialisateurs, voire synergiques avec l’activité des antibiotiques ont été étudiés. Ainsi, 

la sensibilité d’Escherichia coli 500097, d’Acinetobacter baumannii 280291 et de 

Staphylococcus aureus 400037 aux entérocines purifiées L50A et L50B (peptides B1, B2, C1 

et C2), à la nisine A, et à la pédiocine PA-1, seules ou en association avec divers antibiotiques 

a été testée. 

Comme cela a été montré dans d’autres études, l’espèce la plus abondante dans la famille 

des entérobactéries est Escherichia coli, isolée majoritairement à partir des urines lors 

d’infections urinaires. La souche Escherichia coli 50097 retenue pour cette étude a montré une 

résistance accrue vis-à-vis des antibiotiques couramment utilisés contre l’espèce en question et 

qui appartiennent notamment aux aminoglycosides, aux pénicillines, aux céphalosporines et 

aux quinolones. Ce résultat confirme ceux rapportés par Mrich et al., (2018) où l’ensemble des 

souches d’Escherichia coli isolées ont présenté un niveau de résistance très élevé vis-à-vis des 

pénicillines, des céphalosporines et des quinolones avec un taux variant de 50% à 92%.  Des 

résultats similaires ont été obtenus au Maroc par des études réalisées aux CHUs de Rabat 

(Chakrani et al., 2013) et de Fès (Chouaib et al., 2007) et en France (rapports de Santé publique 

France (2016)). 

Dans notre travail, l’étude de la sensibilité de la souche d’Escherichia coli 50097 aux 

extraits de culture d’Enterococcus durans LC2 et de Lactococcus lactis EO24 a montré un effet 

positif. En revanche, aucun effet n’a été observé vis-à-vis des bactériocines purifiées à partir de 

ces deux souches (Tableau 35). Ce résultat apparemment contradictoire, peut s’expliquer par 
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le fait que tous les peptides antimicrobiens issus de ces deux souches n’ont pas été purifiés, à 

savoir : le peptide A dans le cas de la souche Enterococcus durans LC2 et les peptides A et B 

dans le cas de la souche Lactococcus lactis EO24. Ainsi, l’effet positif observé pour l’extrait 

de culture de ces deux souches est probablement dû à une synergie d’activité entre l’ensemble 

des peptides produits par chacune des bactéries dans le milieu de culture. 

Comme cité précédemment, la nisine et la pédiocine sont deux bactériocines largement 

étudiées dans le domaine alimentaire (Ennahar et al., 2000 ; Drider & Rebuffat, 2011 ; Leikoski 

et al., 2012 ; Wang et al., 2011). Néanmoins, depuis quelques années leur potentialité 

thérapeutique pour une application dans le domaine clinique et vétérinaire a été rapportée par 

plusieurs auteurs (Giacometti et al., 2000 ; Bartoloni et al., 2004 ; Naghmouchi et al., 2013). 

Dans ce travail, une absence de sensibilité de la souche Escherichia coli 50097 a été observée 

vis-à-vis de la pédiocine PA-1 et de la nisine Z purifiées respectivement des souches 

Lactobacilus plantarum L17 et Lactococcus lactis L3, ainsi que vis-à-vis de la nisine A 

commerciale. Par ailleurs, aucune des combinaisons testées, que ce soit entre les bactériocines 

(B1+B2, C1+C2, nisine A+pédiocine PA-1) ou entre les deux familles d’antimicrobiens 

(bactériocine+antibiotique) n’a eu d’effet sur la résistance de cette souche. Ces résultats ne sont 

pas surprenants, dans la mesure où l’ensemble des études réalisées sur l’activité des 

bactériocines vis-à-vis de différentes souches d’Escherichia coli vont dans le même sens. Ainsi, 

Naghmouchi et al., (2013) ont montré que la pédiocine PA-1/AcH et la nisine A n’avaient pas 

d’effet vis-à-vis de la souche Escherichia coli ATCC 35150 même à des concentrations de 200 

µg.ml-1. De même, plus récemment, Chi et Holo, (2018) ont montré que la souche Escherichia 

coli LMGT 3704 était insensible à la nisine et à la garvicin KS, seules ou en combinaison. En 

fait, les seuls résultats positifs obtenus vis-à-vis d’Escherichia coli le sont soit avec les colicines 

soit avec les microcines. Il s’agit de deux bactériocines produites par les espèces d’Escherichia 

coli et qui diffèrent par leurs masses moléculaires ; de 25 à 80 kDa pour les colicines et <10 

kDa pour les les microcines (Budič et al., 2011). Ainsi, Leavitt et al., (1997) ont montré que la 

colicine V38 et la microcine C38 étaient actives vis-à-vis d’une large gamme de bactéries Gram- 

dont Escherichia coli. De même, Budič et al., (2011) ont rapporté l’effet positif de la colicine 

E7 vis-à-vis de 105 souches d’Escherichia coli. Plus récemment, Rendueles et al., (2014) ont 

