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DAOUDI Ayat Fatima Zohra 

Thème : Isolement et identification préliminaire des entérocoques à partir de  produits 

laitiers fermentés traditionnels : Antibiorésistance ; activité antimicrobienne et 

hémolytique.  

Résumé  

La présente étude a pour objectif d’isoler et d’identifie   préliminairement 

phénotypiquement des souches d’entérocoques à partir des quelques  produits laitières 

fermentés traditionnels (Lben, Jben,  Smen, Klila et Zebda) afin d’évaluer leurs 

aspects sécuritaires par l’étude de l’antibiorésistance, de l’activité antimicrobienne et 

hémolytique. Cette étude nous a permis d’identifier 26 isolats dont Enterococcus 

faecium, E. faecalis  représentent 58% et 19% du total des bactéries isolées, 

respectivement. Les résultats du test d’antibiorésistance ont montré une grande 

sensibilité de toutes les souches d’entérocoques isolées aux antibiotiques testés, en 

particulier la vancomycine qui est considérée comme un problème de santé majeur 

dans le monde entier. De plus, aucune réaction hémolytique (γ hémolyse) n'a été 

détectée dans les 26 souches sélectionnées pour cette étude. L'absence de l'activité 

hémolytique chez les entérocoques devrait être considérée comme un critère de 

sélection important pour leur innocuité. Sur les 26 souches d’entérocoques identifiées, 

2 souches ont été choisies pour l’étude de l’activité antimicrobienne. Les résultats 

montrent que les surnageants d’entérocoques testés ont inhibé totalement la croissance 

de Penicillium expansum, tandis qu’une faible inhibition a été observée sur la 

croissance des Staphylococcus aureus et  Fusarium graminearum. E. coli, 

Pseudomonas aeruginosa et Aspergillus parasiticus ont montré une résistance 

considérable envers les surnageant d’entérocoques testés. Enfin, cette étude suggere 

l’évaluation du pouvoir  technologique des entérocoques isolés avant l'utilisation de 

ces bactéries et/ou leurs extraits dans les matrices alimentaires. 

Mots clés : Entérococcus, Produit laitier fermenté traditionnel, antibiorésistance, 

activité hémolytique, activité antimicrobienne, Laghouat 
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 .داودي آيات فاطمة الزهراء

 المخمرة تقليديا: مقاومة المضادات لبان منتجات الأبعض  المكورات المعوية من تمهيديا عزل وتحديدالموضوع:

  الانحلالي الدموي .نشاطالحيوية, النشاط المضاد للميكروبات وال

تلخيص 

 منتجات  خلال بعض السلالات المعوية للمكورات المعوية مناتمهيدي الغرض من هذه الدراسة هو عزل و تحديد

الحليب المخمرة تقليديا (السمن, اللبن, الجبن, الزبدة و الكليلة) لتقييم جوانب السلامة من خلال دراسة مقاومة 

 عزلة 26. حددت هذه الدراسة الدمويالمضادات الحيوية ، والنشاط المضاد للميكروبات والنشاط الانحلالي 

 ٪ من مجموع البكتيريا المعزولة ، على 19 ٪ و 58 مثلت E. faecalis  وEnterococcus faeciumحيث 

التوالي. أظهرت نتائج اختبار مقاومة مضادات الميكروبات حساسية عالية لجميع سلالات المكورات المعوية 

 الذي يعتبر مشكلة صحية رئيسية في جميع vancomycineالمعزولة للمضادات الحيوية المختبرة ،لا سيما 

 المختارة 26) في السلالات الـ γ بالإضافة إلى ذلك ، لم يكتشف أي تفاعل انحلالي (انحلال دموي أنحاء العالم.

 سلالة 26 عدم وجود نشاط انحلالي في المكورات المعوية معيارًا مهمًا لاختيار السلامة. من يعتبرلهذه الدراسة.

للمكورات المعوية التي تم تحديدها ، تم اختيار سلالتين لدراسة النشاط المضاد للميكروبات. وأظهرت النتائج أن 

 ، في حين لوحظ وجود Penicillium expansumمستخلصات المكورات المعوية المجربة ثبطت نهائيا نمو

،  E. coli. أظهرت Staphylococcus aureus et  Fusarium graminearum ضعف تثبيط على نمو

Pseudomonas aeruginosa  وAspergillus parasiticus .مقاومة كبيرة للمكورات المعوية المختبرة 

وأخيرا ، تقترح  هذه الدراسة تقييم القدرة التكنولوجية للمكورات المعوية المعزولة قبل استخدام هذه البكتيريا أو 

 مستخلصاتها في المواد الغذائية.

المكورات المعوية, منتجات الألبان المخمرة تقليديا, مقاومة المضادات الحيوية, النشاط الانحلالي الكلمات الدالة: 

الدموي , النشاط المضاد للبكتيريا, الأغواط. 
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DAOUDI Ayat Fatima Zohra 

 Theme: Isolation and identification preliminary of enterococci from some traditional 
fermented milk products: Antibiotic resistance; antimicrobial and hemolytic activity. 
Abstract 

The purpose of this study is to isolate and identify preliminary, phenotypically the 

Enterococcus strains from   some traditional fermented milk products (Lben, Jben, 

Smen, Klila and Zebda) in order to assess their safety aspects through the study of 

antibiotic resistance, antimicrobial and hemolytic activity. This study identified 26 

isolates including Enterococcus faecium and E. faecalis accounting for 58% and 19% 

of total isolated bacteria, respectively. The antimicrobial resistance test results showed 

a high sensitivity of all isolated to the tested antibiotics, particularly vancomycin 

which is considered a major health problem worldwide. In addition, no hemolytic 

reaction (hemolysis γ) was detected in the 26 strains selected for this study. The 

absence of hemolytic activity in enterococci should be considered as an important 

selection criterion for their safety. Two out of 26 enterococcal strains were selected 

for the study of antimicrobial activity. The results show that supernatants of tested 

enterococci were completely inhibited the growth of Penicillium expansum, whereas a 

weak inhibition was observed on the growth of Staphylococcus aureus and Fusarium 

graminearum. E. coli, Pseudomonas aeruginosa and Aspergillus parasiticus showed 

considerable resistance to the tested enterococci supernatants. Finally, this study 

suggests the evaluation of the technological potency of isolated enterococci before the 

use of these bacteria and/or their extracts in food matrices. 

 

Key words: Enterococcus, Traditional fermented milk product, Antibiotic resistance, 

Hemolytic activity, Antimicrobial activity, Laghouat. 
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Introduction  

Les pays d'Afrique du Nord partagent de nombreux aliments traditionnels résultant 

du mélange des habitudes alimentaires apportées par ces civilisations et leurs 

interactions avec ceux des habitants d'origine tels que les gens d’amazigh / berbère au 

Maghreb. Les variétés de produits laitiers séculaires, le plus populaire d'entre eux 

jben, lben et smen, sont connues et encore très apprécié par les consommateurs de ces 

pays (Benkerroum et Tamime, 2004, Abd-El Salam et Benkerroum, 2006). 

L’Algérie dispose de traditions avérées de fabrication des produits laitiers même si 

l’activité est limitée à la sphère domestique. Ces produits laitiers traditionnels sont le 

produit historique du dynamisme social et économique des communautés rurales 

féminines (Hadj Aissa, 2011). De nos jours, les aliments de fabrication traditionnelle 

sont toujours appréciés par quelques consommateurs. L’excès d'aliments et la 

nécessite de les consommer pour survivre pendant l'hiver et les périodes de sécheresse 

menèrent l'homme à utiliser depuis longtemps et empiriquement des procédés de 

conservation. Ces aliments transformés par nos ancêtres sont à l’origine des produits 

des industries alimentaires actuelles. La fermentation avec les procédés de séchage et 

de salage, est la plus ancienne des méthodes de conservation des aliments, elle est 

ancrée dans les cultures traditionnelles et la vie des villageois (Marshall et Meijia, 

2012). 

Les bactéries lactiques jouent un rôle fondamental dans la conservation des 

aliments en raison d’une part, de leur pouvoir acidifiant (acide lactique) qui inhibe la 

croissance de la plupart des germes non lactiques et, d’autre part, grâce à leur capacité 

de produire d’autres substances antimicrobiennes comme les bactériocines. Les 

bactéries lactiques sont employées traditionnellement dans la fermentation de 

végétaux, de produits laitiers ou carnés et en panification (Chen et al., 2003). Les  

Enterococcus sont des bactéries lactiques, ubiquitaires, trouvées fréquemment dans la 

flore microbienne du tractus gastro-intestinal des animaux à sang chaud, ainsi que 

dans une large variété de produits alimentaires, en particulier les produits laitiers 

(Fouliqué et al., 2006). Ils sont utilisés dans les aliments soit comme agents 

antimicrobiens, soit pour leurs propriétés organoleptiques et parfois comme 

probiotiques. Ce genre bactérien produit une grande diversité de bactériocines, 

considérées comme des agents de contrôle biologique dans les aliments, en conservant 
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leurs propriétés organoleptiques et nutritionnelles. Elles constituent ainsi une 

alternative à l'utilisation d'additifs chimiques ou à celle de traitements physico-

chimiques employés dans la conservation des produits alimentaires (Chen et al., 

2003).  

