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•• la figure N°1 : Arbre phylogénétique universel basé sur les petites sous unités de 

l'ARN ribosomal Les branches de l'arbre en rouge gras représentent les 

hyperthermophiles (Stetter, 2011 in GOMRI,2012) 

L'incapacité de se développer aux températures au-dessous des hyperthermophiles des 

ensembles 60°C indépendamment des microbes thermophiles standards et dans beaucoup 

d'espèces, croissance ne se produira pas au-dessous de 80°C (Bustard et al., 2000). Plusieurs 

de l'espèce actuellement connue des hyperthermophiles se développent dans des conditions 

anoxiques et incluent l'espèce des methanogens et sulfatent des réducteurs. Bien que 

beaucoup montrent le métabolisme hétérotrophe, utilisant les substrats polymères, la majorité 

de ces espèces hyperthermophiles sont des chi moi lithautotrophs, utilisant une série 

d'accepteurs d'électron pendant le métabolisme. Ceci est exemplifié par le methanogen 

archaeal Methanococcus, qui se développe sur l'hydrogène et le dioxyde de carbone, 

produisant le méthane et l'eau comme produits finaux (Adams., 1999 in Bustard et al., 

2000). Des hyperthermophiles hydrothermaux ont été découverts dans des environnements 

des profonds aux températures (actuellement) à 113°C, aérobie ou des conditions et des 

pressions anaérobies jusqu'à I 1OMPa, où le carbone, l'azote, le phosphate, les accepteurs 

14 



Synthèse bibliographique 

d'électron et les donneurs suffisants sont présents (Horikoshi et ai., 1998 et Karl et ai., 1995 

in Bustard et ai., 2000). Quelques exemples des espèces hyperthermophiles, et leurs 

caractéristiques et les conditions métaboliques sont montrés dans le tableau 1. L'isolement 

réussi de ces hyperthermophiles a été réalisé des circuits de mise à l'air libre hauturiers et des 

secteurs connexes tels que le fluide géothermique, structures jointes de sulfure, nattes 

microbiennes, sédiments chauds et des créatures vivant sur des sulfures. Cependant, les 

températures liquides géothermiques réelles qui ont rapporté les micro-organismes 

hyperthermophiles viables ont été décrites bien au-dessus de 113°C, qui est simplement la 

température admise maximum de croissance d'un hyperthermophile d'isolement et cultivables 

(Baross et ai., 1995 et Juniper et ai., 1995 in Bustard et ai, 2000). 

Généralement, les hyperthermophiles d'isolement dans les passages hauturiers peuvent 

également résister extrêmement à des pressions (à I IOMPa). Par exemple, le marianensis de 

Thermaerobacier, une bactérie extrêmement thermophile aérobie, a été isolé dans le fossé 

11000m profond et montre la croissance à 80°C (NICOLALJS., 2000). 

Comprenant l'équilibre important entre la température, la pression et leur effet sur le 

métabolisme microbien peuvent rapporter l'information et des principes utiles dans la 

technologie de bioprocédé. Les hyperthermophiles peuvent survivre dans une gamme des 

conditions extrêmes, et la plus grande compréhension de leurs caractéristiques et le 

phénomènes de transport physiologiques peut permettre industriellement à des réactions 

biochimiques appropriées d'être intensifiée (Bustard et ai., 2000). 
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Tableau N° 1 - Diversité et caractéristiques de certains micro-organismes hyperthermophiles 

d'isolement dans les environnements hydrothermales (Bustard et al., 2000) 

T, (C) 	Stbrate 	Accors 	BandOtriatû-a,s 

Bacr 
h€n'rvga 90 Fp. 010 S"IMI sir. --ds, pH 55-9. AN, rad ces 24 

Aqtifex 96 S'M, 0,, N0 s'r, pH 5.4-75. AE. rad œ 25 
kchaea 
Metharcpynis 110 CO2  d,pH55-7. AN, 	 rof rads 26 
Mefhanacocctis 91 H, C07  ds.pHS-7S.  AN. regœcc 27 
F91rr4 obis 96 F, H.,. S N0, S,O sr, pH 6-85. AN. rreg coœ 28 

Atc!oq(obus 92 010, (H,) S0 I  S,O s+ds, pH 55-7.5. A& rreg oecci 29 

Pyrrttus 113 N0, S20, O, 	str+ds, pH 4-6, AN. bbed axci 30 
A9rcprurn 100 Pp O, sn, pH 54, 4AE. irTg cocci 31 
Probictii%,n 103 Fp, H. S . 0,. N0 s.iids. pH W. AN. rod cs 32 
Pyrococcus M Fp, 010 S.H s. pH 54, AN.ccrc 33 
Pyrodcum 110 Ftp. (>10, H, SI, H-  srr+ds.pH5-7. AN. fibras6scs 34 
SPpyc(hermts 98 Fp S'. H' s+ds,pH4b-8.6.AN, cxxicisrs 35 

Key PE çucr 	OO ==».S: omirr r4k, 	n hsti 	rtvio a.ta; 	oo 	vurrrt.At Xo; 

Alli 	.,riaiœo 

2.6- Culture de hyperthermophiles 

Car les hyperthermophiles marins exigent des températures, par rapport aux mésophiles, ceci 

soulève un certain nombre de défis de technologie pour l'opération de bioréacteur. Ceux-ci 

incluent l'entretien de la température élevée et la réduction de perte par évaporation des 

contenants des milieux liquides (Bustard et al., 2000). 

2.6.1 Métabolisme hyperthermophile 

La recherche sur la physiologie et la biochimie des hyperthermophiles a été entravée par des 

difficultés dans leur culture (Zhang et al., 1997 in Bustard et al., 2000). L'examen de ces 

espèces hyperthermophiles a indiqué que plusieurs espèces sont hétérotrophes, comme 

démontré par des espèces de Thermaroga et des espèces d'Archaeoglobus. Cependant, puisque 

la majorité des organismes sont chimoilithautotrophic, les donneurs d'électrons alternatifs 

utilisés incluent par Pyrobaculum et Aquifex, Fe (III) et sulfure par Ferrogiobus et H2  par les 

methanogens. Certaines espèces de Ferrogiobu.s, d'Archaeogiobus, de Pyroiobus et de 

Pyrodicrium emploient également le H 2  obtenu à partir du passage hydrothermique lui-même 
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(Adams., 1999 in Bustard et al., 2000). Pour améliorer la croissance de beaucoup de 

hyperthermophiles, des substrats à base de protéines complexes tels que l'extrait de levure ou 

la peptone ont été utilisés (Fiala et al., 1986 in Bustard et al., 2000). Cependant, certaines 

espèces de Pyrococcus, de Thermococcus et de Des ulfurococcus ont été montrées pour se 

développer sur seuls des acides aminés (Rinker et al., 1999 in Bustard et al., 2000). 

Quoique la plupart de ces organismes hyperthermophiles soient protéolytiques en nature, uns 

sont également saccharolytic. La bactérie Thermatoga utilise des hydrates de carbone, et 

même l'utilisation des éléments de saccharide de monomère peut se produire (Kengen et al., 

1996 in Bustard et al., 2000). Plusieurs des études jusqu'ici sur la culture hyperthermophile 

ont été comparées aux travaux menés à bien using le furiosus de Pyrococcus. Ce micro-

organisme, d'isolement par Stetter et al d'un passage volcanique, a été étudié intensivement 

dans le monde entier et par conséquent, a permis la plus grande compréhension des voies 

métaboliques, les rapports thermostables de structure d'enzymes et de fonction, la 

caractérisation archaeal génétique et les techniques culturales des hyperthermophiles (Sharp 

et al., 1996 in Bustard et al., 2000). 