également rapporté que la colicine R affichait une activité accrue vis-à-vis d’un isolat clinique 

d’Escherichia coli LF82. Ceci est certainement lié au fait que l’activité des bactériocines des 

bactéries à Gram positif sur les bactéries à Gram négatif est empêchée par la présence de la 

membrane externe. 
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Les infections dues à Acinetobacter baumannii ont tendance à se produire chez les 

personnes immunodéprimées atteintes de maladies sous-jacentes graves, et chez les sujets 

traités avec des antibiotiques à large spectre (Garcia et al., 2001). Elles se développent très 

fréquemment dans les unités de soins intensifs, où elles sont contractées lors de la ventilation 

associée à la pneumonie (PAV). Acinetobacter baumannii est également liée aux infections des 

voies urinaires, aux méningites et à la bactériémie (Appleman et al., 2000). Selon l’OMS, 

Acinetobacter baumannii fait partie de la liste des « agents pathogènes prioritaires », pour la 

recherche-développement de nouveaux antibiotiques (classe des BMRe « critique »). Elle 

appartient avec d'autres espèces du même genre, à la catégorie des bactéries à Gram négatif 

"naturellement transformables", à travers leur capacité naturelle à acquérir les gènes de la 

résistance aux antibiotiques. Ceci a rendu cette espèce normalement sensible, résistante à de 

nombreuses classes d'antibiotiques, notamment, les céphalosporines de 3éme génération, les 

aminopénicillines et les aminosides (Liu et al. 2006 ; Fluckiger et al., 1999 ; Rosenthal et al., 

2008). Nos résultats sont en accord avec ces données, dont la mesure où la souche Acinetobacter 

baumannii 280291 a montré une forte résistance vis-à-vis des 16 antibiotiques testés 

appartenant aux classes précitées, mais également aux classes des quinolones, des 

carbapénèmes, des tetracyclines et des sulfamides. Le seul cas de sensibilité a été observé pour 

la gentamycine, mais avec une CMI de 60 µg.ml-1 largement au-dessus de la concentration 

critique (CC) recommandée par EUCAST (Jehl et al., 2019). 

Par ailleurs, la sensibilité de cette souche a été testée vis-à-vis de différentes bactériocines 

avant leur purification (extrait de culture) et après leur purification. Ainsi, la souche 

d’Acinetobacter baumannii 280291 a été sensible à l’extrait de culture de la souche 

Enterococcus durans LC2. Toutefois, cette sensibilité n’a pas été observée vis-à-vis des 

bactériocines purifiées B1 et B2, mais uniquement vis-à-vis de C1 et C2, avec un effet 

synergique très marqué en combinant les deux peptides C1+C2 (CMI de 7,81 µg.ml-1 pour 

chaque peptide). Cette synergie est liée au fait que l’entérocine L50 est une bactériocine à deux 

peptides dont les effets sont synergiques. 

Aucun effet antibactérien positif des entérocines L50A et L50B, sous leur forme native 

ou sous leur forme modifiée, n’a été rapporté auparavant vis-à-vis de bactéries à Gram négatif. 

C’est le cas des deux peptides antimicrobiens modifiés B1 et B2, obtenus dans cette étude. En 

revanche, c’est la première fois, à notre connaissance, qu’un effet positif des entérocines L50A 

et L50B (C1 et C2) est mis en évidence vis-à-vis de bactéries à Gram négatif, et il s’agit d’une 

nouvelle forme modifiée des entérocines L50A et B jamais décrite auparavant. Cette entérocine 
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L50 appartient à la classe IIb, classe des bactériocines à deux peptides à action synergique, 

selon la classification de Alvarez-Sieiro et al., (2016). 

Généralement, les bactériocines issues des bactéries à Gram positif n’ont pas d’effet sur 

les bactéries à Gram négatif. Ceci s’explique par le fait que la membrane externe des Gram- 

empêche le passage des bactériocines qui ne peuvent donc pas atteindre leurs sièges d’activité, 

à savoir, la paroi et la membrane cytoplasmique. A notre connaissance, la seule bactériocine 

d’une bactérie à Gram positif décrite dans la littérature ayant une activité vis-à-vis des bactéries 

à Gram négatif est la garvicine KS. En effet, Chi et Holo (2018) ont montré que cette dernière 

était active vis-à-vis de deux souches : Acinetobacter baumannii B1162 et Acinetobacter 

calcoaceticus B1165. La garvicine KS est une nouvelle bactériocine, produite par Lactococcus 

garviea et découverte par Ovchinnikov et al., (2016). Tout comme les entérocines L50, la 

garvicine KS est également synthétisée sans peptide leader, et ne subit pas de modifications 

post-traductionnelles. Cependant, elle est composée de trois peptides et appartient à une 

nouvelle classe des bactériocines multi-peptidiques (Ovchinnikov et al., 2016). 