Du fait de la place importante qu’occupent les entérocoques dans la fermentation et 

la production des produits laitiers, la présente étude a pour objectif d’isoler et 

d’identifier phénotypiquement et biochimique  des souches d’entérocoques à partir 

des produits laitières fermentés traditionnels afin d’évaluer leur aspects sécuritaires 

par l’étude de l’antibiorésistance, de l’activité antimicrobienne et hémolytique.  

Le présent travail s’articule comme suit: le premier chapitre s’intéresse à une 

synthèse bibliographique sur les produits laitiers fermentés traditionnels et les 

entérocoques. Le second chapitre traite le matériel et les méthodes utilisés pour 

l’isolement et l’identification des Entérocoque ainsi que l’évaluation des aspects 

sécuritaires des souches sélectionnées pour cette étude. Le troisième chapitre discute 

les résultats obtenus, enfin nous achevons ce travail par une conclusion générale et 

des perspectives. 
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Chapitre I.         Généralités 

I.1. Définition du lait  

Le Codex Alimentarius (1999), le lait  a définit comme étant la sécrétion 

mammaire normale d’animaux de traite obtenue à partir d’une ou plusieurs traites, 

sans rien y ajouter ou en soustraire, destiné à la consommation comme lait liquide ou 

à un traitement ultérieur.  

Selon Deforges et al. (1999), le lait cru est un lait non chauffé au-delà de 40°C ni 

soumis à un traitement non thermique d’effet équivalent notamment du point de vue 

de la réduction de la concentration en micro-organismes. 

I.2. Compositions du lait  

Le lait est un système complexe constitué d'une solution vraie, d'une solution 

colloïdale, d'une suspension colloïdale et d'une émulsion. Le tableau 01 montre la 

composition approximative et l'état physicochimique de chacun des constituants 

solides majeurs du lait. 

• Une solution vraie est un mélange de substances liquides ou solides 

solubilisées, appelées solutés, dans un solvant liquide. 

• Une suspension colloïdale est un mélange constitué d'une phase 

dispersée solide non solubilisée, présente sous forme de très fines 

particules solides dans une phase dispersante liquide (S\L): quand les 

particules ont beaucoup d'affinité pour la phase aqueuse, on nomme ce 

système une solution colloïdale. 

• Une émulsion consiste en un mélange d'une phase dispersée liquide no 

solubilisée, présente sous forme de très fines gouttelettes, dans une 

phase dispersante liquide; on peut donc avoir une émulsion huile dans 

l'eau (H/E) ou une émulsion eau dans l'huile (E/H) les matières grasses 

et l'eau du lait forment une émulsion HfE, tandis que l'eau et les 

matières grasses du beurre forment une émulsion E/H (Carole  et 

Vignola, 2002). 
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Tableau N°1: La composition de lait de vache (Carole. Vignola, 2002). 

Eléments Composition 

(g /I) 

Etat physique de 

composants 

Eau 905 Eau libre (solvant) +eau 

liée : 3.7% 

Glucide : lactose 49 Solution 

Lipides: 

-Matière grasse proprement dite. 

-lécithine (phospholipides). 

-partie insaponifiable (stérols,  

carotènes, tocophérols) 

35 

34 

0.5 

0.5 

Emulsion de globules gras 

(3 à 5µm) 

Protides: 

-Caséines. 

-protides solubles (globuline,  

albumine). 

-substances azotées non protéique. 

34 

27 

5.5 

 

1.5 

-Suspension mécullaire de 

phospho-caseinate de 

calcium (0.08 à 0.12µm). 

-Solution colloïdale. 

-Solution vraie. 

Sels: 

-Acide citrique.  

-Acide phosphorique.  

-Acide chlorhydrique. 

9 

2 

2.6 

1.7 

-Solution ou état 

colloïdale. 

Constituants divers: 

(Vitamines, Enzymes gaz dissous). 

Traces  

Extrait sec total. 127  

Extrait sec non gras. 92  
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I.3. les enzymes coagulant le lait  

Ils existent plusieurs types des enzymes protéolytiques ayant la propriété de 

coaguler le lait ; on à des enzymes d’origine animale, végétale ou microbienne 

(Boufeldja, 2017). 

 

I.3.1. Enzymes d’origine animales  

• Présure : 

La présure de veau est la préparation coagulante traditionnelle la plus utilisée pour 

la coagulation du lait (Alais, 1984 ; Wigley, 1996). De moindres quantités sont 

obtenues à partir de l’estomac de chevreau et d’agneau, la dénomination présure est 

réservée à l’extrait coagulant provenant de la troisième poche de l’estomac appelée 

abomasum ou caillette. Elle renferme deux enzymes actives :  

 

a)- La chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de 

l’activité coagulante totale (Ramet, 1997). Elle est synthétisée sous forme de 

prochymosine, activée sous l’action du suc gastrique. Elle subit alors une 

conversion en chymosine active (Boufeldja, 2017 ). 

 

b)- La pepsine est le constituant mineur de la présure dont la sécrétion gastrique 

ne devient prépondérante qu’après sevrage (Ramet, 1997), A l’opposé de la 

chymosine, la pepsine possède une activité protéolytique élevée et une faible 

activité coagulante. D’après Broome et Hickey (1990), 20% de l’activité 

coagulante est assurée par la pepsine dans la fabrication fromagère (Cheddar, 

Emmental,…) (Boufeldja, 2017). 

 

  I.3.2. Les enzymes d'origine végétales  

Les préparations coagulantes provenant du règne végétale sont extraites par 

macération de divers organes de plantes supérieurs, tel que le gaillet, l'artichaut, la 

cardon qui ont été et ou sont encore utilisés dans des fabrications de fromages  

fermiers, ainsi que le latex du figuier. Des études récentes ont été réalisées par 

différents auteurs, qui approuvent quelques avantages aux protéases extraites des 

végétaux (Tableau 02). Ces dernières, sont plus stables à la chaleur par rapport aux 

protéases d’origine microbienne et animale (Talantikite-Kellil, 2015). 
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Tableau 02:Plantes locales d’Algérie utilisées pour la coagulation du lait (Talantikite-

Kellil, 2015). 

Nom scientifique  

 

 Nom commun   

 Français Anglais Algérien 

Cynara scolymusL.  Artichaut  Artichocke  Karnoune  

Cynara 

cardunculus L.  

Cardon  Cardoon  Thaga/ khorchef  

SeneciojacobaeaL.  Séneçon  Ragwort  Debouz-el-arabe  

Ficus carica L.  Figuier  Figtree  Kerma  

 

I.3.3.Les enzymes d'origine microbiennes   

En pratique, l’utilisation des préparations enzymatiques microbiennes a été 

soumise à une stricte réglementation, imposant des contrôles hygiéniques (liés à leur 

production et extraction) et toxicologiques sévères, afin d’éviter tout risque de toxicité 

lié à la présence d’antibiotiques et/ou d’aflatoxines (Noor-Devilliet et al., 1983). Ces 

coagulants peuvent être facilement produits par fermentation (Boufeldja, 2017). 

Toutefois, ils montrent une forte activité protéolytique pendant la fabrication du 

fromage, ce qui peut entraîner une perte de protéine, un rendement plus faible, et la 

génération de saveur désagréable (Harboe et al., 2010).  

On distingue deux catégories de protéases microbiennes : les succédanés d’origine 

bactérienne et les succédanés  d’origine fongique (Boufeldja, 2017). 

• D’origine bactérienne  

Depuis une quarantaine d’années, une puissante industrie de transformations s’est 

développée dans le monde. Elle produit des substances variées dont une grande partie 

d’enzymes qui trouvent de nombreuses applications dans des secteurs industriels 

variés et en particulier des protéases susceptibles de coaguler le lait (Boufeldja,  2017).  

Ce sont surtout les souches du genre Bacillus : Bacillus subtilis, Bacillus cereus, 

Bacillus polymixa et Bacillus coagulans, qui ont fait l’objet de plusieurs recherches 

pour la production de coagulases. Leur utilisation demeure limitée par suite de 

réglementation stricte et leur prix de revient. D’autre part, leur aptitude à la 

coagulation est meilleure que celle d’origine végétale et moins bonne que celle des 

enzymes produites par les moisissures. Les caillés obtenus manquent de cohésion du 
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fait d’une trop forte activité protéolytique par comparaison à la présure animale 

(Alais, 1984). 

• D'origine fongique  

Au contraire, ont donné des résultats meilleurs, souvent comparables à ceux 

obtenus avec la présure ; plusieurs préparations sont déjà commercialisées sur le 

marché international et utilisées à plus ou moins grande échelle selon les pays. Ces 

préparations proviennent de trois genres de moisissures : Endothia parasitica, Mucor 

pusillus, Mucor miehei (Boufeldja, 2017). 
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Chapitre II.    Produits laitiers fermentes traditionnels 

C’est l’augmentation de la production du lait durant certaines saisons et la 

difficulté de sa consommation sous la forme fraîche qui ont conduit au développement 

de technologies de production traditionnel (Dharam et Narender, 2007 ;  Lahsaoui, 

2009). La consommation des produits laitiers est également associée à des effets 

bénéfiques sur la santé en plus de leurs valeurs nutritionnelles (Takahiro et al., 2007; 

Shan-na et al., 2011). La transformation du lait de chèvre en produits laitiers 

traditionnels algériens, tels que Raib, Lben et Jben est réalisée via une fermentation 

spontanée sans l’ajout d’une entrée sélectionnée (Badis et al., 2004). Ces produites 

sont partie intégrante d’héritage algérien et ont une grande importance culturelle, 

médicinale, et économique ils ont été développée sur une longue période avec les 

compétences culinaire de fermiers en plus de la conservation des solides du lait pour 

plus longuement à température ambiante (Lahsaoui, 2009 ;  Djouhri et Madani, 2015). 