2.6.2 Croissance des hyperthermophiles 

Une grande partie de la recherche initiale étudiant la culture hyperthermophi!e a été effectuée 

sur une petite échelle en lots dans le laboratoire de 100cm 3  à 2dm 3 . On a observé des 

problèmes tels que la fonte des boîtes de Pétri En plastique, de la perte par évaporation et de 

la stabilité des aliments aux températures au-dessus de 100°C (Taylor., 1984 in Bustard et 

al., 2000). En concevant des bioréacteurs pour l'usage des hyperthermophiles, une telle cause 

de conditions extrêmes a augmenté la détérioration des scellements et des garnitures en 

caoutchouc. Dans des réacteurs avec les pièces mobiles, telles que les réacteurs de réservoir 

remués ou les réacteurs d'écoulement déroutés oscillants, il y a des problèmes additionnels des 

scellements et du graissage qui sont aggravés par les températures accrues (Zhang et al., 

1997 in Bustard et al., 2000). 

Puisque la plupart des hyperthermophiles ont été découverts relativement récemment, les 

milieux de croissance n'ont pas encore été optimisés ou bien définis. Les études indiquent que 

la majorité de hyperthermophiles examinés jusqu'ici ont besoin des milieux complexes pour la 

cultuvabilité raisonnable de cellules (Krahe et al., 1996 in Bustard et al., 2000). Dans des 

conditions de croissance, telles que les températures jusqu'à 113°C, les aliments de milieux 
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peuvent réagir abiotique. Dans ces réactions, des acides aminés sont décomposés et les 

hydrates de carbone peuvent subir des réactions Maillard, qui ont comme conséquence une 

réduction de disponibilité nutritive dans les milieux, et donc une réduction du nombre de 

cellules (Raven et al., 1997 in Bustard et ai, 2000).Gonzalez et al (Gonzalez et al., 1998 in 

Bustard et al., 2000) a étudié la cultuvabilité d'un hyperthermophile anaérobie, peplonophilus 

de Thermococcus, pendant les étapes de survie aux températures de 4°C à 98°C. C'est le 

premier rapport pour prouver l'existence des cellules hyperthermophiles dans plusieurs états 

physiologiques (cellules cultivables, cellules non-cultivables actives, cellules non-cultivables 

inactives et cellules mortes), de ce fait indiquant les problèmes potentiels s'est associé dans la 

caractérisation physiologique et biochimique. 

Le bac de teinture et le Huber (Beck et al., 1997 in Bustard et al., 2000) ont développé une 

approche universelle pour la discrimination rapide des hyperthermophiles viables et non 

viables utilisent des colorants fluorescents. Ils proposent également l'application de cette 

................................................ 

..............................'«'' 
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optique de laser. 

2.7 - Applications industrielles et de technologie des hyperthermophiles 

Puisque les hyperthermophiles ont plusieurs caractéristiques physiologiques et métaboliques 

uniques, ceux-ci peuvent être avec succès exploités dans l'industrie de biotechnologie dans 

une étendue des applications. Ceux-ci peuvent inclure des métabolisations, la biocatalyses, la 

bioremédiation ou la production composée bioactive, par exemple, par lequel les cellules 

hyperthermophiles entières ou les enzymes thermostables purifiées puissent s'avérer utile 

(Niekhaus et al., 1999 in Bustard et al., 2000).Puisque l'industrie est concernée par 

l'intensification de processus, par le roman et hautement - efficace conduit, pour la plus 

grande fabrication du produit, l'utilisation des hyperthermophiles, en même temps que la 

technologie de bioprocédé, peut offrir une contribution significative. 
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2.7.1- Application des hyperthermophiles des profonds en technologies de 

bioremédiation 

En plus des efforts de recherche dans la découverte et l'application thermostables d'enzymes, 

les cultures des hyperthermophiles peuvent avoir le potentiel dans la bioremédiation 

environnementale. En raison des nombreux processus de fabrication qui se produisent aux 

températures au-dessus de 70°C, on l'envisage que les occasions existent pour traiter les jets 

effluents chauds de rebut utilise les micro-organismes hyperthermophiles. Un exemple d'une 

telle application est la désulfuration de la fumée d'anhydride sulfureux du produit chimique ou 

des centrales utilisent les hyperthermophiles de sulfite-réduction autotrophes. En conditions 

anaérobies, le veneficus hyperthermoph j le d'Archaeoglobus est capable de ramener le S0 2  à 

H2 S, utilisant l'hydrogène ou le méthanol en tant que donneur d'électrons. Ceci précède 

l'oxydation de H2S au soufre élémentaire dans un deuxième réacteur aérobie, permettant le 

rétablissement et la réutilisation de cette denrée pure. Ce processus à deux étages de 

bioremédiation permet également le déplacement des contaminants de métaux lourds, tels que 

le Cd, le Zn et le Cu, par la précipitation des sulfures en métal par les sources hydrothermales 

hyperthermophile (Bustard et al., 2000). 
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3. Le genre Bacillus 

3.1-Historique 

Les bactéries appartenant au genre Bacillus ont une longue et distinguée histoire dans les 

royaumes de la biotechnologie. Elles étaient probablement des premières employées par le 

Japonais dans la préparation d'un aliment fermenté traditionnel de paille de riz et de soja, 

itohiki-natto. Ceci dérive de l'action du «Bacillus natto» (un dérivé de B. subtilis) sur le soja 

cuit à la vapeur et des résultats dans un polymère visqueux et collant (principalement acide 

polyglutamic) ce des formes longues, fils minces une fois touché. Nafto a été préparé au Japon 

pendant au moins quatre cents années, et actuellement la consommation est environ 108 

kilogrammes par an (UEDA, 1989). 

3.2-Identification du genre Badilus 

Un but important de la taxonomie est d'établir un système précis et simple d'identification à 

partir de la classification. De tels arrangements devraient être universels et permettre 

l'identification des souches, par exemple, de l'importance médicale, écologique ou 

biotechnologique, d'une façon non ambigu. 

L'approche traditionnelle à l'identification des Bacillus a été basée sur les trois groupes 

morphologiques. Après avoir assigné un isolat à un de ces groupes, la bactérie a été identifiée 

à l'espèce de niveau utilisant un panneau des tests physiologiques et biochimiques. Ce 

système était réalisable, mais la connaissance de ces bactéries était souvent nécessaire afin de 

distinguer des morphologies de spore. En grande partie pour cette raison, les arrangements 

postérieurs ont négligé la morphologie de spore (CLAUS et al., 1986), mais d'autre part le 

nombre de tests pour effectuer une identification a dû être augmenté. Il y avait également le 

problème du nombre toujours croissant de nouvelle espèce. 