Bien que, le mécanisme d’action des peptides C1 et C2 ne soit pas connu, on peut 

néanmoins, émettre certaines hypothèses quant à leur activité contre Acinetobacter baumannii 

280291. Cette activité antimicrobienne peut-être liée à un effet hémolytique des deux peptides 

C1 et C2, comme cela a été suggéré par Cintas et al. (1996) concernant l’activité des entérocines 

L50A et L50B contre les bactéries à Gram+. En effet, ces deux bactériocines agiraient en 

formant des pores sélectifs dans la membrane comme c’est le cas des toxines sécrétées par les 

staphylocoques (Fitton et al., 1980 ; Lee et al., 1984). Une autre hypothèse serait la présence 

d’un récepteur ″spécifique″ aux deux bactériocines (C1 et C2) au niveau de la membrane 

externe de la souche d’Acinetobacter baumannii 280291. L’insertion de la bactériocine à ce 

niveau pourrait engendrer une rupture partielle de la membrane permettant ainsi à la 

bactériocine d’atteindre le peptidoglycane et/ou la membrane plasmique. 

Une autre bactériocine, EO24/C purifiée à partir de la souche Lactococcus lactis EO24, 

a également été testée vis-à-vis de la souche Acinetobacter baumannii 280291. Mais, aucun 

effet n’a été obtenu alors même que l’extrait de culture était actif. Ceci peut s’expliquer par le 

fait que, tous les peptides antimicrobiens issus de cette souche n’ont pas été purifiés, à savoir 

les peptides A et B. Ainsi, l’effet positif observé pour l’extrait de culture de cette souche est 

probablement dû à une synergie d’activité entre les peptides produits par la bactérie. 
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D’autre part, l’effet antibactérien de la nisine A et de la pédiocine PA-1 a été également 

testé contre Acinetobacter baumannii 280291. Les résultats obtenus montent une insensibilité 

vis-à-vis des deux bactériocines, seules ou en combinaison. Ces résultats sont en accord avec 

la plupart des données de la littérature, où aucune activité positive de la nisine et de la pédiocine 

n’a été rapportée vis-à-vis des bactéries Gram-. Hai Chi et Helge, (2018) ont par exemple 

montré que la nisine n’avait pas d’effet vis-à-vis de la souche Acinetobacter baumannii B1162. 

De même, Naghmouchi et al, (2013) ont montré que la nisine et la pédiocine étaient inefficaces 

vis-à-vis d’une gamme de bactéries à Gram- même à des concentrations de l’ordre de 200 µg.ml-

1. La structure de la membrane externe des bactéries à Gram négatif ne permet en effet pas à la 

nisine et à la pédiocine d’atteindre la membrane cellulaire siège de leur activité (Ouwehand et 

Vesterlund, 2004). 

Cependant, la combinaison des deux familles d’antimicrobiens 

(bactériocine/antibiotique), a donné des résultats encourageants vis-à-vis de la souche 

Acinetobacter baumannii 280291. En effet, nous avons obtenu des effets positifs avec les 

combinaisons nisine + gentamycine, pediocine PA-1 + gentamycine et nisine + pediocine PA-

1+ gentamycine, avec de très faibles valeurs de CMI de la gentamycine : de l’ordre de 3,75 

µg.ml-1. Des résultats similaires ont été obtenus avec les bactériocines B1 et C1 issues de la 

souche Entercoccus durans LC2, avec des CMI de la gentamycine passant de 60 à 7,5 µg.ml-1 

dans les deux cas. Les résultats des combinaisons nisine/gentamycine et 

nisine/gentamycine/pédiocine PA-1 sont prometteurs dans la mesure où la CMI obtenue pour 

la gentamycine, antibiotique de la classe des aminosides, ne dépasse pas celles recommandée 

par EUCAST (Jehl et al., 2019), et qui est de 4mg/l. Dans le cas du ciprofloxacine, antibiotique 

de la classe des quinolones, seule la combinaison des trois antimicrobiens (nisine A/pediocine 

PA-1/ciprofloxacine) a montré un effet positif vis-à-vis d’Acinetobacter baumannii 280291. 

Par contre, concernant les bactériocines C1 et C2, l’effet positif a été observé aussi bien pour 

la combinaison C1/ciprofloxacine, C2/ciprofloxacine que pour la combinaison 

C1/C2/ciprofloxacine. Il est à noter que les valeurs de la CMI de la ciprofloxaxine obtenues 

dans ces derniers cas sont très faibles. Ainsi, que ce soit pour la gentamycine ou pour le 

ciprofloxacine, on note que la souche Acinetobacter baumannii 280291 initialement résistante 

à ces deux antibiotiques même à des concentrations très élevées, y est devenue sensible en 

présence des bactériocines et avec des CMI de l’ordre de 0,62 µg.ml-1, notamment, dans le cas 

des bactériocines C1 et C2. 