  

II.1. La fermentation traditionnelle du lait  

En Algérie, le lait fermenté et fromages sont fabriqués traditionnellement le plus 

souvent par les femmes à la maison (Medouni et al., 2005) et servent à 

l’autoconsommation , le surplus pouvant être vendu (Bencharif, 2001). 

La figure suivante schématise les méthodes de fabrication de principaux produits 

laitiers traditionnels en Algérie.  
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Lait cru 
 
 

Fermentation spontanée à température ambiante 
 

 
 
 
 

moulage Lait caillé 
 

Rayeb 
 

barattage 
 
 

drainant Lben Beurre cru 
 
(Zebda beldia) 

 
 

Lavage 
 

Démoulage Chauffage 
Tamisage 

Salage (8 à 10 g 100g-1) 
 
Ajout des plantes aromatiques 

(facultatif

Salage en surface (2 g 
100g-1; facultatif) 

Mélange manuel 

 
 
 
 
 

Maturation 
(facultatif) 

Conditionnement : 
 
• Anaérobiose 
• Ajout des plantes aromatique en 

surface 
 
 

Maturation de 3 à 6 mois 
 

 
 
 

Jben Klila Smen (beurre rance) 
 
 
 

Figure 01 : Schéma récapitulatif des procédés de fabrication traditionnelle des produits 

laitiers  fermentés (Benkerroum et Tamime ,2004)
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II.2. Jben 

Selon la norme du Codex Alimentarius et la norme internationale FAO/OMS, le 

fromage frais ou non affiné est du fromage qui est prêt à la consommation peu de 

temps après sa fabrication. Aux termes de la réglementation française, la 

dénomination «fromage» est réservée à un produit fermenté ou non, obtenu par 

coagulation du lait, de la crème ou de leur mélange, suivie d’égouttage. Tous les 

fromages frais ont une DLC de 24 jours (Luquet et Corrieu, 2005 ; Bouadjaib, 2013). 

Le « Jben » est le fromage frais le plus connu et consommé en Algérie depuis fort 

longtemps aussi bien en milieu rural qu’en milieu urbain. Dernièrement, la 

consommation de ce produit s’est accrue suite à l’installation dans les villes d’un 

grand nombre de laiteries traditionnelles qui préparent le «Jben» à partir du lait cru 

selon des procédures souvent artisanales (Bouadjaib, 2014). 

 

II.3. Lben  

Le leben ; c’est du lait débarrassé de sa crème, et qui a subi ensuite une 

fermentation lactique, l’acide lactique produit provient du dédoublement de la 

molécule de lactose par l’action du bacille lactique. L’acide lactique à la propriété, 

lorsqu’il se forme en excès, d’amener la coagulation de la caséine du lait. Cette 

coagulation est d’autant plus active que la température ambiante est plus élevée 

(Bendanou, 1981 ; Djouhri et Madani, 2015). 

 

II.4. Klila 

C’est un fromage ferment produit empiriquement dans plusieurs régions de 

l’Algérie, il est fabriqué par un chauffage relativement modéré (55 à 75°C) du Lben 

jusqu’à ce qu’il est caille (10 à 15 min). Le caille est ensuite égoutté spontanément ou 

pressé à l’aide d’une pierre, le fromage obtenu est consommée tel qu’il est frais au 

après un séchage il est utilisée comme un ingrédient après réhydratation dans les 

préparations culinaires traditionnels (Mennane et al., 2007 ). 

 

II.5. Smen (Dhan) 

Le Smen est du beurre rance salé obtenu après transformation du beurre frais par 

lavage, saumurage et salage à sec (Benkerroum et Tamine, 2004). 
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Le terme « smen » désigne généralement des produits préparés de façon artisanale 

à partir du beurre fermier par lavage et salage, puis conditionnement dans des pots en 

terre et conservation à l'abri de l'air et de la lumière pour une durée variable d'au 

moins 6 mois.  

Cette préparation fait ressortir les caractéristiques suivantes : 

 Absence de tout traitement thermique, 

 Le salage constituant le seul élément de conservation, 

  Les conditions de stockage sont également originales (anaérobiose et 

température ambiante) (El Marrakchi et al, 1986 ; Sakili et Issouel, 2003 ;). 

Avant le salage, le beurre peut exceptionnellement subir une cuisson de 1 h à 1 h et 

30 min pour favoriser une certaine évaporation d’eau. De plus, le smen, après salage 

et avant son conditionnement, peut être aromatisé de thym sous forme de fragments 

(El Marrakchi et al, 1986). 

 

II.6. Zebda 

     Selon la norme du Codex Alimentaire, le beurre est un « produit gras dérivé 

exclusivement du lait et/ou de produits obtenus à partit du lait, principalement sous 

forme d’une émulsion du type eau dans huile». Il est obtenu par barattage de la crème 

du lait (Luquet et Corrieu, 2005). 

Elle contient la presque totalité des lipides du lait et 2,7 g de protéines pour 100 g. 

Le beurre est fabriqué à partir de la crème (le barattage) et contient 0,8 g de protéines 

pour 100 g (Vilain, 2010). 
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II.7. Composition des quelques produits laitiers fermentés traditionnel  

Tableau 03 : valeurs moyenne des paramètres chimiques (g/100 g) des principaux 

produits laitiers traditionnels en Alger. 

 leben smen klila 

Humidité 90.8 14 12.530 

Lactose 2.14 1.2* ND 

Protéine 1.93 3.2* 53.856 

Matière grasse 0.2 81 13.843 

Références Boubekri et al . 

(1984) 

Boubekri et al . 

(1984) 

Boubekri et Ohta. 

(1996) 

* : par rapport au poids sec. 

ND : non déterminé. 
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Chapitre III.        Les Entérocoques 

Les entérocoques sont des bactéries lactiques utilisées depuis des siècles dans la 

transformation des aliments. Ces micro-organismes jouent un rôle essentiel dans la 

conservation (prolongation du temps de stockage) et dans la qualité bactériologique 

des aliments, tout en respectant leurs propriétés nutritionnelles et organoleptiques. 

Cependant, ce sont des marqueurs de contamination fécale (Enteroccus faecalis et 

Enterococcus faecium) également impliqués dans l’apparition de maladies 

nocosomiales. La plasticité génétique (transfert d’éléments génétiques) de ces 

bactéries leur permet, d’une part de s’adapter à de nombreux écosystèmes et, d’autre 

part, d’être vecteurs d’antibiorésistance et de virulence bactérienne. Par conséquent, 

l’emploi des entérocoques dans l’industrie alimentaire est de plus en plus controversé. 

Impliqués dans la fermentation de nombreux aliments (lait, végétaux, viandes et 

poissons), les entérocoques sont capables de produire diverses molécules 

antimicrobiennes (acide lactique, bactériocine ou encore peroxyde d’hydrogène). Ces 

propriétés les rendent indispensables à l’industrie agro-alimentaire. Employés comme 

micro-organismes de protection, ils doivent être minutieusement caractérisés et faire 

l’objet d’études préalables pour démontrer leur innocuité. La grande diversité des 

bactériocines (entérocines) retrouvées dans ce genre bactérien pourrait être valorisée 

en développant des méthodes de purification qui permettraient de substituer 

l’utilisation de ces souches par l’emploi d’entérocines sur les matrices alimentaires. 

(Aguilar-Galvez et al., 2010). 

 

III.1. Taxonomie  

L’espèce la plus fréquemment isolé chez l’homme a été décrite des 1899 par 

Thiercelin (Thiercelin, 1899) et appelé initialement Streptococcus faecalis par 

Andrewes et Horder en 1906. Dans les années 1930, et sur la base de système 

lancelfieled serological typing, les Enterococcus etaient classés dans le genre 

Streptococcus (groupe D). le genre Enterococcus a été séparé du genre Streptococcus 

en 1984 d’après les resultats des techniques de chimiotaxonomie et génétique 

moléculaire : hybridation ADN-ADN ou ADN-rARN, et de séquençage des 

oligonucléotides de la sous unité 16S de l’ARN des ribosomes (Farrow et al.,1983 ; 

Gravie et al., 1981 ; Ludwing et al., 1985). Ce genre comprend actuellement plus de 

14 espèces, parmi lesquelles Enterococcus feacalis, Enterococcus faecium 
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représentent plus de 90% des souches isolées en pathologie humaine (Collins et al., 

1989). 

Le genre Enterococcus est placé dans le domaine des Bacteria, le phylum des 

Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des Lactobacillales, famille des Enterococcaceae, 

branche des Clostridium. Monstein et al. (1998) ont proposé de subdiviser le genre 

Enterococcus en groupes d'espèces. Actuellement, 35 espèces différentes ont été 

recensées sur la base de l'analyse de l'ARNr 16S (tableau 04). 

