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- 	 Matériels et méthodes 

- 	. Test d'oxydase 

Il s'agit de la recherche du cytochrorne oxydase, dernière enzyme de la chaîne respiratoire qui 

assure le transfert des électrons sur l'oxygène ou sur un autre oxydant minéral. 

A l'aide d'une pipette Pasteur boutonnée une colonie est déposée sur des disques imprégnés 

- 	du réactif oxalate de N-diméthyl paraphényléne-diamine de couleur rose. Si la couleur du 

disque vire vers un violet noirâtre, il s'agit de bactéries oxydase positive. (Joffin et Leyral., 

- 	2005) 

Test de mobilité 

Ce test permet de déterminer si une bactérie est mobile ou non 

/ A laide d'une aiguille stérile, retirer une partie de colonie isolée suspecte provenant 

d'une culture de 24h. 

V' Inoculer le tube de mobilité en enfonçant soigneusement l'aiguille à une profondeur de 

3 à4cm. 

y' Retirer l'aiguille tout droite, de façon à ne voir qu'une seule ligne d'inoculurn 

V' Laisser incuber pendant 24h à 30C°. 

Les organismes non mobiles, ne formeront qu'une seule ligne, par contre les organismes 

mobiles formeront une zone diffuse de croissance autour de la ligne d'inoculation. (Freney et 

aL,2007) 

2.4. Activité antimicrobienne: 

Afin de déterminer si la souche pkl a un pouvoir antimicrobien contre des germes pathogenes 

cible nous avons réalisé deux techniques différentes: 

I. méthode de diffusion par disques d'agar (Vardar-Unlu et al., 2003) 

La méthode de diffusion sur gélose est utilisée pour le dépistage (screening) des activités 

antimicrobiennes de la souche étudié .les disques d'agar (5mmde diamètre) sont déposés dans 

des boites de Pétries contenant de la gélose Mucher Hinton déjà ensemencée. Après 

incubation à 30C° pendant 24h. 

Les diamètres des zones d'inhibition (IZ) sont alors mesurés en millimètre Mayachicw et 

al.,2008). 

La méthode est représentée dans la figure .4 
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Matériels et méthodes 

Ensemencement de pkl en nappe 	 Ensemencement des souches de 
SU( GN 	 référence sur Mueller Hinton 

luicil bation 	 Inc 	ubalion 

- 	 241ià30C 	 2411 37(' 
IN 

Réalisation des disques d'agar 	A l'aide d'une 	 Déposer les disques de lapkl 

pince stérile 	/ 

- 

' 

	 I 

Incubation à30C' pendant 2411 

Figure n° 4 Etude de l'antagonisme par la méthode de diffusion par disques d'agar 

(Vardar-UnJ.0 et al., 2003). 

2. Méthode de diffusion par puits (Barefoot et Klaenhamnmer .,1983) 

Afin d'étudier l'effet inhibiteur de notre souche en milieu liquide, les boites de Pétri sont 
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Tableau n°1 Microorganismes-cible utilisés 

Escherich ici. colie ATCC 25922 
Pseudoinonas .aeurogin osa 

ATCC 27853 Enterococcusfoecalis 
ATCC 29212 Klebsiellapneuinoneae 
ATCC 700603 

Institut Pasteur 
Stapitylococcus aureus 

ATCC 29213 
Bacillus cereus 

ATCC 1177 

Aspergilusflavus 	I Laboratoire 

ATCC 10231 Candida albicans 

Produits 

naturels 

Laboratoire 

Produits 

naturels 

Bactéries 

Champignon 

Levure 

- 	 Matériels et méthodes 

Ensemencées avec les germes pathogènes (voir tableau n°1), des puits (diamètre de 5 mm) 

sont réalisées (5 à 6 puits / boite), et remplis par le tiltrat d'une culture de 48h de la souche 

pkl. 

La technique de diffusion des puits préconisée par (Barefoot et Klaenharnmer .,1983) puis 

reprise et modifiée par plusieurs auteurs (Schiflinger et Lucke, Ten brink et a/.,Jin et 

aL,1989). 