Chapitre III : Résultats et discussion 

140 
 

Néanmoins, la combinaison de la gentamycine avec la nisine ou avec la pédiocine PA-1 

semble avoir fragilisé la membrane externe des bactéries à Gram négatif leur permettant ainsi 

l’accès à leur cible. La combinaison des trois antimicrobiens a amplifié ce phénomène. Dans le 

cas des bactériocines C1 et C2 issues de la souche Enterococus durans LC2, comme suggéré 

plus haut, la fragilisation de la membrane externe d’Acinetobacter baumannii 280291 semble 

avoir eu lieu en absence de l’antibiotique. Cette fragilisation a certainement facilité l’accès de 

l’antibiotique à sa cible cellulaire, la sous unité (30S) du ribosome dans le cas de la classe des 

aminosides et l’ADN dans le cas de la classe des quinolones, et ceci à des CMI en dessous de 

la norme recommandée par EUCAST (Jehl et al., 2019). 

Par conséquent, l’ensemble des résultats obtenus vis-à-vis d’Acinetobacter baumannii 

280291 montrent que la combinaison antibiotique/bactériocine peut être considérée comme une 

solution alternative en cas d’échec thérapeutique. Ainsi, l’effet potentialisateur des 

bactériocines vis-à-vis de divers antibiotiques auxquels Acinetobacter baumannii 280291 était 

initialement résistante, constitue une originalité dans ce travail. C’est en effet la première fois, 

à notre connaissance, que des bactériocines issues de bactéries lactiques (Gram+) - notamment 

la nouvelle forme décrite dans ce travail C1 et C2 - parviennent en combinaison avec certains 

antibiotiques à déjouer la résistance développée par cette espèce. 

Staphylococcus aureus fait partie des espèces pathogènes les plus problématiques en 

raison de sa capacité à développer une résistance surtout dans les unités médicales et 

particulièrement vis-à-vis de la méticilline (SARM) (Giacometti et al., 2000 ; Liu et al., 2006). 

Ce qui fait que cette espèce est considérée comme l’une des principales espèces responsables 

des infections d'origine hospitalière (nosocomiale) et communautaire. L’antibiogramme réalisé 

pour la souche Staphylococcus aureus 400037 a révélé une résistance vis-à-vis des principales 

classes d’antibiotiques, les aminoglycosides, les céphalosporines, les pénicillines et les 

quinolones. Ces résultats sont en accord avec ceux observés par Boukhatem et al., (2015) où 

les antibiogrammes réalisés pour des souches de Staphylococcus aureus ont montré une 

résistance élevée vis-à-vis de la classe des pénicillines et celle des aminoglycosides. 

Par ailleurs, l’étude de la sensibilité de la souche Staphylococcus aureus 400037 vis-à-

vis de l’ensemble des bactériocines purifiées a montré un effet antimicrobien positif des 

bactériocines C1 et C2 seules (250 µg.ml-1 chacun), ainsi qu’un effet synergique très marqué 

en combinant les deux peptides C1+C2 (62,5/62,5 µg.ml-1). Par contre, les deux peptides B1 et 

B2 n’ont pas eu d’effet sur la résistance de cette souche. 
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Quant à la bactériocine EO24/C purifiée à partir de la souche Lactococcus lactis EO24, 

aucun effet n’a été obtenu vis-à-vis de la souche Staphylococcus aureus 400037. Comme dans 

le cas d’Acinetobacter baumannii 280291, l’effet positif obtenu avec l’extrait de culture est 

probablement dû à une synergie d’activité entre les peptides produits par la bactérie dans le 

milieu de culture. 

La souche Staphylococcus aureus 400037 a été sensible à la nisine A (125 µg.ml-1), mais 

pas à la pédiocine PA-1, même à une concentration de 500 µg.ml-1. Cela n’est pas surprenant, 

car l’activité des bactériocines est connue pour être spécifique à la souche. La pédiocine PA-1 

est en fait efficace contre d'autres souches de Staphylococcus aureus, comme nous l'avons 

récemment démontré (Hammi et al., 2019).  Par ailleurs, la combinaison nisine A + pédiocine 

PA-1 nous a permis d’obtenir un effet synergique significatif avec une CMI de 15,6/15,6 µg.ml-

1 respectivement. Ces résultats sont plus marquants que ceux obtenus pas Hanchi et al., (2017) 

où la CMI obtenue par la combinaison des deux bactériocines, vis-à-vis de souches de 

Staphylococcus aureus, était de 512 µg.ml-1. L’effet positif observé pour Staphylococcus 

aureus 400037, peut être attribué aux modes d'action différents des bactériocines des classes I 

et II. En fait, il a été démontré que les bactériocines de la classe I, telle que la nisine, avaient un 

double mode d’action. Elles peuvent se lier au lipide II, principal transporteur des sous-unités 

de peptidoglycanes du cytoplasme vers la paroi cellulaire, empêchant ainsi la synthèse correcte 

de celle-ci, et entrainant par conséquent la mort de la cellule. Elles peuvent également utiliser 

le lipide II en tant que molécule d'amarrage pour initier un processus d'insertion dans la 

membrane et la formation de pores conduisant à une mort cellulaire rapide (Cotter et al., 2005). 