Tableau 04 : Les groupes de genre Enterococcus selon l'analyse de l'ARNr 16S 

(Aguilar-Galvez et al., 2012). 

Groupes Espèces 
 

E. avium  
 

E. avium, E. devriesei, E. gilvus, E. hermanniensis, E. 
malodoratus,  

 E. pallens, E. pseudoavium et E. raffinosus  

E. cecorum  E. cecorum et E. columbae  
 

E. dispar  E. asini, E. canintestini et E. dispar  
 

E. faecalis  E. caccae, E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis,  
 

 E. silesiacus et E. termitis  

E. faecium  E. canis, E. durans, E. faecium, E. hirae, E. mundtii,  
 

 E. phoeniculicola, E. ratti, E. thailandicus et E. villorum  

E. gallinarum  E. casseliflavus et E. gallinarum  
 

E. saccharolyticus  E. aquimarinus, E. camelliae, E. italicus, E. saccharolyticus et  
 

 E. sulfureus  

 

III.2. Caractéristique générale  

Les Enterococcus sont des coccoïdes Gram+ oxydase positifs, généralement 

catalase négatifs. Certaines espèces présentent une activité pseudo-catalase. Ils sont 

généralement des anaérobies facultatifs et non mobiles. Les cellules sont ovoïdes et se 

présentent sous forme de cellules isolées, par paire ou encore sous forme de chainette 

(Schleifer et al., 1984). Généralement, les entérocoques produisent des colonies de 

couleur blanche. Toutefois, quelques-unes sont de couleur jaune comme E. mundtii, E. 

casseliflavus et E. sulfureus (Higashide et al., 2005). De plus, la majorité des 

entérocoques sont positifs au test de Voges-Proskauer qui relie la production 



                                                                                                              Partie Bibliographique 
 

15 
 

d’acétone à la fermentation du ribose. Ce test est largement utilisé dans la 

discrimination entre Enterococcus et Streptococcus. 

Les Enterococcus sont des micro-organismes mésophiles qui se développent dans 

une gamme de températures allant de 10 à 45 °C, avec une température optimale de 35 

°C. Certaines espèces peuvent survivre à 60 °C pendant 30 min. Ils poussent dans des 

conditions hostiles de 6,5 % de NaCl, de lait renfermant 0,1 % de bleu de méthylène, 

de concentration en sels biliaires de 40 % et dans une gamme de pH comprise entre 

4,4 et 9,6. 

Les Enterococcus sont homofermentaires. Ils produisent essentiellement de l’acide 

lactique et en quantité moindre, de l’acétate, du formiate et de l’éthanol. Les produits 

finaux du métabolisme peuvent changer en fonction de la présence ou non d’oxygène 

ou d’autres accepteurs d’électrons. Ainsi en anaérobiose, le lactate est le principal 

produit du métabolisme du glucose, tandis qu’en condition d’aérobiose, les produits 

du métabolisme sont l’acétate et le CO2. Ils sont capables de métaboliser divers types 

de sucres comme le N-acétyl glucosamine, l’amygdaline, l’arbutine, le cellobiose, le 

D-fructose, le galactose, le β-gentiobiose, le glucose, le lactose, le maltose, le D-

mannose, le β-D-méthyle glucopyranoside, le ribose, la salicine et le tréhalose 

(Schleifer et al., 1984 ; LeBlanc, 2006). 

III.3. Habitat  

Les entérocoques sont de nature ubiquiste, leur capacité d’adaptation à des 

environnements inhospitaliers permet de les retrouver dans différentes eaux (usées, 

douces et de mer), dans le sol, sur les végétaux et dans le tractus gastro-intestinal des 

animaux à sang chaud (y compris celui de l’homme) (Manero et al., 1999). Leur 

adaptabilité à différents écosystèmes a permis de retrouver trois clones d’E. faecalis et 

d’E. casseliflavus dans du lait, dans du fromage ou dans des matières fécales 

humaines (Gelsomino et al., 2002). 

La plupart des espèces du genre Enterococcus font partie intégrante de la flore 

intestinale de nombreux animaux, leur concentration dans les matières fécales peut 

varier de 105 à 107  UFC/g (Kayser, 2003). Les entérocoques les plus fréquemment 

isolés dans les fèces de l’homme sont E. faecalis, E. faecium et E. durans (Murray, 

1990 ; Leclerc et al., 1996). Dans la plupart des contenus intestinaux d’animaux (la 

volaille, les bovins, les porcs, les chiens, les chevaux, les moutons), E. faecalis, E. 

faecium et E. hirae sont représentés ; par contre, chez les chèvres et les lapins, on ne 
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retrouve que E. faecalis et E. hirae (Devriese et al., 1987). Dans des échantillons 

provenant de sources environnementales (composts, eaux usées, sédiments et eaux de 

piscine), il a été démontré que les espèces prédominantes sont E. faecalis (40 %) et E. 

faecium (30 %), suivies de E. durans/E. hirae, E. casseliflavus/E. gallinaru et E. 

raffinosus, avec une prévalence différente de l’espèce selon la source (Pinto et al., 

1999). 

     D’autre part, E. mundtii, E. casseliflavus et E. sulfureus sont des bactéries qui 

ont été isolées d’échantillons végétaux d’ensilage d’herbe (Leclerc et al., 1996). De 

plus, E. mundtii a été trouvé dans de la chicorée fraiche (Bennik et al., 1998) et des 

graines de soja (De Kwaadsteniet et al., 2005 ; Todorov et al., 2005 ; Zendo et al., 

2005). 

• Produits laitiers   

Les entérocoques les plus couramment présents dans les fromages sont E. faecium, 

E. faecalis et E. durans (Giraffa, 2003), aussi bien les fromages à base de lait cru que 

de lait pasteurisé provenant de chèvre, de brebis ou de vache ; on retrouve moins 

souvent E. casseliflavus (Burdychova et al., 2007). Les entérocoques ont un rôle 

important dans la maturation de plusieurs variétés de fromages, probablement en 

raison de leur activité protéolytique, lipolytique, de leur capacité de production du 

diacétyle et d’autres composants volatils contribuant à l’aromatisation, la flaveur et au 

gout caractéristique (Franz et al., 1999). La concentration d’entérocoques dans les 

fromages frais se situe entre 104 à 106 UFC/g, alors que celle des fromages fermentés 

est de l’ordre de 105 à 107 UFC/g (Giraffa, 2003). 
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Figure 02 : Entérococcus faecalis (fr.wikipedia.org) 

 

III.4. Applications biotechnologiques des entérocoques  

L’incorporation de micro-organismes à des aliments peut avoir quatre objectifs 

différents : 

• améliorer la sécurité alimentaire (inhiber des pathogènes),  

• améliorer la stabilité (prolongation de la vie du stockage),  

• offrir une diversité de produits (modification de la matière 

première), 

• apporter des bénéfices pour la santé (effets positifs sur la flore 

intestinale). 

Des études de la microflore des produits traditionnels ont montré que les 

entérocoques jouent un rôle important dans la fermentation et la maturation de 

certains produits en contribuant au développement des caractéristiques 

organoleptiques telles que le gout et l’arôme, entre autres. En plus de la contribution 

sensorielle, les entérocoques ont la capacité de produire des substances 

antimicrobiennes, y compris les bactériocines. Ils peuvent aussi avoir des propriétés 

probiotiques (Aguilar-Galvez et al., 2010). 
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 III.4.1. Les entérocines (bactériocines des entérocoques) 

Le genre Enterococcus produit une grande variété de bactériocines, dénommées 

entérocines. Ces bactériocines sont des peptides de faible poids moléculaire constitués 

de 20 à 60 acides aminés cationiques et amphiphiles. Cependant, le spectre d’activité, 

le mode d’action, la structure, la thermostabilité et le pH d’activité varient d’un type 

de bactériocine à l’autre (Van Belkum et al., 2000 ; Chen et al., 2003 ; Dortu et al., 

2009). Généralement, les bactériocines sont constituées de deux domaines structuraux 

: un domaine hydrophile et cationique en position N-terminale (appelé leader double-

glycine) dont la longueur minimale est de 14 résidus et qui peut atteindre 30 résidus 

(Nes et al., 1996) ; la seconde région, en position C-terminale, est hydrophobe et/ou 

amphiphile (Johnsen et al., 2005). 