La lecture de l'activité antagoniste se fait par la mesure du diamètre d nhihition autour du 

- 	puits, exprimée en mm (Puizani et al.,1992). 
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- 	 Matériels et méthodes 

La préparation de filtrat de la pkl est la suivante 

Méthode _diffusion _en -pu  its: 

Culture 7rn1 d'eau peptone--la souche pkl 

Incuber 48h/3)°( 

Centrifuger à 3000t/lOmin 

fl 

Récupération de sU'nagent 

Charger les puits avec O. I ml du sumageant 

Laisser 241i à l'incubateur de 30°C 

Lecture : meSUrCI• la Zone d'inhibition 

Figure n° 5 : Etude de l'antagonisme par la méthode (le diffusion par puits (I3arcfoot et 

Klaenhamiier .,.l 983) 
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- 	 Rtsuitats et Discussions 

- 	3. Résultats 

3.1. Résultats d'identification 

L'examen microscopique (état frais et coloration de Gram) révélé des bacilles Gram+ 

La pkl avait un aspect muqueux brillant de couleur crème opaque et des colonies 
volumineuses sur milieu rnosse!. 

- 	La souche pklest dotée d'une catalase positive, d'une cytochrome oxydase négative. 

Tous ces résultats sont résumés dans le tableau suivant: 
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- 	 RéuketD iscussion s  

3..2 Activité antimicrobienne 

Les résultats sont montrés dans le tableau n°4 sui\ant 

Tableau n°3 : le diamètre des zonc d'inhibition de la pk1(Baciius 

Souches pathogènes 

Escherichiacoli 
Pseudonwnas 

aeruginosa 
Siaphylococcus aureus 

La boite témoin  
(mm) 

05 

d'inhibition sur 
milieu solide (mm) 

07 

Zone d'inhibition sur 
milieu liquide (mm) 

06 

09 07 

08 07 

Bacillus cereus 11 08 

Enlerococcusfoecalis 10 07 

Kiebsielia pneumoniae 05 05 

Aspergilusflavus 05 

05 

05 

05 Candida albicans 

- 	 Ces résultats sont représentés dans les figures 6 et 7 
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Figure n°6 : Diamètre des zones d'inhibition de la méthode des disques (Vardar-lJnlu et 
aL, 2003). 
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Résti!tats et Discussions 

Figure n012: Zones d'inhibition de la pkl contre Enterococcusfoecalis 

4. Discussion 

D'après la figure 6, nous remarquons que la souche pkl exerce un effet antibiotique modéré 

sur la plus part des souches (Escherichia cou, Pseudornonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus, Enterococcus foecails) à l'exception de Kiebsiella pneurnon lac, 

Aspergilusflavus, candida albicans. 

Le diamètre des zones d'inhibition relevées varie entre les deux méthodes: 

-Pour la méthode des disques d'agar les diamètres intéressants sont: 

fjBacillits

seudoinonas aerugin osa --+ 09mm 

 cereus 	 11 mm 

nterococcusfoecaIL 	 lOmm 

La pk I exerce un effet antibacterien négligeable vis a vis Escliericizia coli et Staphylococcus 

aureus (7min ,8mm).Le diamètre d'inhibition etait proche a celui le diamètre de la boite 

témoin. 

-pour la méthode des puits la souche (pk 1) présente un spectre d'activité très proche vis-à-vis 

des germes testés'Escherichia cou, .Pseido,nonas aeriiginosa, Staphylococcus aureiis, 
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Résultats et Discussions 

.Bacillxis cereus, EnterococcusJbeccills le diamètre des zones d'inhibition observé se situait 

entre 6 mm à 8mm. 

L'activité antifongique testée sur nos germes cibles est nulle néanmoins nous ne pouvons 

conclure d'une manière formelle que cette souche ne produit pas d'antifongique du fait du 

nombre réduit des germes fongiques cibles utilisés( ,Jspergilusflavus, candida albicans). 

-la zone d'inhibition d'un bon agent antimicrobicn diffère d'un auteur à un autre, d'après 

Pereira., 2006) la zone d'inhibition doit trc égale ou supérieur a 10 mm, pour (Vieira 

.,2001) elle est de l3mm et selon (Seoksvon .Kime .,2006) elle est supérieur à 6nim et 

d'aprés Schillinger et Lucke.,(1989) L'inhibition es notée positive lorsqu'elle est supérieure 

à J.mrn. 

Nous remarquons que les zones d'inhibition obtenues sur milieu liquide sont inférieures à 

celle obtenues sur milieu solide. 