L'expansion du genre et de l'intérêt croissant pour ces bactéries a incité le développement des 

systèmes d'identification automatisés. (BERKELEY et al., 1984) a utilisé des plateaux d'api 

50 E (kits miniaturisés chacun permettant l'examen de 50 tests phénotypiques pour une 

bactérie) pour caractériser un grand nombre de contraintes et à partir des résultats a développé 

une matrice automatisée d'identification. Une matrice assistée par ordinateur alternative 

d'identification est fournie par ce laboratoire. Ceci est basé sur 30 tests et 44 espèces. Les tests 
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incluent physiologique commun et les dispositifs biochimiques tels que l'hydrolyse d'amidon 

et de caséine, la production acide à partir des sucres, etc., et les 44 taxa représentent toutes les 

espèces communes. Avec ce système nous pouvons par habitude identifier environ 50% 

d'isolats environnementaux de bacille. Les contraintes non identifiées représentent 

vraisemblablement les taxa in décrits que nous n'avons pas dans la matrice ou les variantes 

des espèces établies. 

Des diverses approches chimiotaxonomique disponibles pour l'identification de souches 

Bacillus, la spectrométrie de masse de pyrolyse semble tenir la promesse particulière 

(BERKELEY et al., 1984). La pyrolyse implique la combustion d'un échantillon dans une 

atmosphère inerte. Les fragments produits sont alors séparés sur la base de leur rapport de 

masse de charge utilise un spectromètre de masse. Une bibliothèque des pyrograms ou des 

spectres de masse est tenue dans un ordinateur et quand un nouvel isolat doit être identifié son 

programme est comparé à la bibliothèque utilise des statistiques multi variables. Ce procédé 

souffre du manque de reproductibilité et de dérive sur une période; les programmes préparés 

à intervalles de six mois donnent souvent différents résultats. 

Le procédé est très rapide, cependant, quelques minutes par échantillon pour des colonies 

d'une plaque de Pétri, ainsi pour des normes peuvent être aisément examinées à côté de 

l'inconnu pour surmonter la dérive de la machine. Cette approche se prête au rapide et à la 

dactylographie hautement spécifique des bactéries comprenant les espèces de bacilles. 

Une deuxième approche chimiotaxonomique de promesse pour l'identification courante des 

Bacillus est basée sur la composition en acide gras. Un système d'identification microbiennes 

utilisent l'analyse chromatographique en phase gazeuse des esters méthyliques des acides gras 

cellulaires est lancé sur le marché par Hewlett-Packard. La production d'un profil prend 

environ 60-90 mn (temps de préparation y compris qui peut être réduit quand des échantillons 

sont préparés dans les groupes) et le profil est comparé à une bibliothèque des profils pour 

l'espèce Bacillus. L'assortiment du profil avec un de la bibliothèque effectue une 

identification. Cette approche récemment a été avec succès employée pour l'identification des 

souches de B. sphaericus comprenant des types pathogènes pour les moustiques (FRACHON 

et al., 1991). 

Les quelques rapports des sondes ADN et de la technologie relative pour l'identification et la 

dactylographie des bacilles se concentrent sur les groupes spécifiques d'importance 

environnementale ou biotechnologique particulière bien qu'une sonde pour B. subtilis basé sur 
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le 23S ARNr ait été préparée. Le B. thuringiensis du microbe pathogène d'insecte a suscité la 

plupart d'attention à cet égard. Les sondes d'oligonucléotide dirigées aux gènes de toxine ont 

été réussies pour la détection et l'identification de B. thuringiensis. 

(Passé en revue en PRIEST et GRIGOROVA, 1990), et un procédé de dactylographie 

utilisant des produits de réaction en chaîne (PCR) de polymérase des gènes de toxine a été 

également rapporté (CAROZZI et al., 1991). 

Badilus kauàphilus DSM 1363f  (X618) 
86]  I  Icillus caIdoIticus' DSM 405(726924) 

[j-  '8adI!us ca!dofenax' DSM 40G (226922) 
Lj L Badilus th@moIm«ar6 DSM 5366f  (226923) 

95 I 	'8aciIIus ca!dovex' DSM 411 (Z26925) 
I 	Strain 30 T  (AJ293805) 

B. thermoIeovorans 
cluster 

100 	Bacillus ËejoMmophilus Tl 0 (X57309) 
Baillus t 	DSM àT (726926) 

Bacillus t 	DSM 465(226928) 

O•2% 
•• Figure N°2 : L'arbre phylogénétique montrant la position de la souche 3s-IT dans le 

rayonnement du bacille la barre du groupe 5. de 16S ARNr, 1 a impliqué la 

substitution de nucléotide par 500 nucléotides (Caccamo et al., 2012). 
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- Racillus cereus 16S 

- Bacilus antiwacis 16S 

- Bacillus pseudomycoides 16S 

- Bacillus thizinglensis 165 

- Bacillus mycoides 165 

- Bacillus weihonstephanensis 16S 

- Bacillus halmapalus I 6S 

- Bacillus c ohnii 165 

- Bacilius flexus 16S 

Baciflus megateriLan 165 

Bacillus simples 16S 

- Baclllus ma,irius 165 

Bacillus sphae,icus 16S 

- Bacillus fusifexmis 165 

- Bacillus psychrophilus I 6S 

Bacillus globisporus 165 

Bacilius pastezaii 16S 

Bacillus insolitus 16S 

• Bacilius psychrosaccharolyticus 165 

• Bacillus niacini 165 

Bacilius azotofornians I 6S 

• BaciiIus circulans 165 

• Bacillus benzoevorans 165 

Bacillus firmus 165 

• Baciilus lcnius 165 

Bacillus fastidiosus I 6S 

Bacilius pumifus I 65 

• Bacillus Iichenlforrnis 165 

Bacillus atrophaeus 165 

Bacillus mojavensis 16S 

Bacillus siÂ,tilis 165 

Bacillus vallismortis 16S 

Badillus amyloliquefaciens 16S 

Badillus amy!oliquefaciens 16S strain LBM 5006 

Bacillus mothanolicus 165 

Bacillus oleronius 165 

Baclilus sporoermodurans 16S 

Badillus carboniphiius I 6S 

Bacillus badius 165 

Bacillus srINd7ii 165 

Bacillus coagularzs 16S 

+ 	Figure N13 : Arbre phylogénétique basé sur des ordres de 16S ARNr des souches des 

Bacillus (Lisboa et al., 2006) 
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3.3-Les bacillus dans la biotechnologie 

L'exploitation du Bacillus dans l'ouest est plus récente. La fabrication des amylases et des 

protéases extracellulaires pour des applications industrielles a commencé tôt ce siècle, mais la 

production et l'utilisation significatives ont été retardées jusqu'à après les années 50 où les 

avantages d'inclure la protéase aikaline (subtilisine Carlsberg) du Bacillus lichenformis  dans 

les détergents de lavage ont été réalisés. 

Ceci a été suivi des développements en industrie de transformation d'amidon basée sur la et-

amylase de B. lichenfbrmis de., en particulier conversion d'amidon aux sirops de maïs à haut 

pourcentage de fructose comme remplacements de sucrose en nourritures et boissons 

(PRÊTRE, 1989). 