 

III.4.2. Classification des entérocines 

 Franz et al. (2007) ont proposé une classification des entérocines, sur base de leurs 

séquences et des modifications post-traductionnelles. Le tableau 05 inclut quatre 

classes. 
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Tableau 05 : Classification des entérocines (Franz et al., 2007) 
 

Classe  Sous-classe Sous-groupe / Caractéristiques Exemples 
Classe I  
 

Entérocines lantibiotiques 
 

Bactériocine hémolytique 
Formé de deux peptides cylLL et cylLS 

Son action a besoin de la présence des  
deux peptides 

Cytolysine 
 

Classe II, 
petits  
peptides non  
lantibiotiques 

II.1 
Possède une région  
cationique hydrophile  
avec une séquence  
conservée, YGNGVxC  
en N-terminale 
Deux cystéines formant  
un pont disulfure dans la  
partie N-terminale 

Sous-groupe 1 
Possède un transporteur type-ABC 
pour  
la sécrétion des entérocines 
 
 
 
Sous-groupe 2 
La sécrétion est réalisée via une pré-  
protéine maturée 
Sont coproduites avec une protéine de  
l’immunité 

Entérocine A,  
entérocine 
CRL35,  
mundticine  
et mundticine 
KS 
 
Entérocine P, 
entérocine 
SEK4,  
bactériocine 
31,  
bactériocine 
T8 et  
bactériocine 
RC714 

 II.2 
Synthétisées sans peptide  
leader 
Ne possède pas la  
séquence conservée, ni le  
système de sécrétion  
ABC transporteur 

Sous-groupe 1 
Protéines monomériques 
 
 
 
 
 
Sous-groupe 2 
Besoin de la formation d’un complexe  
hétérodimérique 

Entérocine 
RJ-11, 
entérocine Q  
et entérocine 
EJ97 
 
 
Entérocine 
L50 (dimère 
A  
et B) et 
entérocine 
MR10  
(dimère A et 
B) 

 II.3 
 

Entérocines linéaires avec un peptide  
leader 

Entérocine B, 
bactériocine 
32  
et entérocine 
1071 A et B 

Classe III, 
entérocines  
cycliques 

 Peptides cycliques 
 

Entérocine 
AS-48 et  
entérocine 
AS-48 RJ 

Classe IV, 
protéines de  
haut poids 
moléculaire 

 Peptide de haut poids moléculaire  
(34.5 kDa) et thermolabile 

Entérolysine 
A 
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Chapitre I.       Matériel et Méthodes 

 I.1.  Échantillonnage 

Dans le but d’isoler des souches d’Enterococcus spp. À partir des produits laitiers 

fermentés traditionnels et d’étudier leur pouvoir antimicrobien vis-à-vis des bactéries 

et des moisissures pathogènes, cinq types de produits laitiers fermentés traditionnels 

ont été collectés à partir de 3 régions différentes dans la wilaya de Laghouat : Ain 

Madi, Laghouat et El Assafia (cf. Figure 03). Ces régions ont été choisies sur la base 

de leurs particularités de préparer ces produits traditionnellement et leurs 

disponibilités sur marché. Les produits choisis pour cette étude sont : Jben, Leben, 

Smen, Zebda et Klila.  Pour chaque produit,  quatre échantillons de 150 g ont été 

collectés aseptiquement dans des flacons en plastique stérile. En suite, les échantillons 

ont été étiquetés  et transportés dans une enceinte isotherme (glacière)  avec de la 

glace pendant un délai aussi court que possible vers le laboratoire d’analyse 

microbiologique, Département des Sciences Agronomiques, Université de Laghouat. 

Tous les échantillons sont conservés directement dans le réfrigérateur de laboratoire à 

4°C jusqu’à l’analyse. 

 

Figure 03 : Localisation des trois régions de provenance des produits laitiers 

fermentés traditionnels (Google maps, 2018). 
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I.2. Isolement des entérocoques   

L’isolement des entérocoques est réalisé par la méthode d’enrichissement décrite 

par Zamudio-Maya et al. (2008) avec des modifications mineures. Commençant par 

une homogénéisation des 4 échantillons de chaque produit laitier fermenté dans un 

flacon stérile de 100 mL contenant le milieu Brain Heart Infusion Broth (BHIB). 

Notons que pour les produits liquides comme lben, 10 ml de chaque échantillon ont 

été homogénéisés dans 100 mL du milieu BHIB, tandis que pour les produits solides 

(jben, smen, zebda et klila), 10 g  de chaque échantillon ont été homogénéisés dans 

100 mL du milieu BHIB. Apres une incubation des flacons à 37°C pendant 24 h, une 

série de dilutions décimales est réalisée, puis un aliquot de 0.1 mL de chaque dilution 

est étalé sur un milieu de culture sélectif « Enterococcus Selective Agar » ou   milieu 

de Slanetz-Bartley en boite de Petri. Après incubation à 37°C pendant 48h, les 

colonies présentant des aspects macroscopiques caractéristiques aux entérocoques 

(couleurs rouge et marron) sont repiquées et purifiées par la méthode des stries sur le 

même milieu sélectif ESA. Toutes les colonies pures sont retenues pour la suite de 

l’étude. 

I.2.1.  Conservation des isolats 

La conservation des souches a été effectuée dans des tubes contenant 5 mL de 

bouillon BHIB. Après incubation à 37°C pendant 48h, les souches sont gardées à 4°C 

pour une période de courte durée (4 semaines). 

I.3.  Caractéristiques phénotypiques des souches 

1.3.1. Etude morphologique 

L’étude macroscopique nous a permis de noter le diamètre et l’aspect des colonies. 

L’aspect microscopique par l’intermédiaire de coloration de Gram, nous a permis 

d’examiner la forme, le mode d’association et le Gram de ces bactéries.  

• Coloration de Gram   

Dans cette étude, la coloration de gram a été réalisée selon la  technique de Schaad 

et al. (2001). Notons que, les entérocoques sont des cocci ovoïdes à gram positif et 

disposés en courtes chainettes de 2 à 4 cellules. 
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1.3.2. Etude biochimique 

• Test de catalase 

 La catalase a été révélée en déposant sur une lame en verre propre, une colonie 

bactérienne en présence de H2O2 à 10 volumes. Une réaction catalase positive se 

traduit par l’apparition de bulles, suite au dégagement gazeux d’oxygène, s’il n’y a 

pas de bulles c’est une réaction catalase négative (Lévy et al., 1992). 

• Galerie biochimique miniaturisée 

API 20 Strep est un système standardisé associant 20 tests biochimiques qui 

présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe 

ou d’espèce pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour  les germes 

apparentés les plus courants (BioMerieux, Marcy l‘étoile, France). La galerie API 20 

Strep comporte 20 microtubules  contenant les substrats déshydratés pour la mise en 

évidence d’activités enzymatiques ou de la fermentation de sucres. La lecture de ces 

réactions se fait à l’aide du tableau de lecture (Annexe n°1), et l’identification est 

obtenue à l’aide  d’un logiciel d’identification (BioMerieux, Marcy l‘étoile, France).  

• Mode opératoire 

Préparation et inoculation de la galerie : Une atmosphère humide est crée par 

répartition de quelque gouttes de l’eau distillée dans les alvéoles. Les micro-tubes 

sont ensuite inoculés avec une suspension bactérienne très dense  préalablement 

préparée dans 2 ml d’API Suspension Medium et ajustée à 4 de McFarland. 

- les cupules des testes VP à LAP sont remplies avec 100µl de la 

suspension bactérienne ;  

- uniquement les tubes des tests ADH à GLYG sont remplis par la 

suspension bactérienne ;  

- les cupules des tests ADH à GLYG sont remplies par l’huile de 

paraffine stérile pour créer une anaérobiose.  

Les galeries sont ensuite incubées  à 37°C en aérobiose pendant 4h00 à 4h30 pour 

une première lecture et 24h (±2h) si nécessaire pour une deuxième lecture. 
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Lecture et interprétation : Après 4h d’incubation, les tests suivants nécessitent 

l’addition de réactifs spécifiques: 

- Test VP : 1 goutte de VP 1 et VP 2 

- Test HIP : 2 gouttes de NIN 

- Tests PYRA, αGAL, βGUR, βGAL, PAL, LAP : 1 goutte de ZYM A et 

ZYM B 

Après 10 min, toutes les réactions sont notées sur la fiche de résultats et 

interprétées à  l’aide du logiciel d’identification apiweb TM. Après 24h, uniquement 

les réactions ESC, ADH et RIB à GLYG sont relit (BioMerieux, Marcy l’étoile, 

France). 

I.4.  Test d’antibiorésistance  

Pour cette étude six antibiotiques ont été choisis : Pénicilline (10 µg),  

Vancomycine (30 µg), Erythromycine (15 µg), Céfalexine (30 µg),  Ampicilline (10 

µg), Chloramphénicol (30 µg), utilisant la méthode de diffusion en disque sur gélose 

décrite par l’OMS (2011).  Pour chaque isolat, une culture bactérienne a été préparée 

à partir d'une culture d’une nuit dans un bouillon BHIB à 37°C. Apres l’incubation 

des cultures d’entérocoques,  0.5 ml de chaque culture ont été transférées dan 10 ml 

d’eau physiologique (0.9%) pour obtenir une suspension bactérienne de108 

cellules/mL. Ensuite, la surface du milieu gélosé Mueller-Hinton (MHA) a été 

ensemencée en surface avec 0.1ml de la suspension bactérienne précédemment 

préparée (2 boites /isolat). Enfin, les disques d’antibiotiques ont été déposés à l’aide 

d’une pince stérile sur le milieu MHA (3 antibiotiques / boite). Après incubation des 

boites à 37°C pendant 24 heurs, les zones d’inhibitions ont été mesurées à l’aide d’un 

pied à coulisse et les résultats de la lecture sont exprimés en centimètre (cm) selon le 

tableau n°07.   