Ce type de constatation a été fait par d'autre chercheurs (Shomura et al., 1979; Iwai et 

Ornura., 1982). 

En fait, le passage des milieux solides aux milieux liquides pose quelquefois problème quant à 

l'efficacité de la production d'antibiotique en milieu liquide. 

Shomura et ai, (1979) and Nisbet .,(1982) expliquent cela par le fait que la répartition des 

nutriments dans les milieux liquides varie avec le temps alors que leur distribution en milieu 

solide et autour de colonies ne varie pas ou très légèrement. 

-Les résultats que nous avons obtenus peuvent être expliqués par le fait que le filtrat n'est pas 

été concentré et, par conséquent, l'activité antibiotique est diluée et donc plus faible. 

.Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec (Mouche F, et aL,2010).qui ont 

travaillé sur des souches de lactobacille therrnophiies produisant et excrétant dans le milieu 

de culture des substances inhibitrices capables d'inhiber la croissance de Badins cereus, 

Siapitylococcus aureus, Escherichia cou, Pseudoinonas aeruginosa. 
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Résultats et Discussions 

-D'après (Rengpipat et al., 2000, Helmstrom et al., 2002 ; .Balcazar, Luna-

Rojas.,2007Mandhi et al., 2010). Beaucoup d'espèces appartenant au genre Bacillus ont un 

effet antirnicrobien contre des micro-organismes, compris des bactéries pathogènes (parmi ces 

bactéries se trouve notre germes cibles) pour les poissons, les mollusques et les crustacés 

ont la capacité de produire des exotoxincs. 

-En outre, des études précédentes ont indiqué que Bacillus sp. Produit des polypeptides et des 

antibiotiques, tels que la bacitracine. la polymyxioc et la tyrotricidine, qui ont une activité 

contre une large gamme de bacteries a Gram positives et Gram negatives (Marques et al., 

2006). 

Les résultats obtenus dans notre étude sur la souche pkl testées vis-à-vis des germes 

pathogènes se rapprochent de ceux cités dans le travaille expérimentale de (Tabak, S., et al 

.,2010).qui mettre en évidences le pouvoir antibactérien et antifongique de la souche 

Laclobacillus sakei 2525.contrc des germes pathogène (Streptomyces microflavus, 

Escherichia cou, Fusarium sp., Aspergilus flavus, Candida albicans, Enterococcusfoeca1i 

Salinonella enterica). 

-Ainsi, l'utilisation d'une souche de Badillus Si] dans une culture de crevette Penaeus 

monodon a ameliore le taux de survie, la croissance, ia stimulation du système immunitaire et 

montre une activité antibactérienne vis a vis des pathogènes testes (Tai et al., 2004 ; Lagzouli 

et al., 2007). 

-(Quintana-Castro et al., 2009; Pinzon-Nlartinez et al., 2010). Balcazar et Luna-Rojas 

.,(2007)et Deng-Yu et al., (2009) ont montre que l'administration de Bacilus. subiilis a la 

- 	culture de juveniles de crevettes Litopenaeus vannamei a stimule leur système immunitaire et 

a renforce leur résistance aux maladies infectieuses contre des germes différents (notre 

germes testé). 

-Notre étude, ainsi que d'autres (Gatesoupe, 1999 ; Zhou et al., 2009 ;Mandhi et al., 

2010).ont montré que Le genre Baciilus montre une activité antibactérienne en présence de 

pathogènes. 

Ces résultats est en parfaite concordance avec ceux obtenu par (Djabalah C., 2010).qui a 

travaillé sur l'activité antimicrobienne des actinomycètes halophiles et halotolérants vis-à-vis 

des germes pathogènes Gram positif et Gram négatif. 
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- 	 Résultats et Discussions 

- 	Nous concluons que la souche pkl appartenant au genre Bacillus a un pouvoir antibactérien 

modéré .son pouvoir antifongique il s'est averé nul sur nos germes fongiques cible. 

- Notre modeste étude expérimentale a permis de mettre en évidence une faible activité 

antibiotique de notre Bacillus mais fit ouvre plusieurs perspectives notamment une 

identification plus poussée jusqu'à l'espèce en utilisant des techniques moléculaires qui 

pourrait faire ressortir la nouveauté de cette souche (nouveau taxon) et ensuite une 

caractérisation proprement dite de l'activité antibiotique de cette souche. 