D’autre part, les peptides de la classe IIa, ont une structure hélicoïdale amphiphile qui leur 

permet de s’insérer dans la membrane de la cellule cible, entraînant une dépolarisation et ainsi 

la mort cellulaire (Ennahar et al., 2000). On peut donc suggérer que la pédiocine PA-1, 

inefficace contre la souche Staphylococcus aureus 400037 a bénéficié de l'altération initiale du 

peptidoglycane et/ou de la membrane plasmique provoquée par la nisine A afin de pouvoir agir 

à son tour. 

Concernant les combinaisons bactériocines/antibiotiques, nous avons remarqué que celles 

des peptides B1 et B2 avec l’ensemble des antibiotiques testés, étaient inefficaces contre la 

souche Staphylococcus aureus 400037. Le seul effet positif obtenu est un effet synergique, en 

combinant les deux antimicrobiens : B1 et céfaclor ou B1 et ciprofloxacine. Dans ces deux cas, 

l’activité antimicrobienne pourrait être due à une fragilisation de la paroi et/ou de la membrane 

cellulaire à la suite d’interactions positives entre le peptide B1- l’antibiotique- la paroi et/ou la 
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membrane cellulaire. Ces interactions résulteraient de l’attraction électrostatique qui pourrait 

avoir lieu simultanément entre les charges de la bactériocine, de l’antibiotique et les charges de 

la paroi et/ou de la membrane plasmique, induisant ainsi un changement de la structure de ces 

derniers et permettant par la suite, l’accès des deux antimicrobiens à leurs sites d’activité. A 

l’inverse, une absence d’attraction électrostatique, dans le cas de la combinaison du peptide B1 

avec les autres antibiotiques (l’ampicilline, l’amoxicilline et la pénicilline G) empêcherait 

l’insertion de l’un ou de l’autre des deux antimicrobiens au niveau de la paroi ou de la 

membrane, ne leur permettant pas ainsi d’atteindre leur siège d’activité, ce qui peut expliquer 

l’insensibilité observée par la souche Staphylococcus aureus 400037 vis-à-vis de ces 

combinaisons. Par ailleurs, l’absence de réponse positive à la suite de la combinaison du peptide 

B2 avec le céfaclor ou avec le ciprofloxacine, contrairement au peptide B1, est probablement 

liée au fait que ce dernier (L50A modifié) est connu pour être plus actif que B2 (L50B modifié), 

(entérocines à deux peptides). Il est possible que, cette différence d’activité puisse être liée à la 

composition en acides aminés légèrement différente entre les deux peptides. En effet, selon le 

type des acides aminés présents dans la chaine peptidique (polaire/apolaire) et leur 

emplacement, l’attraction électrostatique entre les différentes charges mises en jeu pourrait être 

différente, n’induisant pas le même changement de conformité de la structure et résultant donc 

en une activité différente voire en une absence d’activité. 

D’autre part, un effet potentialisateur sur tous les antibiotiques testés a été observé en 

présence des bactériocines C1 et C2 seules ou en combinaison. On note même un effet 

synergique dans deux cas ; celui de la combinaison céfaclor/C1 et de la combinaison 

ciprofloxacine/C2.  Etant donné que le mode d’action des entérocines L50 n’est pas bien étudié, 

une des hypothèses les plus probables est que leur action consiste à rompre les cellules en 

formant des pores sélectifs pour les cations dans leur membrane plasmique comme c’est le cas 

des toxines sécrétées par les staphylocoques (Fitton et al., 1980 ; Lee et al., 1984). Ainsi, l’effet 

potentialisateur de ces deux bactériocines se traduirait par la formation de pores dans la 

membrane plasmique, permettant ainsi aux antibiotiques d’atteindre leur cible et donc de 

provoquer la mort cellulaire. 

Concernant la combinaison nisine A/antibiotique, un effet potentialisateur de la nisine A 

a été observé, rendant ainsi la souche Staphylococcus aureus 400037 extrêmement sensible aux 

antibiotiques testés avec des valeurs de CMI comprises entre 0,19 et 3,75 µg.ml-1. Des données 

similaires ont été obtenues par Tong et al., (2014) contre des souches d’Enterococcus faecalis 

et par Field et al., (2016) contre des souches de Staphylococcus aureus résistantes à la 
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méticilline (SARM). L’effet de la nisine A sur l’activité des antibiotiques suggère qu’elle 

pourrait agir en premier en entravant la synthèse de la paroi ou en déstabilisant la membrane 

facilitant ainsi l’accès des antibiotiques à leurs objectifs. Ainsi, dans le cas du ciprofloxacine 

par exemple, l’action de la nisine a permis à cet antibiotique, appartenant à la classe des 

quinolones de franchir la membrane et d’inhiber la synthèse de l’ADN ainsi que les enzymes 

impliquées dans le maintien de sa structure (Hooper, 2001). Il en serait de même, pour la 

pénicilline G, l’amoxicilline et l’ampicilline, qui appartiennent à la famille des β-lactamines et 

dont le mécanisme d’action consiste à inhiber la dernière étape de la synthèse du peptidoglycane 

(Tong et al., 2014). 