 

I.5. Etude de l’activité hémolytique 

Pour la mise en évidence de l'activité hémolytique des entérocoques isolés, la 

surface de la gélose au sang additionnée du sang de mouton à 5% (v/v) est 

ensemencée en surface avec 0.1 ml de chaque suspension bactérienne précédemment 
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préparée selon la méthode décrite par Yoon et al. (2008).  Après incubation à 37 ° C 

pendant 24-48 h, l’activité hémolytique est interprétée comme suit : 

- la présence d’une couleur verte autour des colonies (hémolyse 

partielle): α hémolytique. 

- la présence d'une zone claire d'hydrolyse autour des colonies 

(hémolyse totale) : β hémolytique. 

- absence de réaction hémolytique autour des colonies (absence 

d’hémolyse) : γ hémolytique 
 

I.6. Activité antimicrobienne  

I.6.1. Préparation des surnageants bactériens d’entérocoques 

L'activité antimicrobienne vis-à-vis les bactéries et les moisissures pathogènes a 

été déterminée par la méthode de diffusion en puits sur gélose décrite par Magnusson 

et Schnurer (2001). Brièvement, les isolats d’entérocoques sélectionnés pour cette 

étude sont ensemencés dans des tubes contiennent bouillon BHIB et incubés à 37°C 

pendant 24h. Ensuite, les surnageants ont été obtenus par centrifugation des cultures 

d'entérocoques à 12000g pendant 10 min, puis les surnageants ont été récupérés à 

l’aide d’une seringue et conservés dans le congélateur du laboratoire à18°C jusqu’à 

l’analyse. 

I.6.2. Préparation des suspensions bactériennes 

Dans cette étude, trois souches bactériennes de référence  ont été évaluées: 

Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 27853 et Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 25923, proviennent de la collection du Laboratoire Régional 

Vétérinaire de Laghouat. Tous les pathogènes ont été cultivés en bouillon nutritive 

pendant 24 heures à 37 °C.  Ensuite, 100 µl de chaque culture ont été transférées dans 

10 mL de solution saline stérile 0.9% pour obtenir une suspension de stock d’environ 

108 UFC/mL.  

I.6.3. Préparation des suspensions fongiques 

Pour tester l’activité antifongique, 3 souches fongiques filamenteuses ont été 

choisis: Fusarium graminearum MUCL 53452 et Penicillium expansum MUCL 

29192  sont des souches de référence proviennent de la collection BCCM (Belgian 
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Co-ordinated Collection of Micro-organisms), tandis que la souche fongique 

Aspergilus parasiticus (CBS 100926) provient de la collection CBS culture collection 

of micro-organisms. Pour chaque souche fongique, l’inoculum doit être préparé à 

partir d'une culture de 7-14 jours en milieu PDA à 25°C. Les spores ont été récupérées 

en imbibant un écouvillon stérile avec du Tween 20 et le transféré dans 3 mL de 

solution saline stérile 0.9%. Ensuite, la densité optique (DO) a été ajustée à l'aide d'un 

spectrophotomètre (Jenway, 6405 UV/VIS) à 530 nm pour obtenir une suspension de 

stock de 0.4-5x106 spores/mL.  

 

I.6.4. Evaluation de l’activité antimicrobienne  

Des puits (diamètre de 5 mm) ont été découpés dans le milieu gélosé Mueller-

Hinton (MHA)  contenant 106 UFC / ml des souches bactériennes cibles et dans le 

milieu PDA contenant 0.4–5×104 spores/ml des souches fongiques testées, puis 100 µl 

de surnageants ont été ajoutés aux puits. Après incubation des boites à 37°C pendant 

24-48 h, les zones d'inhibition ont été notées et exprimées comme suit: ++, forte 

inhibition avec des zones claires détectables autour des puits; +, faible inhibition 

autour des puits; –, pas de zone d'inhibition.  
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Chapitre II.        Résultats et discussion 

II.1. Etude morphologique et biochimique 

A partir des 5 produits laitiers fermentés traditionnels, 50 souches ont été isolées et 

purifiées  pour la recherche des entérocoques. Parmi les 50 souches isolées, 26 isolats 

sont révélées positives à la coloration de Gram et catalase négative.  

L’étude macroscopique réalisée sur milieu ESA nous a permis d’observer de 

petites colonies rouges ou marron, lisses et régulières. L’examen microscopique nous 

a permis également de sélectionner des bactéries qui présentent une forme de cocci 

ovoïdes à Gram positifs, disposés en courtes chainettes de cellules. Ces  dernières ont 

été choisies pour l’identification phénotypique à l’aide des galeries API 20 strep.  

La lecture des résultats nous a permis d’identifier 15 isolats d’Enterococcus 

faecium (58%), 5 isolats d’Enterococcus faecalis (19%),  3 isolats d’Enterococcus 

raffinosus (11%), 2 isolats d’Enterococcus gallinarum (8%) et 1 isolat d’Aerococcus 

christensenii avec une prédominance de 4%  (cf. tableau 07). 

 

Figure 04 : Présentation des résultats des galerie API 20 Strep (Photo 

originale, 2018). 
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Tableau 06 : Résultats de l’étude morphologique et biochimique des isolats 

d’entérocoques 

Origine Isolats Gram Forme Catalase Galerie API 20 Strep 

     Identification 
%  

Similarité 

 KL1 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 90% 

Klila KL2 + Cocci ‒ Enterococcus gallinarum 88% 

 KL3 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 90% 

 KL4 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 77% 

 KL6 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 77% 

 KL7 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 77% 

  KL10 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 77% 

 Zb3 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 90% 

Zebda Zb4 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 96% 

 Zb6 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 96% 

 Zb7 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 90% 

 Zb8 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 90% 

 Lb5 + Cocci ‒ Enterococcus faecalis 94% 

Lben Lb7 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 96% 

 Lb8 + Cocci ‒ Enterococcus faecalis 94% 

 Lb9 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 90% 

 Lb11 + Cocci ‒ Enterococcus raffinosus 77% 

 Lb12 + Cocci ‒ Enterococcus raffinosus 81% 

 Lb13 + Cocci ‒ Enterococcus raffinosus 86% 

 Lb14 + Cocci ‒ Enterococcus gallinarum 84% 

 Jb6 + Cocci ‒ Enterococcus faecalis 90% 

Jben Jb7 + Cocci ‒ Enterococcus faecalis 90% 

 Jb10 + Cocci ‒ Enterococcus faecalis 90% 

 Sm1 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 77% 

Smen Sm5 + Cocci ‒ Enterococcus faecium 77% 

 Sm11 + Cocci ‒ Aerococcus christensenii 78% 
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Les entérocoques sont des cocci ovoïdes à Gram positif et catalase négative, disposes 

en courtes chainettes de 2 à 4 cellules (Bouvet et Cowry, 1994). Ces bactéries sont 

ubiquistes, se trouvent également sur les plantes, dans le sol et dans plusieurs produits 

alimentaires artisanaux (Svec et Sedlacek, 1999). Parmi les bactéries isolées à partir 

d'aliments fermentés, Enterococcus faecalis, E. faecium et E. gallinarum (Singh et al., 

2014). En générale, les Enterococcus faecium et E. faecalis prédominent plusieurs 

produits alimentaires, telles que le lait et les viandes (Foulquie et al., 2006;; Klein, 

2003), ainsi que dans des divers produits fermentés, y compris les saucisses, le 

fromage, les légumes fermentés et le lait fermenté avec une longue histoire de 

consommation sans danger (Hugas et al., 2003). Plusieurs auteurs (Benkerroum et al., 

1984; Tantaoui-Elaraki et El Marrakchi 1987; Benkerroum et Tamime 2004) ont 

rapporté  sur la prédominance des  Enterococcus faecium et E. faecalis dans les 

produits laitiers traditionnels nord-africains. Du côté positif, les entérocoques sont 

étroitement impliqués dans la production d'aliments fermentés traditionnels et les 

préparations probiotiques. Ce rôle bénéfique des entérocoques dans le développement 

des caractères organoleptiques du fromage a conduit à l'inclusion de souches 

d'entérocoques en tant que cultures starter ou adjuvants de démarrage (Bhardwaj et al. 

2008). 

 

II.2. Antibiorésistance 

Les résultats de test d’antibiorésistance des souches d’entérocoques sélectionnées 

pour cette étude sont rassemblés dans le tableau n°7.  
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Tableau 07 : Résultat du test antibiorésistance des entérocoques isolés 

produits laitiers fermentés traditionnels 

Isolats   Antibiorésistance   
Ery 15 Chl 30 Van 30 Cxn 30 Pen 10 Amp 10 

KL1** S* S S R R R 
KL2 R S S R R R 
KL3 S S S R R S 
KL4 R S R R R R 
KL6 R S S R R R 
KL7 R S S R R R 

KL10 R S S R R R 
Zb3 S S S R R R 
Zb4 I S S R R R 
Zb6 R S S R R R 
Zb7 R S S R R R 
Zb8 R S S R R R 
Lb5 I S S R R R 

Lb7 R S S R R R 

Lb8 S S R S R R 

Lb9 

Lb11 

Lb12 

Lb13 

Lb14 

R 

I 

R 

I 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Jb6 R S S R R R 
Jb7 R S S R R R 
Jb10 S S S R R R 
Sm1 S S I R R R 

Sm5 

  Sm11 

I 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 
Ery : Erythromycine, Chl : Chloramphénicol, Van : Vancomycine, Cxn : Céfalexine, Pen : Pénicilline, 
Amp : Ampicilline. 