- 	Nous rappelons que cette étude expérimental constitue uniquement un screening d'activité 

antibiotique. 
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- 	 .Conclusion 

Avec la découverte des antibiotiques, l'humanité a disposé d'un moyen et d'un remède 

extrêmement efficaces contre le fléau des bactéries pathogènes qui l'accablaient depuis des 

millénaires. Depuis la découverte de la pénicilline, des milliers d'antibiotiques sont produits 

et différentes classes ont été décrites. L'utilisation des antibiotiques a représenté alors le plus 

grand succès thérapeutique et cette utilisation sauve annuellement des millions de vies. 

Malheureusement, l'utilisation massive et répandue des antibiotiques en médecine humaine et 

vétérinaire, a engendré un problème très épineux qui est la résistance des bactéries pathogènes 

- 

	

	aux traitements par les antibiotiques. Les scientifiques ont observé que les bactéries qui 

étaient auparavant sensibles pouvaient devenir résistantes, et plus on utilise d'antibiotiques. 

-. 

	

	plus cette résistance S'accroît. On s'est rendu compte que le miracle « antibiotique » a ses 

limites. 

Actuellement, il existe des souches de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosci 

qui résistent à tous les antibiotiques connus. La question est donc comment remédier à cette 

situation? 

Outre la recherche de nouvelles molécules antibiotiques, l'une des solutions pour surmonter 

le problème de la résistance des bactéries pathogènes aux biomolécules, pourrait être 

l'utilisation des antibiotiques produits par les microorganismes. 

L'ensemble de ces considérations nous a conduit à élaborer un programme d'étude dont le 

but a été d'identifier une souche bactérienne extrêmophile nommé pkl, puis testé son pouvoir 

antimicrobien. 

Le lieu de notre isolat (le lac d'El-Goléa) a été choisi afin d'optimiser les chances de 

découverte de souches particulières et, pourquoi pas, de nouvelles biomolécules actives. 

Avant d'entreprendre cette recherche, une étude bibliographique nous a fait prendre 

conscience de l'importance de nos investigations concernant les Bacillus aquatiques vivant 

dans des écosystèmes salés (milieu marin, lacustres salés) car peu de travaux sont reportés à 

ce sujet. 
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Conclusion 
- 	 - 	 - 

- 	L'étude expérimentale ,divisée en deux parties ,a consisté d'abord à identifier jusqu'au genre 

la souche pkl ,puis mettre en évidence son pouvoir antimicrobien par la technique de 

-- 	diffusion par disque d'agar et par puits vis-à-vis des Stapitylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Escherichkz 	cou, Pseudomonas 	aeuroginosa ,Enterococcus foecalis,Kielisiella 

- 	pizeumoizeae, Aspergilusflavus, Candida aibicans. 

Les résultats obtenus montrent une activité antibactérien modéré contre les Gram positif. 
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Résumé 

La recherche de nouvelles molécules antibiotiques continue de susciter un grand intérêt 

travers le monde. Ceci, en raison de la toxicité de certaines molécules ou des cas émergeants 

de résistance microbienne. Parmi les microorganismes, les Badilus constituent la principale 

source d'antibiotiques. Ils sont isolés de différents écosystèmes, mais notre isolat provient 

d'une sebkha saharienne. Les laboratoires dans le monde reçoivent des milliers d'échantillons 

de sol et examinent avec un intérêt particulier ceux provenant de milieux extrêmes. 

La souche a été identifiée sur la base de critères phénotypiques. Le pouvoir antimicrobien est 

réalisé par deux méthodes utilisant l'une des disques d'agar et la seconde des puits 

(Barefoot). 

The search for new antibiotic molecules continue to arouse a great interest through the world. 

This, because of the toxicity of certain molecules or the emerging cases of microbial 

resistance. Among the micro-organisms, Bacillus constitute the independent source of 

antibiotics. They are isolated from various ecosystems, but our isolate comes from a sebkha 

Saharan. The laboratones in the world receive thousands of samples of ground and examine 

with an pnvate interest those coming from extreme mediums. The stock was identified on the 

basis of study phénotipique . chemical. The antimicrobic capacity is camed out by two 

method one ofbarefoot and the second of the agar discs. 
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