Les Bacillus incluent beaucoup de bactéries versatiles et les agents de commande bactériens 

les plus efficaces pour différents parasites d'insecte. Le Bacillus thuringiensis a été isolé tôt ce 

siècle au Japon des vers à soie malades et en Allemagne du mammouth méditerranéen. Sa 

valeur comme commande d'agent pour des lépidoptères a été réalisé bientôt ensuite, mais 

commercialement seulement développé en 40 dernières années. Les Bacillus sont également 

des sources de nombreux antibiotiques, des amplificateurs de saveur tels que des nucléosides 

de purine, des agents tensio-actifs, et de divers autres produits (PRIEST, 1989). Ces 

biotechnologique attribue, ainsi que la sporulation et la germination, la biologie moléculaire 

dont fournit un système modèle pour la différentiation, a mené au grand intérêt pour ces 

bactéries et a eu comme conséquence B. subtilis devenant le système génétique le plus avancé 

disponible dans n'importe quelle bactérie gram positive (SONENSHEIN et al., 1993). Mais 

comme avec Escherichia cou, cette concentration sur une espèce a eu comme conséquence 

beaucoup d'autres étant ignorées et la grande diversité dans le genre Bacillus est rarement 

appréciée. 
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4. Screening des Bacillus thermophiles et hyperthermophiles 

La revue bibliographique montre une diversité de sites d'études: 

• 	Les sources thermales jordanien (Fandi et al., 2012). 

• 	Les différents endroits de compartiment marin du Bengale (krishna et al., 2011). 

• 	Les environnements aquatiques de la région d'Amazone (Motta et al., 2004). 

• 	Les environnements tunisiens hypersaline (Mandhi et al., 2011). 

• 	Les sédiments anoxiques de hypersaline hauturier (Sass et al., 2008) 

4.1-Les méthodes de screening pour l'identification des souches de Bacillus 

Les techniques de prélèvements d'eau dans ses sites sont quasi identiques. 

L'équipe de (Fandi et al., 2012) a prélevé les échantillons d'eau à partir de la marge au-

dessous 1 5 cm de la surface de la source dans des tubes de verre thermique stériles de 50 ml 

recueillis à une température de 45°C à 60°C et des valeurs de pH: 7.2 à 7,8. Puis 5m] de 

chaque échantillon est cultivé en 50 ml de bouillon nutritif et incubé à 50°C pendant 48 h 

avec une agitation de 180 tlmn. Après repiquer les souches dans des boites d'agar nutritif par 

la méthode des stries et incuber sur les mêmes conditions. Après elles ont été purifiés. 

L'équipe (krishna et al., 2011) a prélevé les échantillons d'eau aux profondeurs de 3-20 m. 

Les échantillons sont acheminés au laboratoire en état aseptique. Les souches a été préparées 

dans l'eau saline et en faisant des dilutions périodiques par la méthode de plaque. Les plaques 

ont été préparées et inoculées avec des souches par une strie simple d'inoculum au centre du la 

boite de petri. Pour l'identification des souches et l'attribution au genre )3acilius sont étudiés 

les caracteres morphologiques, culturaux et physiologiques et biochimiques sur la base du 

manuel de Bergey de la Bactériologie. 

L'équipe (Mandhi et al., 2011) a prélevé les échantillons d'eau et les a enrichi dans un 

milieu (NBSW) 3.4% de salinité et pH 7.99. L'isolement a été effectué sur Gelose nutritive. 

Et l'incubation a été tente à 37°C pendant 24 h. et pour finir, l'identification a été réalisée 

sur la base des caractéristiques morphologiques, culturaux et physiologiques standard ainsi 

que le système des plaques Api 20 E. 
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L'équipe (Motta et al., 2004) a prélevé les échantillons d'eau à 3°C et 60°C. Les micro-

organismes ont été maintenues en bouillon de BHI (Difco, Detroit, Etats-Unis) complété par 

20%du glycérol congelées à -21 °C. Les souches sont repiquées deux fois pour la purification 

avant d'être utilisées. 

4.2-Les méthodes de des activités antimicrobiennes 

Concernant les techniques de criblage des activités antimicrobiennes, Plusieurs méthodes ont 

été développées: 

4.2.1- Screening primaire 

Ce screening peut être réalisé par plusieurs techniques sur des milieux gélosé : technique des 

cylindre d'agar, technique des stries, et des puis. 

La technique des cylindres d'agar consiste à ensemencer la surface de la gélose du 

microorganisme d'intérêt et incuber pendent quelques jours, des cylindre de gélose sont 

prélevés et sont déposé a la surface des boites ensemencé par germes-test. Placés deux heures 

à 4°C pour permette la diffusion des substances actif, les boite sont reincubées l'observation 

d'une zone d'inhibition autour des cylindres indique la présence de l'effet inhibiteur 

(Eccleston et al., 2008). 

L'équipe (krishna et al., 2011) ; L'activité antimicrobienne a été déterminée par la méthode 

des puits d'agar dans des plaques et par la méthode modifiée de croix-strie. Les souches de 

Bacillus subiilis a été inoculé en bouillon nutritif et incuber à 37°C pour 24 h. après elle a été 

séparée les cellules par centrifugation à 5000 t/mn et le surnageant a été employé pour 

examiner l'efficacité antimicrobienne. 

4.2.2- Screening secondaire 

Ce screening seulement pour les microorganismes présentant une activité inhibitrice, par des 

cultures liquide (filtrat ou surnageant) suit habituellement le screening primaire, il a 

comprends plusieurs technique: technique des disques en papier, technique des puits, la 

concentration minimale inhibitrice 
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L'équipe (Fandi et ai, 2012); Les souches microbiens obtenus à partir des sources thermales 

ont été cultivés dans des flacons contenant le milieu de fermentation et incuber pendant 3-5 

jours à 55°C. Après Les extraits bruts ont été obtenus par l'extraction par solvants organique 

des bouillons de culture. Les extraits de fermentation ont été analysés par la méthode de 

HPLC-MS et la spectroscopie RMN qui ont été exécutées pour tracer le nombre de 

métabolites secondaires produits dans de diverses conditions de croissance. 

L'équipe (Motta et ai., 2004); Les bactéries ont été développées dans des flacons contenant 

le bouillon de BHI et incubés pendant 48 h 31 ± 1°C. Après la croissance, les milieux de 

culture ont été centrifugés à 10.000 g pendant 15 mn, et les surnageant a été filtrés à l'aide de 

membrane de 0.22 Ftm. Pour évaluer l'activité antimicrobienne des filtrats, elle a utilisé la 

méthode des disques de papier. Les plaques ont été incubées pour 24 h à la température 

optimale pour les microorganismes testés. Après elle a été mesuré les zones d'inhibition 

autour des disques. 

L'équipe (Mandhi et al., 2011) a été testée l'activité antimicrobienne par la méthode de 

plaques des puis d'agar; les souches de Bacillus a été inoculée et incuber à 37 oc pendant 24 

h après elle a été mesurée la densité optique des souches par nanomètre. 

Il ya d'autres méthodes de dépistage se servent du screening chimique et physiques. 

L'étude de mutation par des méthodes physiques (rayonnement UV) et chimiques d'utilisation 

de la mutation (NTG). 
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1-Déscription de la source thermale D'bagh (Guelma) 

Les échantillons ont été recueillis à partir d'une source thermale terrestre (Hammam D'bagh 

ou Meskhoutine), elle se situe à 20 kilomètres de la willaya de Guelma, au nord-est de 

l'Algérie (700  250' est, 36° 270' du nord), à une altitude de 320 M. Cette source comprend des 

griffons qui sont les plus chauds en Algérie, atteignant jusqu'à 98°C au point d'émergence de 

l'eau. 

•.-'•: 	 4IØP 

Figure 4: Localisation de la source thermales étudié sur la carte (Source : Google Earth) 

2- Echantillonnage 

Les échantillons d'eaux ont été prélevés durant le mois mars 2013 dans des flacons de verre 

stériles de 250 ml à l'aide d'un support à partir de «Griffon D ». 