*: Résistant; S: Sensible; I: Intermédiaire. 

** : les codes des bactéries sont présentés dans le tableau 06. 
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Selon les normes de l’OMS (2011) présentées dans le tableau ci-dessous, nos 

résultats montrent que toutes les souches d’entérocoques isolées des produits laitiers 

fermentés traditionnels sont sensibles au chloramphénicol et résistantes à la 

pénicilline,  ampicilline et céfalexine. Parmi les 26 isolées, 6 souches seulement sont 

sensibles à l’erythromycine et 5 isolats présentent une réaction intermédiaire à ce 

dernier. Cependant, toutes les souches d’entérocoques  testées sont sensibles au 

vancomycine, à l’exception de 8 isolats qui ont montré une résistante considérable à 

cet antibiotique et une présente une réaction intermédiaire. 

Tableau 08: Valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition et des CMI pour 
Enterococcus spp (OMS, 2011). 

Antibiotiques testés Charge des disques 
Diamètres critiques (mm) 

R* I S 

Pénicilline 10 µg ≤14 - ≥15 

Ampicilline 10 µg ≤16 - ≥17 

Erythromycine 15 µg ≤13 14-22 ≥23 

Céfalexine 30 µg ≤14 - ≥15 

Vancomycine 30 µg ≤14 15-16 ≥17 

Chloramphénicol 30 µg ≤12 13-17 ≥18 
         * R: Résistant; S: Sensible; I: Intermédiaire 

La résistance fréquente des entérocoques aux antibiotiques couramment utilisés et 

le risque de transmission de gènes résistants aux antibiotiques au d'autres bactéries 

opportunistes ou pathogènes sont des préoccupations particulières pour leur innocuité 

dans les aliments ou comme agents de lutte biologique (Giraffa 2002). La résistance 

aux antibiotiques englobe à la fois la résistance naturelle (intrinsèque) et la résistance 

acquise (transférable). Les entérocoques possèdent un large spectre de résistances aux 

antibiotiques dans ces deux types (Klare et al., 2003). Des exemples de résistance 

intrinsèque aux antibiotiques comprennent la résistance aux céphalosporines, aux β-

lactames, aux sulfonamides et aux faibles niveaux de clindamycine et 

d'aminoglycosides, tandis que des exemples de résistance acquise comprennent la 

résistance au chloramphénicol, à l'érythromycine, à des niveaux élevés de β-lactames, 

aux fluoroquinolones et aux glycopeptides, tels que la vancomycine (Franz et al., 

2003). La résistance aux céphalosporines et aux aminoglycosides chez certaines 

espèces d'entérocoques a été également  rapportée par Morrison et al. (1997) et 
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Tendolkar et al. (2003). Cependant, un rapport récent a également testé la sensibilité 

aux antibiotiques d'une souche d'E. faecium d'origine animale, et que cette souche 

s'est révélée très sensible aux antibiotiques testés, bien qu'une résistance à la 

vancomycine ait été observée pour cette souche (Zheng et al., 2015). En général, nos 

résultats ont montré une grande sensibilité de tous les isolats aux antibiotiques testés, 

en particulier la vancomycine qui est considérée comme un problème de santé majeur 

dans le monde entier. 

II.3. Activité hémolytique 

Un autre rôle important dans la virulence des entérocoques est la production 

d'hémolysine par les entérocoques qui est considérée comme un facteur de risque pour 

la santé humaine. Le tableau n°09 montre qu’aucune réaction hémolytique (γ 

hémolyse) n'a été détectée dans les 26 souches sélectionnées pour cette étude. 

L'hémolysine joue un rôle important dans la virulence des entérocoques, car elle peut 

augmenter les risques d'infection (Morandi et al., 2006). L'absence de l'activité 

hémolytique chez les entérocoques devrait être considérée comme un critère de 

sélection important pour leur innocuité, compte tenu de la sensibilité à la 

vancomycine et de l'absence de gène de la cytolysine (De Vuyst et al., 2003); 

néanmoins, l'absence de cette activité chez les entérocoques isolés des aliments ne 

signifie pas que ces bactéries sont non virulentes (Franz et al., 1999a). Une 

compréhension approfondie de toutes les caractéristiques contribuera certainement à 

l'évaluation de la sécurité des entérocoques. 

 

 
Figure 05 : Présentation des résultats de teste hémolyse KL5 et KL6 (γ hémolytique) 

(Photo originale. 2018). 
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Tableau 09 : Résultat de l’activité hémolytique des entérocoques isolés à partir des 

produits laitiers fermentés traditionnels 

Origine Codes Isolats Activité hémolytique 

 KL1 Enterococcus faecium γ 

Klila KL2 Enterococcus gallinarum γ 

 KL3 Enterococcus faecium γ 

 KL4 Enterococcus faecium γ 

 KL6 Enterococcus faecium γ 

 KL7 Enterococcus faecium γ 

  KL10 Enterococcus faecium γ 

 Zb3 Enterococcus faecium γ 

Zebda Zb4 Enterococcus faecium γ 

 Zb6 Enterococcus faecium γ 

 Zb7 Enterococcus faecium γ 

 Zb8 Enterococcus faecium γ 

 Lb5 Enterococcus faecalis γ 

Lben Lb7 Enterococcus faecium γ 

 Lb8 Enterococcus faecalis γ 

 Lb9 Enterococcus faecium γ 

 Lb11 Enterococcus raffinosus γ 

 Lb12 Enterococcus raffinosus γ 

 Lb13 Enterococcus raffinosus γ 

 Lb14 Enterococcus gallinarum γ 

 Jb6 Enterococcus faecalis γ 

Jben Jb7 Enterococcus faecalis γ 

 Jb10 Enterococcus faecalis γ 

 Sm1 Enterococcus faecium γ 

Smen Sm5 Enterococcus faecium γ 

 Sm11 Aerococcus christensenii γ 
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II.4. Recherche de l’activité antimicrobienne 

Le tableau n°10 montré les résultats de l’activité antifongique et antibactérienne 

deux souches d’entérocoques sélectionnées pour cette étude. Sur les 26 souches 

d’entérocoques identifiées, 2 souches ont été choisies pour l’étude de l’activité 

antimicrobienne, les deux sont des Enterococcus faecium Zb4 et Lb7, identifiées 

phénotypiquement avec un taux de similarité de 96%. 

 

Tableau 10 : Résultat de test d’activité antimicrobienne des entérocoques 

sélectionnés pour cette étude 

Souches 
E. coli 

ATCC 25922 

P. aeruginosa 

ATCC 25923 

S. aureus 

ATCC 27853 

A. parasiticus 

CBS 100926 

F. graminearum 

MUCL 53452 

P. expansum 

MUCL 29192 

E. faecium 

Zb4 
‒ ‒ + ‒ + ++ 

E. faecium 

Lb7 
‒ ‒ + ‒ + ++ 

++, forte inhibition avec des zones claires détectables autour des puits; +, faible inhibition autour des 

puits; –, pas de zone d'inhibition 

 

L'activité antimicrobienne vis-à-vis les microorganismes pathogènes a été 

recherchés par la méthode de diffusion en puits sur gélose. Tous les surnageants 

d’entérocoques testés ont inhibé totalement la croissance de P. expansum, tandis 

qu’une faible inhibition a été observée sur la croissance des S. aureus et  F. 

graminearum. E. coli, P. aeruginosa et A. parasiticus ont montré une résistance 

considérable envers les surnageant d’entérocoques testés.  

Les entérocoques produisent des entérocines puissantes qui présentent un grand 

intérêt en raison de leur large spectre d'activité contre les bactéries et les moisissures 

pathogènes. Plusieurs auteurs (Torodov et Dicks 2005, Belgacem et al., 2010, Gong et 

al., 2010) ont conclu que l'activité des entérocines vis-à-vis des bactéries à Gram 

négatif est très rare en raison de la couche de lipopolysaccharides présente dans leurs 

membranes externes. De plus, des rapports antérieurs ont également prouvé que les 

entérocoques producteurs de bactériocines présentaient un fort effet inhibiteur contre 

un large éventail de bactéries Gram positives, y compris Staphylococcus et Listeria 

(Hosseini et al., 2009, Belgacem et al., 2010, Fhoula et al., 2013), ces observations  
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sont en accord avec nos résultats. De résultats similaires montrent que E. faecium 

PC4.1 présentait une forte croissance d'inhibition pour Fusarium ssp. et 

Cladosporium (Hadji-Sfaxi et al., 2011), tandis que Fhoula et al. (2013) ont confirmé 

l'efficacité antifongique des souches d'Enterococcus contre la plupart des moisissures 

post-récolte testées (A. niger, P. expansum et B. cinerea) et ont souligné leur 

utilisation potentielle en tant qu'agents de lutte biologique. 
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Figure 06 : Activité antibactérienne des souches d’entérocoques vis-à-vis ; (A) 

Escherichia coli, (B) Staphylococcus aureus, (C) Pseudomonas aeruginosa (photo 

originale. 2018). 
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Figure 07 : Activité antifongique des souches d’entérocoque vis-à-vis ; (A) 

Aspergillus parasiticus, (B) Penicillium expansum, (C) Fusarium graminearum 

(photo originale. 2018). 
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Conclusion  

Le présent travail nous a permis d’identifier 26 isolats dont Enterococcus faecium, 

Enterococcus faecalis  représentent 58% et 19% du total des bactéries isolées de 5 

produits laitiers fermentés traditionnels (Lben, Jben, Smen, Klila et Zebda), 

respectivement. La prédominance de ces bactéries est probablement due à son large 

spectre de résistance naturelle et acquise et sa capacité de survivre dans des conditions 

défavorables telles que le pH acide et la salinité. 