La combinaison de la pédiocine PA-1 avec l’amoxicilline, le ciprofloxacine et le céfaclor 

a permis l’apparition d’une sensibilité vis-à-vis de Staphylococcus aureus 400037 initialement 

résistante à ces deux antimicrobiens. L’apparition de cette sensibilité suggère qu’il y a une 

action simultanée de la pédiocine PA-1 et des antibiotiques pour l’altération de la membrane 

plasmique, et l’inhibition de la synthèse de l’ADN par le ciprofloxacine, ainsi que l’inhibition 

de la synthèse du peptidoglycane par l’amoxicilline et le céfaclor. De ce fait, les mécanismes 

de réparation peuvent donc ne pas suffire à compenser tous les dommages causés par 

l’intervention des deux antimicrobiens, conduisant ainsi à la mort cellulaire.  

Il est à noter qu’aucune activité n’a été observée à la suite de la combinaison des trois 

antimicrobiens : nisine A/pédiocine PA-1/antibiotique, et ceci quelque soit l’antibiotique testé, 

vis-à-vis de la souche Staphylococcus aureus 400037. Ce résultat est surprenant et paraît 

contradictoire. Il pourrait néanmoins s’expliquer par une éventuelle compétition entre les trois 

antimicrobiens au niveau des sites d’insertion, résultant alors en une saturation qui entraverait 

ainsi toute déstabilisation ou formation de pores au niveau de la membrane. 

Il ressort de l’ensemble des résultats que nous venons de discuter, que l’activité 

antimicrobienne des peptides B1, B2 est différente de celle de C1, C2 bien qu’ils proviennent 

de la même souche productrice. En effet, l’activité antimicrobienne de C1 et C2, nouvelles 

formes modifiées des entérocines L50A et L50B, décrites pour la première fois dans ce travail, 

est plus marquée par rapport à celle de B1 et B2, deuxième modifié obtenue dans cette étude. 

Cette différence existe aussi bien en présence des bactériocines seules qu’en combinaison 

qu’avec les antibiotiques. De plus, cette différence d’activité a été observée vis-à-vis des deux 

types de bactéries, Gram+ et Gram-, ce qui constitue une originalité des résultats obtenus dans 

ce travail par rapport à ceux déjà décrits par la littérature.  
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En réponse à une exposition prolongée et répétée aux antibiotiques, les bactéries à 

l’origine d’infections diverses développent des mutations et deviennent multi-résistantes. Il 

devient alors difficile, voire impossible, de les combattre avec les traitements disponibles. Ce 

phénomène, apparu dès les années soixante, constitue une grande menace pesant sur la santé 

des populations au niveau mondial. Certaines infections mortelles pour l’homme ayant été 

complètement éradiquées refont leur apparition en raison de l’inefficacité des antibiotiques 

classiques. La biorésistance constitue selon l’OMS et différentes organisations internationales 

et gouvernementales un des grands défis sanitaires du 21ème siècle. Le rapport O’Neill (2016) 

chiffre à 10 millions le nombre de décès annuels liés à la résistance aux antibiotiques à l’horizon 

2050. Pour lutter contre ce fléau, plusieurs programmes prioritaires de recherche ont été lancés 

de par le monde avec comme objectif de mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Parmi ces stratégies, il y a la recherche de nouveaux agents anti-infectieux à travers 

l’exploration de la biodiversité microbienne et notamment la valorisation des substances à 

potentiel antimicrobien secrétées par les bactéries lactiques, dont les bactériocines. 

Il s’agit de peptides ayant un effet antimicrobien à spectre étroit et parfois large. Elles se 

distinguent des antibiotiques par leur production ribosomique et leur mode d’action. Elles 

possèdent des propriétés qui les placent comme substances sans danger pour l’homme du fait 

de leur sensibilité aux protéases du tube digestif et de l’absence de toxicité avérée. Toutes ces 

propriétés fait des bactériocines une alternative ou un complément possibles aux antibiotiques. 

Dans ce travail, nous nous sommes fixés comme objectifs de purifier et d’identifier de 

nouvelles bactériocines produites par des bactéries lactiques et de tester l’effet antimicrobien 

de l’ensemble des bactériocines purifiées vis-à-vis des BMRe issues de différents liquides 

biologiques humains. Pour cela, 7 bactéries productrices de bactériocines ont été sélectionnées 

et identifiées soit par spectrométrie de masse, soit par séquençage du gène de l’ARN 16S. Il 

s’agit de trois souches d’Enterococcus durans (LC2, LV4 et JP1), de trois souches de 

Lactococcus lactis (L17, EO24 et LV120) et de la souche Lactobacillus plantarum L3.   