Les mesures de température et de pH sont faites in situ par un thermomètre à immersion 

totale avec mercure et les bandelettes de pH (97°C, entre 6.5-7.4 respectivement). Les 

échantillons ont été rassemblés à une profondeur entre 15-20 cm et ont été transportés au 

laboratoire à une température ambiante. 

La partie expérimentale a été effectuée au niveau du Laboratoire de Microbiologie Appliquée 

à l'Agro-alimentaire, au Biomédical et à l'Environnement (LAMAAB), université Tlemcen. 
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Figure5: La source hydrothermale 

1- la source d'eau «Griffon D », 2- le prélèvement, 

3- mesure de la temoérature. 4- mesure de oH 

3- Pré-screening des badilus thermophiles 

Le but de cette étape de sélectionner les bactéries à Gram +, bâtonnets, capable de 

forme des spores selon le protocole proposé par Logan et al. (2009) pour la description de 

nouveaux taxons dans l'ordre des Bacillales. 

3.1- Isolement 

I ml d'échantillon d'eau a été mis dans 9ml de bouillon nutritif (BN), ensuite incubé à 65°C 

jusqu'à l'apparition d'un trouble (72 à 96 heures). Après, des passages successifs ont été 

effectués entre milieu liquide: bouillon nutritive (BN) à 65°C et milieu solide gélose nutritive 

(GN) à 55°C afin de purifier la culture. 

3.2-Purification 

La purification des isolats criblés a été basée sur les caractères culturaux et morphologiques 

'. L'observation microscopique à l'aide d'un microscope photonique. 

. 	Observation à l'état frais r qui permet d'observer les cellules vivantes ainsi que 

leur mobilité, la présence des spores et la forme des souches. 

. 	Coloration au bleu de méthylène, pendant 5 minutes, des cultures âgées afin de 

mettre en évidence les endospores (Harley et Prescott, 2002). 
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. 	Coloration de Gram: Décrite par Gram (1884), elle permet de diviser les 

bactéries en deux groupes (Bactéries à Gram positif et à Gram négatif). En plus, elle 

permet de préciser la morphologie et le mode de regroupement des cellules. 

L'aspect macroscopique des colonies (forme, pigmentation, taille, etc.) est 

déterminé après croissance sur milieu solide (GN) après une incubation de 24 à 96 

heures. 

4- conservation des isolats: 

Les souches pures présentant des aspects différents ont été conservées sur gélose nutritive 

inclinée à 4°C pour une durée de trois mois et sur des tubes eppendorff contenant du BN 

additionné de 1 5%(v/v) de glycérol stérile à 0°C pour une conservation à long terme 

5- Identification phénotypique des isoJats: 

5.1- Caractères microscopiques et macroscopiques 

Ces caractères ont été déterminés dans l'étape de la purification, et ont été choisis les 

bactéries à Gram +, bâtonnets, capable de forme des spores. 

5. 2- Caractérisation biochimique 

Sur le plan biochimique, la caractérisation des souches a été réalisée par l'utilisation du 

système api 20E  (Logan et Berkeley, 1984), et d'autres techniques de la microbiologie 

classique pour la recherche de la catalase, l'Amylase, la Lécithinase, la dégradation de la 

caséine, l'hydrolyse du tween 80, le Mannitol mobilité et le type respiratoire. 

5.2.1- Test de Catalase 

Il s'agit de la recherche de l'enzyme responsable de l'élimination du peroxyde d'hydrogène 

(H202 ); la catalase. Son principe consiste à mettre en contact une colonie de l'isolat en 

présence d'eau oxygénée. Une effervescence due à un dégagement gazeux traduit la présence 

de cette enzyme (Joffin et Leyral, 2006). 

5.2.2- Test Mannitol-Mobilité 

La mobilité des souches ainsi que la fermentation du mannitol sont étudiées sur le milieu 

semi-solide Mannitol-Mobilité. La mobilité de l'isolat est interprétée par un envahissement du 
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milieu à partir de la piqure d'inoculation et la fermentation du mannitol est traduite par un 

virage au jaune du milieu de culture (Harley et Prescott, 2002). 

5.2.3- Test de type respiratoire 

La mise en évidence de ce test a été effectuée selon les recommandations de Guiraud 

(1998).Dans des tubes ont été coulé le milieu viande foie (VIF). La gélose est régénérée par 

chauffage au bain marie bouillant pendant 30 minutes. L'ensemencement des souches a été 

réalisé à l'aide d'une pipette Pasteur plongée au fond, puis remontée en décrivant une spire, de 

façon à ensemencer uniformément le milieu sur toute la hauteur. Après refroidissement, une 

incubation à 55 °C pendant 24 à 72 heures a été effectuée. 

5.2.4- Hydrolyse de l'amidon 

Ce test est réalisé sur gélose à amidon (voir annexe). L'ensemencement des souches a été 

faite en une seule strie. Les observations sont effectuées après 24 heures d'incubation à 55°C 

après recouvrir la culture par une solution de Lugol. 

L'hydrolyse est mise en évidence par l'absence de coloration autour des colonies. A l'inverse, 

les zones contenant de l'amidon se colorent en brun (De Vos et aI., 2009). 

5.2.5- Test de la lécithinase 

Les souches sont ensemencées en une seule strie dans les boites Pétri contenant l'émulsion du 

jaune d'oeuf stérile (egg-yolk agar ou Gélose à l'oeuf) (voir annexe). Après incubation à 55°C 

pendant 24 heures à 72 heures. l'apparition de zone claire autour de la culture prouve que la 

souche possède la lécithinase (De VOS et al., 2009). 

5.2.6- Hydrolyse de la caséine 

L'hydrolyse de la caséine est étudiée sur milieu gélose contenant 5% de lait écrémé (voir 

annexe).Les souches sont ensemencées en une seule strie, ensuite incubées à 55°C pendant 24 

heures. L'observation d'une zone claire autour de la culture témoigne de l'hydrolyse de la 

caséine. (De VOS et aI., 2009) 
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5.2.7- Hydrolyse des Tween 80 

Sur milieu à base de Tween 80(voir annexe). Les souches sont ensemencées en une seule 

strie ensuite incubées pendant 24 à 72 heures à 55°C. 

Un résultat positif se traduit par l'apparition d'une zone opaque autour des colonies 

productrices de lipases (Sierra, 1957). 

5.2.8- Tests de la galerie API 20E 

La galerie Api 20'est un système simplifié et standardisé, elle comporte 20 microtubes 

contenant des substrats déshydratés permettant d'effectuer 20 tests biochimiques (voir 

annexe). - 

À partir d'une culture de 24 heures sur milieu ON des suspensions bactériennes d'une 

opacité de 0,5 Mc Ferland ont été préparées dans l'API medium. Après incubation 24 heures 

sous atmosphère humide à 55°C, les réactions se traduisent par des virages colorés spontanés 

ou révélés par l'addition de réactifs. L'interprétation des résultats est faite en se référant au 

catalogue joint avec la plaque (voir annexe). 

6- Activité antimicrobienne des souches isolées 

La mise en évidence de l'activité antibactérienne a été réalisée par la méthode des cylindres 

d'Agar, et technique des puits. Ces activités a été testée vis-à-vis de bactéries tests provenant 

de l'ensemble de ces souches de références est fourni par les équipes «Sécurité microbienne 

des aliments », «Substances naturelles antimicrobiennes» et «Hygiène hospitalière» et 

«Les extrêmophiles » du laboratoire L.A.M.A.A.B.E. - Tlemcen. 