Toutes les souches d’entérocoques isolées ont montré une grande sensibilité aux 

antibiotiques testés, en particulier la vancomycine qui est considérée comme un 

problème de santé majeur dans le monde entier. Les entérocoques possèdent en 

général un large spectre de résistances aux antibiotiques à la fois intrinsèque et 

acquise. De plus, aucune réaction hémolytique (γ hémolyse) n'a été détectée dans les 

26 souches sélectionnées pour cette étude. L'absence de l'activité hémolytique chez 

les entérocoques devrait être considérée comme un critère de sélection important pour 

leur innocuité. 

Sur les 26 souches d’entérocoques identifiées, 2 souches ont été choisies pour 

l’étude de l’activité antimicrobienne. Les résultats montrent que les surnageants 

d’entérocoques testés ont inhibé totalement la croissance de P. expansum, tandis 

qu’une faible inhibition a été observée sur la croissance des S. aureus et  F. 

graminearum. E. coli, P. aeruginosa et A. parasiticus ont montré une résistance 

considérable envers les surnageant d’entérocoques testés. Le pouvoir antimicrobien 

des entérocoques pourrait être favorisé par leur capacité de produire des métabolites 

actifs tels que les entérocines qui possèdent des effets inhibiteurs remarquables contre 

une large éventail de microorganismes pathogènes. Cependant, l'activité de ces 

métabolites  vis-à-vis des bactéries à Gram négatif est très rare en raison de la couche 

de lipopolysaccharides présente dans leurs membranes externes. 

Enfin, cette étude primilaire necessite d’étre poursuivi par d’autres travaux 

complementaires et qui peuvent être envisagées comme perspectives :  

• Confirmer génotypiquement les différents isolats d’entérocoques isolés,  

• Etudier certains aspects sécuritaires et technologiques tels que l'absence de 

facteurs de virulence, la production des amines biogènes et l’incorporation de 

ces bactéries dans des matrices alimentaires, 
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• Isoler et caractériser les composés antimicrobiens des entérocoques, 

• Déterminer le mécanisme d’action des métabolites antimicrobiens produits par 

ces bactéries. 
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ANNEXE 1 : Tableau de lecture de la galerie API20 Strep (BioMerieux, 

Marcyl’étoile, France) 

 

 

 

 

 

 



DAOUDI Ayat Fatima Zohra 

Thème : Isolement et identification  préliminaire  des entérocoques à partir de produits laitiers fermentés traditionnels : Antibiorésistance ; activité 
antimicrobienne et hémolytique.  

Résumé  

La présente étude a pour objectif d’isoler et d’identifier phénotypiquement des souches d’entérocoques à partir des quelques produits laitières 

fermentés traditionnels (Lben, Jben,  Smen, Klila et Zebda) afin d’évaluer leurs aspects sécuritaires par l’étude de l’antibiorésistance, de l’activité 

antimicrobienne et hémolytique. Cette étude nous a permis d’identifier 26 isolats dont Enterococcus faecium, E. faecalis  représentent 58% et 19% 

du total des bactéries isolées, respectivement. Les résultats du test d’antibiorésistance ont montré une grande sensibilité de toutes les souches 

d’entérocoques isolées aux antibiotiques testés, en particulier la vancomycine qui est considérée comme un problème de santé majeur dans le monde 

entier. De plus, aucune réaction hémolytique (γ hémolyse) n'a été détectée dans les 26 souches sélectionnées pour cette étude. L'absence de l'activité 

hémolytique chez les entérocoques devrait être considérée comme un critère de sélection important pour leur innocuité. Sur les 26 souches 

d’entérocoques identifiées, 2 souches ont été choisies pour l’étude de l’activité antimicrobienne. Les résultats montrent que les surnageants 

d’entérocoques testés ont inhibé totalement la croissance de Penicillium expansum, tandis qu’une faible inhibition a été observée sur la croissance 

des Staphylococcus aureus et  Fusarium graminearum. E. coli, Pseudomonas aeruginosa et Aspergillus parasiticus ont montré une résistance 

considérable envers les surnageant d’entérocoques testés. Enfin, cette étude suggere l’évaluation du pouvoir  technologique des entérocoques isolés 

avant l'utilisation de ces bactéries et/ou leurs extraits dans les matrices alimentaires. 

Mots clés : Entérococcus, Produit laitier fermenté traditionnel, antibiorésistance, activité hémolytique, activité antimicrobienne, Laghouat 

 .داودي آيات فاطمة الزهراء

  الانحلالي الدموي .نشاط المخمرة تقليديا: مقاومة المضادات الحيوية, النشاط المضاد للميكروبات واللبانمنتجات الأ  بعض المكورات المعوية من تمهيديا عزل وتحديدالموضوع:

تلخيص 

 منتجات الحليب المخمرة تقليديا (السمن, اللبن, الجبن, الزبدة و الكليلة) لتقييم جوانب  بعض خلال  السلالات المعوية للمكورات المعوية من تمهيديا الغرض من هذه الدراسة هو عزل و تحديد

 E. faecalis  وEnterococcus faecium عزلة حيث 26. حددت هذه الدراسة الدمويالسلامة من خلال دراسة مقاومة المضادات الحيوية ، والنشاط المضاد للميكروبات والنشاط الانحلالي 

 ٪ من مجموع البكتيريا المعزولة ، على التوالي. أظهرت نتائج اختبار مقاومة مضادات الميكروبات حساسية عالية لجميع سلالات المكورات المعوية المعزولة للمضادات 19 ٪ و 58مثلت 

 26) في السلالات الـ γ بالإضافة إلى ذلك ، لم يكتشف أي تفاعل انحلالي (انحلال دموي  الذي يعتبر مشكلة صحية رئيسية في جميع أنحاء العالم.vancomycineالحيوية المختبرة ،لا سيما 

 سلالة للمكورات المعوية التي تم تحديدها ، تم اختيار سلالتين لدراسة النشاط 26 عدم وجود نشاط انحلالي في المكورات المعوية معيارًا مهمًا لاختيار السلامة. من يعتبرالمختارة لهذه الدراسة.

 Staphylococcus  ، في حين لوحظ وجود ضعف تثبيط على نموPenicillium expansumالمضاد للميكروبات. وأظهرت النتائج أن مستخلصات المكورات المعوية المجربة ثبطت نهائيا نمو

aureus et  Fusarium graminearum أظهرت .E. coli  ،Pseudomonas aeruginosa  وAspergillus parasiticus  مقاومة كبيرة للمكورات المعوية المختبرة. وأخيرا ، تقترح 

هذه الدراسة تقييم القدرة التكنولوجية للمكورات المعوية المعزولة قبل استخدام هذه البكتيريا أو مستخلصاتها في المواد الغذائية. 

 المكورات المعوية, منتجات الألبان المخمرة تقليديا, مقاومة المضادات الحيوية, النشاط الانحلالي الدموي , النشاط المضاد للبكتيريا, الأغواط.الكلمات الدالة: 

DAOUDI Ayat Fatima Zohra 

 Theme: Isolation and identification preliminary of enterococci from  some traditional fermented milk products: Antibiotic resistance; antimicrobial 

and hemolytic activity. 

Abstract 

The purpose of this study is to isolate and identify phenotypically the Enterococcus strains from some traditional fermented milk products (Lben, 

Jben, Smen, Klila and Zebda) in order to assess their safety aspects through the study of antibiotic resistance, antimicrobial and hemolytic activity. 

This study identified 26 isolates including Enterococcus faecium and E. faecalis accounting for 58% and 19% of total isolated bacteria, respectively. 

The antimicrobial resistance test results showed a high sensitivity of all isolated to the tested antibiotics, particularly vancomycin which is 

considered a major health problem worldwide. In addition, no hemolytic reaction (hemolysis γ) was detected in the 26 strains selected for this study. 

The absence of hemolytic activity in enterococci should be considered as an important selection criterion for their safety. Two out of 26 enterococcal 

strains were selected for the study of antimicrobial activity. The results show that supernatants of tested enterococci were completely inhibited the 

growth of Penicillium expansum, whereas a weak inhibition was observed on the growth of Staphylococcus aureus and Fusarium graminearum. E. 

coli, Pseudomonas aeruginosa and Aspergillus parasiticus showed considerable resistance to the tested enterococci supernatants. Finally, this study 

suggests the evaluation of the technological potency of isolated enterococci before the use of these bacteria and/or their extracts in food matrices. 

 

Key words: Enterococcus, Traditional fermented milk product, Antibiotic resistance, Hemolytic activity, Antimicrobial activity, Laghouat. 

 