Le protocole de purification des bactériocines utilisé dans ce travail a été basé sur 

différentes techniques chromatographiques : chromatographie échangeuse de cations, 

chromatographie HPLC en phase inverse sur colonne semi-préparative C8, suivie d’une 

colonne analytique C18 puis d’une colonne phényl héxyl utilisée pour la première fois dans 

cette étude. 
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Les bactériocines purifiées ont été identifiées par la mesure de leurs masses par 

spectrométrie de masse ESI-TOF, certaines ont été identifiées par la caractérisation de leurs 

structures peptidiques à travers la technique de dégradation d’Edman et d’autres par un 

séquençage génétique par amplification de leurs gènes de structure. Parmi les sept souches 

bactériennes retenues, cinq étaient des multi-productrices de bactériocines, notamment la 

souche Enterococcus durans LC2, isolée du lait de chamelle marocain et la souche Lactococcus 

lactis EO24 isolée à partir de la saumure d’olives. Par ailleurs, deux souches étaient des mono-

productrices de bactériocines, il s’agit de la souche Lactococcus lactis L17 isolée à partir 

d’ensilage et la souche Lactobacillus plantarum L3 isolée à partir du fromage Munster. 

Ce travail nous a permis de purifier et d’identifier deux formes modifiées des 

entérocines L50A et L50B produites par la souche Enterococcus durans LC2. Il s’agit des deux 

peptides B1 et B2 ayant une différence de masse de 41 Da par rapport à l’entérocine L50 native, 

ainsi que deux fragments actifs de l’entérocine L50A et L50B (C1 et C2) ayant des masses de 

4471,44 Da et de 4460,94 Da, respectivement. Par ailleurs, à partir de l’extrait de culture de la 

souche Lactococus lactis EO24 nous avons pu purifier un peptide (EO24/C) dont la masse est 

de 5214,90 Da et dont l’identification est toujours en cours. De plus, la pédiocine PA-1 et la 

nisine Z, ont été purifiées, respectivement à partir de Lactobacillus plantarum L3 et de 

Lactococcus lactis L17. 

Les bactériocines purifiées ont montré une activité antimicrobienne marquée vis-à-vis 

des BMRe à Gram+ testées, telle que la souche Staphylococcus aureus 400037, mais également 

contre les bactéries à Gram- telle que la souche Acinetobacter baumannii 280291. De même, la 

combinaison bactériocine/antibiotique a permis d’augmenter la sensibilité des BMRe en 

potentialisant l'activité des antibiotiques ou en agissant en synergie avec eux. Ainsi, pour la 

première fois dans ce travail, nous avons mis en évidence l’activité des entérocines L50A et 

L50B modifiées (B1 et B2) vis-à-vis des BMRe d’origine humaine. De plus, nous avons montré 

que deux fragments actifs de ces deux bactériocines (C1 et C2) avaient une activité plus 

importante que celle des bactériocines complètes B1 et B2. Par ailleurs, ces deux bactériocines 

L50A et L50B sous leurs deux formes B1 et B2, C1 et C2, seules ou en combinaison, ont montré 

une activité vis-à-vis de bactéries à Gram- bien qu’elles soient produites pas des bactéries à 

Gram+. 

Ainsi, face à cette problématique de la biorésistance, une des solutions préconisées serait 

basée non sur l’utilisation d’une seule bactériocine mais sur l’élaboration d’un « mélange de 
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bactériocines » dont les modes d’action seraient différents. Comme semble le démontrer nos 

résultats, la probabilité qu’un mécanisme de multi-résistance ait lieu contre plusieurs 

bactériocines, ou contre une combinaison bactériocines/antibiotiques est bien plus faible que 

contre l’un des antimicrobiens seul. Par conséquent, les bactériocines peuvent être utilisées 

comme molécules de substitution ou en complément des antibiotiques.  

D’autre part, l’utilisation d’une combinaison de bactériocines provenant d’une même 

souche multi-productrice est très intéressante dans la mesure où ces bactériocines, souvent 

complémentaires, sont moins concernées par le phénomène de résistance (Cintas et al., 2000) 

que celles provenant des souches mono-productrices. En effet, la multi-production de 

bactériocines par une même souche est importante pour l’élargissement des spectres d’activité, 

pour l’augmentation de l'efficacité de l'inhibition ainsi que pour la complémentarité des effets 

antimicrobiens (Perez et al., 2012). Ainsi, à titre d’exemple, l’utilisation in situ de souches de 

bactéries lactiques multi-productrices de bactériocines pourrait être envisagée au niveau de la 

flore intestinale pour combattre certaines infections bactériennes. 