. Inoculum des souches de référence 

Les germes test utilisés pour la mise en évidence du pouvoir antimicrobien de nos 

souches sont répertoriés dans le Tableau. Leur culture a été faite sur leurs milieux sélectifs 

pendant 18 à 24h. Ensuite des suspensions ont été préparées dont leur densité optique est 

standardisée entre 0,08 et 0,1 à une longueur d'onde X= 620 nm pour les bactéries et entre 

0,12 et 0,15à une longueur d'onde ?.= 530 nm pour la levure Candida albicans (turbidité 

équivalente à 0,5 McFarland). 
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Tableau 2: Germes test de référence utilisés 

Gram positif 

Bacillus cereus 

Staphylococcus aureus 

Candida albicans 

Gram négatifs 

Kiebsiella 

pneumoniae 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Levure 

ATCC 10231 

ATCC1 1778 

ATCC25923 

ATCC7O6O3 

ATCC27853 

6.1- Technique des cylindres d'Agar : (Eccleston et al., 2008; Radhika et al., 2011) 

Dans cette méthode, les souches bactériennes sont ensemencées en stries serrées à la surface 

de la gélose (GN), coulée en boites de Pétri. Après incubation à 55°C pendant sept jours, des 

cylindres d'agar de 6 mm de diamètre ont été prélevés à l'aide d'une pipette pasteur stérile. 

Les cylindres d'Agar sont ensuite déposés à la surface du milieu Mueller Hinton et 

Sabouraud préalablement ensemencés par écouvillonnage selon la technique de la NCCLS 

(National Comittee for Clinical Laboratory Standard) avec les germes tests. Les boites de 

Pétri portant les cylindres d'Agar sont placées à 4 oc pendant quatre heures pour permettre 

une pré diffusion des substances bioactives élaborées par nos souches, puis incubées pendant 

24 heures à 37 oc pour les bactéries et 25°C pour Candida albicans. 

6-2- Technique des puits : (Chen et al., 2010) 

Après ensemencement des souches sur le milieu BN, et incubation pendant 72h à 55°C, le 

milieu est centrifugé à 6000 t/min pendant 30 minutes. A l'aide d'une pipette pasteur stérile, 

des puits de 6mmde diamètre sont creusés sur le milieu Muller Hintton et Sabouraud 

préalablement ensemencés par les germes test par écouvillon selon la technique de 

NCCLS.50 microlitres du surnageant des bactéries étudiées sont déposés dans chaque puis. 

Les boites sont incubées pendant 24 heures à 37 °C pour les bactéries et 25°C pour Candida 

albicans. Les diamètres des zones d'inhibitions sont mesurés. 
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Résultats et Discussion 

I- 	Isolement et purification des isolats 

Après incubation de 72 à 96 heures à 65°C des tubes contenant du bouillon nutritif (BN) 

inoculé par les échantillons d'eau et l'apparition du trouble, un ensemencement est réalisé sur 

gélose nutritive. 

Plusieurs colonies qui sont apparues après 4 à 7 jours d'incubation sur gélose nutritif 

(GN) à 55°C présentant des aspects microscopiques et macroscopiques différents, et après la 

purification, sept isolats (LMB3701, LMB3702, LMB3703, LMB3704, LMB3705, 

LMB3706, LMB3707) qui ont une forme bâtonnet, Gram positif et capable de former des 

endospores, sont sélectionnées pour l'identification. 

2- Identification phénotypique des isolats 

2.1- les caractères microscopiques et macroscopiques des isolats 

Tous les souches sélectionnées sont des bactéries à des aspects différents capables de 

pousser à 65°C pendant 24 à 48 h sur BN (voir Tableau N°3 et les figures 6-7). 

Tableau N°3 : Aspects macroscopique et microscopique des souches sélectionnées 

Aspects microscopique Aspects macroscopique 

Grand 	bâtonnet, 	mobile 	à 	gram 	positif, 	aux Colonies beige, avec un point au 
LMB370 1 

extrémités arrondies, et des spores terminales, centre et des bords irréguliers 

Petits 	bâtonnet, 	mobile 	à 	gram 	positif, 	aux Colonies beige, visqueuse, opaque, 
LMB3702 

extrémités arrondies, et des spores terminales, à bords réguliers. 

longs 	bâtonnet, 	mobile 	à 	gram 	positif, 	aux Colonies crème, visqueuse, avec un 
LMB3703 

extrémités arrondies, et des spores terminales, centre opaque et des bords claires. 

Petits bâtonnet incurvées, mobile à gram positif, Colonies beige claire, visqueuse 
LMB3704 

aux extrémités arrondies, et des spores terminales. 

Grand bâtonnet allongés, mobile à gram positif, Colonies visqueuse, translucides à 

" LMB3705 aux 	extrémités 	arrondies, 	et 	des 	spores 	sub- bords réguliers. 

terminales. 

Petits 	bâtonnet, 	mobile 	â 	gram 	positif, 	aux Colonies 	beige-crème 	à 	bords 
LMB3 706 

extrémités arrondies, et des spores sub-terminales. dentés et un centre jaune. 

Petits bâtonnet, mobile à gram aux extrémités Grande 	colonies 	beige 	à 	bords 

LMB3707 arrondies et des spores terminales, dentés. 	positif, 	aux 	extrémités 

arrondies 
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Figure N°6 Aspects microscopique des souches sélectionnées 

Figure N°7 : Aspects macroscopique des souches sélectionnées 
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2.2- 	Identification biochimiques des isolats: 

si' 	Les tests biochimiques sont présentés dans le tableau N°4: 

Tableau N°4 : résultats des tests biochimiques 

— N efl v O N 

N N N N N N N 

Catalase + + + + + + + 

Mobilité + + + + + - + 

cm 
Le type respiratoire A A AF A A AF AF 

j
Dégradation de mannitol + + + + - + + 

Dégradation de l'amidon + + + + + + + 

Lécithinase + + + + - + + 

Dégradation de la caséine + + + + - 

Dégradation de tween 80 - + - 

JL  

- + -  + 

KA 	rnhi 	*AF 	arn-anaérnhie facultatif + 	résultat nositif 	- : résultat néati1 
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Résultats et Discussion 

2.1- Activités enzymatiques 

Les activités amylolytique, protéolytique, lipolytique ont été mises en évidence en utilisant les 

milieux suivant: gélose à amidon, gélose à émulsion d'oeuf, gélose au lait, et gélose au 

Tween 80. Les résultats sont mentionnés dans le tableau n 4: 

Les souches sont capables d'hydrolyser l'amidon, la lécithine, et la caséine à l'exception de 

la souche LMB3705 où lécithinase n'été pas observée, et les souches LMB3705, LMB3706 

où la caséine n'été pas dégradée, et les souches LMB3702, LMB3705 et LMB3706 qui 

étaient incapables de dégrader le tween 80 (voir la figure N°6). 

La figure N°6 : Activités enzymatiques 

A- Dégradation de la caséine B- Dégradation de tween 80 

C- Dégradation de l'amidon D- Dégradation lécithine 
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2.2- Résultats de la plaque API 20E 

V' 	Les autres tests biochimiques ont été réalisés en utilisant la plaque API 20 E, les 

résultats sont mentionnés dans le tableau N°5. 

Tableau N15: résultats de la plaque API 20E 

Tests du système Api 20E. 

Souches 

LMB370I 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 

LMB3702 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 

LMB3703 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 

LMB3704 	 - 	- 	- 	- 	- 	- 	 - 	- 	- 	- 	- 

LMB3705 - 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 

LMB3706 - 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 

LMB3 707 	- - 	- - 	- 	- - - -  

+ : résultat positif 	- : résultat négatif 

D'après les données ainsi obtenues par le système api 201,  nous pouvons déduire les 

caractéristiques suivantes pour les souches: 

V' 	Ornithine Décarboxylase, Uréase, Tryptophane Désaminase, la production d'H 2S, 

d'Indole et l'acétoïne ont été absentées chez toutes les souches, mais pas chez la souche 

LMB3704 pour LDC, la souche LMB370 let LMB3703 pour CIT, la souche LMB3702 et 

LMB3704 pour le TDA, et la souche LMB3704, LMB3704, LMB3706 pour le VP 

V' 	La 3-galactosidase et l'Arginine dihydrolase sont présents chez toutes les souches 

sauf la souche LMB3705, LMB3706, et LMB3707 pour ADH 

'7 	Toutes les souches peut hydrolysent la Gélatine sauf la LMB3705 et LMB3706 

'7 La pluparts des souches ne fermentent pas les sucres, tandis que la souche LMB3703 

se développe sur le glucose, I'Inositol, et le saccharose, ainsi que la souche LMB3704 

capable de produire le Mannitol, l'Inositol, et le sorbitol, par contre la LMB3707développe 

que sur le Mannitol. Et les utilisent comme source de carbone. 

D'après les résultats qui nous avons obtenues, ont peut dire que cette identification a une 

corrélation avec le genre Bacillus. 
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2.3- Résultats du Activité antimicrobienne des souches isolées 

Le screening primaire de la production des activités antimicrobiennes extracellulaires ont été 

réalisés par la technique des cylindres d'agar et la technique des puits. 

2.3.1- Technique des cylindres d'Agar 
La technique des cylindres d'agar qui nous a permis de détecter l'effet inhibiteur de ces 

souches envers certains germes test utilisés. 

Les souches ont été cultivées sur le GN et incubée à 55°C pendant 7jours. Des cylindres 

d'agar de 6 mm de diamètre ont été prélevés, après 24h à 72h d'incubation les résultats ont 

été enregistrés et sont mentionnés dans le tableau N°6 et la figure N°7: 

41 



Résultats et Discussion 
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11v ' 

LM37O1 

LMB3701 	LMB3702 	LM83703 	LMR3704 	LMB3707 
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Figure N07: les zones d'inhibition de la technique des cylindres d'agar 
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2.3.2- Technique des puits 

Les quatre souches LMB370I, LMB3702, LMB3703, LMB3707 sont sélectionnées on raison 

de leur importance activité pour réalisée l'activité antimicrobienne par la technique des puis. 

Et les résultats enregistrés sont mentionnés dans le tableau N°7: 

Tableau N17 : Résultats du test de la technique des puits 

N N 

en 
CD 
N 

N o 
N 

en en en en 

Bacillus cereus 7 8 7 6 

Sz'aphylococcus aureus 7 7 7 7 

Klebsiellapneumoniae - 8 7 9 

Pseudomonas aeruginosa 8 9 9 - 

Candida albicans 8 8 - 6 

Le diamètre on millimètre : mm 

Les résultats de la technique des puits et très faible par rapport de la technique des cylindres 

d'agar, les zones sont très petites. 

Mpli 
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3. Discussion 

Dans ce travail qui a consisté à faire un screening de bactéries thermophiles et 

hyperthermophiles appartenant au genre Bacillus à partir d'échantillons d'eau des sources 

hydrothermales de d'begh de la willaya de Guelma. Cette source comprend des griffons qui 

sont les plus chauds en Algérie, atteignant jusqu'à 98°C au point d'émergence de l'eau. 

Les échantillons d'eaux ont été prélevés durant le mois avril 2013 à partir de «Griffon D», 

Les mesures de température et de pH sont faites in situ. 

Le premier partie a été mené un pré-screening des bactéries thermophiles et 

hyperthermophiles, leur isolement ont été réalisées sur BN et GN sur la base de critères 

culturaux et microscopique (colonies d'aspect distinct, bâtonnet à Gram positif capable de 

former des spores. 

Sept souches ont été sélectionnées (LMB370I, LMB3702, LMB3703, LMB3704, LMB3705, 

LMB3706, LMB3707) à 65°C, se sont des bactéries aérobies ou aéro-anaérobie facultative 

en forme des bâtonnets à Gram positif capable de former des spores, Ces caractéristiques 

appartiennent au groupe de Bacillus selon la classification numérique de (Priest et al 1988). 

Ces isolats poussent à des températures de 65°C et à 55°C, ces le cas les isolats appartiennent 

à des bactéries thermophiles, ont pousse de façon optimale à des températures allant jusqu'à 

50°C, et elles ont une plage de croissance de 45 à 70°C (Madigan et al., 2006). On peut aussi 

qualifier de thermophiles extrême en suivant la classification établie par Stetter (1996). 

Les sept souches pures présentant des aspects différents ont été conservées sur gélose nutritive 

inclinée à 4°C pour une durée de trois mois et sur des tubes eppendorff contenant du BN 

additionné de I 5%(vlv) de glycérol stérile à 0°C pour une conservation à long terme. 

Concernant la deuxième étape c'est l'identification phénotypique des souches: 

Trois étapes ont été suivies : (voir tableau 3,4 et 5) 
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Etude des caractéristiques morphologiques. 

Etude des caractéristiques culturales. 

Etude des caractéristiques biochimiques. 

Ces résultats restent hypothétiques du fait de la non réalisation de la cinétique de croissance 

en fonction de la température. 

Les souches sélectionnées sont des bactéries aérobies ou aéro-anaérobies facultatives forment 

des endospores terminal et sub-terminal ; c'est le cas de la plupart des isolats bactériens 

aérobies et anaérobies facultatifs thermophiles (Dinsdale et al., 2011 ; Nazina et al., 2001). 

La plupart des isolats étudiés possèdent une activité protéolytique, amylolytique ces le cas 

des bactéries thermophiles qui sont capables d'hydrolyser l'amidon et la caséine à des 

températures élevées selon (Yakhlef et Darbouche, 2012). 

Et l'activité lipolytique n'est pas présente chez toutes les souches. Et selon les travaux de 

(Lelie et al., 2005) le tween 80 a eu un effet inhibiteur sur l'activité de lipase. Et que la 

stabilité de lipase en présence des dissolvants organiques, comme dans les PUs acides et 

aikalins et à températures élevées lui fait un bon candidat pour son application dans la 

biocatalyse non aqueux. 

Pour les autres tests biochimiques nous avons utilisé la plaque API 20E• 

Les études réalisées ont montré que la meilleure reproductibilité des tests pourrait être réalisée 

avec des plaques API qu'avec les tests classiques surtout pour la taxonomie du genre 

Bacillus. De plus, ces galeries se sont révélées utiles dans la caractérisation de plusieurs 

nouvelles espèces aérobies formant des endospores (De VOS et al., 2009). 