Les résultats obtenus dans ce travail, doivent être complétés par : 

✓ La caractérisation des peptides B2, C1 et C2 par un nouveau séquençage nucléotidique, 

afin de confirmer l’identité des bactériocines purifiées ;  

✓ La caractérisation du génome total de la souche Enterococcus durans LC2 par PFGE 

(Pulse Field Gel Electrophoresis) afin de vérifier si les bactériocines B1, B2 et C1, C2 

sont codées par un seul gène ou par deux gènes différents ; 

✓ L’étude de l’activité antimicrobienne de l’ensemble des bactériocines (classe IIb) 

produites par la souche Enteroccous durans LC2 avec la nisine Z (classe Ia) et/ou la 

pédicoine PA-1 (classe IIa) seules ou en combinaison avec des antibiotiques, afin 

d’élargir le spectre d’activité et d’évaluer leur capacité à déjouer la résistance 

bactérienne ; 

✓ La purification et la caractérisation du peptide A produit par la souche Enterococcus 

durans LC2, ainsi que les deux peptides A et B produits par la souche Lactococcus lactis 

EO24 par d’autres techniques chromatographiques, notamment la chrommatographie 

d’exclusion, électrophorèse capillaire ;   

Par ailleurs l’ensemble des résultats de cette thèse ouvre les perspectives suivantes :  
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✓ L’étude de la relation structure-fonction pour l’ensemble des entérocines L50 purifiées 

dans cette étude dont le mode d’action n’est pas clairement établi ; 

✓ La caractérisation du génome total de la souche Enterococcus durans LC2 par PFGE 

(Pulse Field Gel Electrophoresis) afin de vérifier l’absence de tout gène de virulence, 

pour une éventuelle application in situ ; 

✓ L’étude de la cytométrie de fluorescence pour détecter les tests de viabilité (degré de 

mortalité cellulaire) ;  

✓ L’étude de la pharmacocinétique des bactériocines purifiées ainsi que les tests de 

toxicité pour une éventuelle application chez l’Homme ; 

✓ L’utilisation des bactériocines performantes sous forme de médicament enrobé afin 

d’éviter leur dégradation sous l’effet des protéases du tube digestif.  
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Production de bactériocines et applications potentielles contre des 
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Résumé 

L’antibiothérapie a permis de lutter efficacement contre nombre de maladies infectieuses, mais elle 

commence à atteindre ses limites avec l’émergence des microorganismes multi-résistants. La recherche 

de molécules alternatives est devenue une nécessité. Ce travail de thèse explore la possibilité d’utiliser 

des peptides antibactériens (bactériocines) produits par des bactéries comme moyen de lutter contre des 

bactéries résistantes. Des souches de bactéries lactiques productrices de bactériocines ont été isolées 

essentiellement à partir de divers produits alimentaires fermentés marocains. Les bactériocines produites 

ont été purifiées par des techniques chromatographiques, puis leurs structures ont été élucidées par 

spectrométrie de masse, par séquençage peptidique et/ou par séquençage nucléotidique. Ceci a permis 

l’identification d’une ou plusieurs bactériocines par bactérie productrice comme par exemple les 

entérocines L50A et L50B produites sous des formes modifiées par Enterococcus durans LC2 isolée du 

lait de chamelle. Parallèlement, une recherche de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques dans des 

liquides biologiques humains a permis l’isolement de nombreuses bactéries pathogènes Gram+ et Gram- 

résistantes à une variété d’antibiotiques communément utilisés. Parmi celles-ci, des souches 

sélectionnées ont ensuite été soumises à l’action des bactériocines purifiées (entérocines L50A et L50B, 

nisine Z et pédiocine PA-1) seules et en association avec des antibiotiques. Ceci a permis de démontrer 

l’efficacité des bactériocines contre des pathogènes multi-résistants et par conséquent d’établir leur 

potentiel comme recours possible en cas d’inefficacité des antibiotiques. 

Mots clés : bactéries lactiques, bactériocines, antibiotiques, bactéries multirésistantes aux 
antibiotiques. 

 

Résumé en anglais 

Antibiotic therapy has been effective in controlling many infectious diseases, but is slowly reaching its 

limits with the emergence of multidrug-resistant microorganisms. The search for alternative molecules 

has become a necessity. This thesis explores the possibility of using antibacterial peptides (bacteriocins) 

produced by bacteria as a means to fight resistant bacteria. Strains of lactic bacteria producing 

bacteriocins have been isolated essentially from various fermented Moroccan foods. The bacteriocins 

produced were purified by chromatographic techniques, and their structures were elucidated by mass 

spectrometry, peptide sequencing and / or nucleotide sequencing. This allowed the identification of one 

or more bacteriocins per producing bacterium, e.g. enterocins L50A and L50B produced as modified 

forms by Enterococcus durans LC2 isolated from camel milk. At the same time, the search for 

multidrug-resistant bacteria in human body fluids has resulted in the isolation of pathogenic bacteria of 

both Gram types resistant to a variety of commonly used antibiotics. Among these, selected strains were 

subjected to the action of purified bacteriocins (enterocins L50A and L50B, nisin Z and pediocin PA-1) 

alone and in combination with antibiotics. This allowed us to show the efficacy of bacteriocins against 

multi-resistant pathogens, thereby demonstrating their potential as a possible alternative in case of 

antibiotic inefficiency. 

Keywords : Lactic acid bacteria, bacteriocins, antibiotics, multi-drug resistant bacteria. 