Ce système a révélé que les souches ne fermentent pas les sucres. Par contre souche Bacillus 

3s-1T thermophile d'un milieu marin hydrothermal qui a étudie par (Caccamo et al., 2012), et 

les utilisent la majorité des sucres comme source de carbone. 
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D'après les résultats qui nous avons obtenu, et la littérature nous pouvons conclure que 

l'identification à une corrélation avec le genre Bacillus. 

La troisième partie de ce travail consiste une étude de pré-caractérisation des activités 

antimicrobiennes ont été utilisées deux techniques de screening la technique des cylindres 

d'agar et la technique des puits. 

En premier lieu l'activité antimicrobienne par la technique des cylindres d'agar, la plupart 

des souches donne des zones inhibition antibactériennes et antifongiques contre les bactéries à 

Gram positif, Gram négatif, et la levure Candida albicans.ces résultats concordent avec la 

plupart des études consacrées à la mise en évidence des activités antimicrobiennes des espèces 

extrêmophiles (Gebhardt et al., 2002; Ben Maachia et al., 20011 ; Kamat et al., 2011) et 

la meilleures activité présentes vis-à-vis de Siaphylococcus aureus où les diamètres étaient de 

l7et 20 mm. 

Concernant la deuxième activité antimicrobienne par la technique des puits, les souches ont 

été un pouvoir inhibiteur faible contre tous les germes tests. Ces résultat négatifs peut ont 

montré probablement dûs à la dilution des activités dans le surnageant. 

Ceci inclure ce rien les résultats très prometteurs obtenus lors du screening primaire. 
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Conclusion et perspectives 

Conclusion générale 

Les extrêmophiles sont des microorganismes qui possèdent des possibilités d'applications 

dans plusieurs domaines, incluant l'agriculture, l'industrie, la pétrochimie et la bioremédiation 

des sols. Les micro-organismes thermophiles et hyperthermophiles sont des producteurs très 

connus des enzymes thermostables et les produis antimicrobiens et les composés bioactifs qui 

ont une importance dans les applications biotechnologiques. 

Les espèces /3acillus sont largement identifiées comme source riche des composés 

antimicrobiens avec un certain nombre d'anti composés microbienness. Mais les souches des 

l3aciilus thermophiles et hyperthermophiles doivent être exploitées encore correctement pour 

les composés antimicrobiens originaux et stables. Par conséquent, ces souches ont été 

écaillées vers le haut et soumises pour davantage de purification des compositions actives 

biologiques. 

Dans étude bibliographique vise à décrire les différentes techniques de screening citées dans 

la littérature pour l'isolement des souches de Bacillus thermophiles et hyperthermophiles. 

Les résultats de cette revue bibliographique indiquent que le potentiel de ces micro-

organismes est très important, ils sont la source de beaucoup de métabolites. 

La biodiversité à un impact pour la génomique fonctionnelle, et la recherche de nouveaux 

composés. Elle est un enjeu économique qui interpelle la recherche en biotechnologie. 

L'objectif essentiel de ce travail -partie expérimentale- était d'une part de faire un pré-

screening de bactéries extrémophiles en général et les Bacillus en particulier à partir d'une 

source hydrothermale de la willaya de guelma (D'bagh ou Meskhoutine), au nord-est de 

l'Algérie et leur identification jusqu'au genre d'autre part l'étude de quelques activités 

enzymatiques hydrolytiques extracellulaires et screening primaire des activités 

antimicrobiennes et débus de screening secondaire. 

Concernant l'identification a été effectué sur sept souches qui sont sélectionnées d'après leurs 

aspects microscopique et macroscopique, se sont des aérobies ou aéro-anaérobies facultatifs, 

thermophiles, se développent à des températures de 65 et 55°C sur bouillons nutritif et 55°C 

sur gélose nutritive, la majorité de ces souches sont mobile, sous forme bâtonnet à Gram 

positif, avec des extrémités arrondies, possédant une catalase, dégradant le mannitol sauf une 

seul souche LMB3706. 



Conclusion et perspectives 

Ces souches présentent un bagage enzymatique intéressant pour la détermination des 

activités protéolytiques, amylolytique et lipolytiques. Les résultats du ces activités ont montré 

que certains des souches possèdent des les activités protéolytiques et amylolytique, d'autre 

que trois souches pu hydrolyser le Tween 80. 

Les tests de l'activité antimicrobienne ont montré que la plupart des souches possèdent un 

pouvoir inhibiteur contre les germes de test à Gram+, Gram- et Candida albicans et la 

meilleure présente contre Staphylococcus aureus où les diamètres étaient jusqu'aux I 7et 20 

mm. 

Comme perspectives nous souhaitons donc compléter l'identification et la classification de 

ces souches et leurs caractérisations fine activités antimicrobiennes contre tous les germes-test 

(la chromatographie sur colonne, HPLC, la spectroscopie Ultra-Violet et la spectroscopie de 

masse ... etc). 
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Annexe 

Préparation des milieux de cultures utilisés 

91ifiezL gélTosés 

Gélose nutritive 

Peptone .....................................................................................................................................15 

Extraitde viande 	...................................................................................................................10g 

Extraitde levure .....................................................................................................................02g 

Chlorurede sodium ................................................................................................................05g 

Agar........................................................................................................................................20g 

Eaudistillée ....................................................................................................................I 000ml 

pH =6,8-7,4 

Gélose Mueller-Hinton 

Infusion de viande de boeuf .................................................................................................300g 

Hydrolysatde caseine .........................................................................................................175g 

Amidon................................................................................................................................015g 

Agar........................................................................................................................................17g 

Eaudistillée .....................................................................................................................l000ml 

pH =7,4 

Géloseviande-foie 	...................................................................................................................... 

Extraitde viande 	...................................................................................................................10 g 

Peptone..................................................................................................................................20 g 

Extraitde levure ....................................................................................................................10 g 

Glucose..................................................................................................................................05 g 

Agar.......................................................................................................................................15g 

Eaudistillée ....................................................................................................................1000 ml 

pH = 7,6 

Gélose à amidon 

Gélosenutritive .................................................................................................................lOOmi 

Amidon...................................................................................................................................01g 



Annexe 

Gélose au lait 

Préparation 1 

Laitécrémé poudre ................................................................................................................. 05g 

Eaudistillée .........................................................................................................................50m! 

Stérilisation par autoclave à 121'C 1 20min 

Préparation 2 

Agar........................................................................................................................................01g 

Eaudistillée .........................................................................................................................50m1 

Stérilisation par autoclave à 12 1°C I 20min 

N. B. La stérilisation des deux préparations se fait séparément, ensuite et au moment de 

l'utilisation les deux préparations sont mises en surfusion (45°C) et mélangées puis coulées 

sur boite pétri. Après séchage, le milieu est ensemencé. 

Milieu pour mettre en évidence la dégradation du Tween 80 

Peptone...................................................................................................................................10g 

Chlorurede sodium ................................................................................................................05g 

Chlorurede ca!icium .............................................. . ............................................... . .............. 01g 

Agar........................................................................................................................................25g 

Eaudistillée .....................................................................................................................l000ml 

10 goutes du Tween 80 autoclavé sont ajoutées à 25 ml du milieu spécifique............................ 

Milieu pour la recherche de la lécithinase (Egg-yolk agar) 

Gélosenutritive...................................................................................................................90 ml 

Emulsionde jaune d'oeuf ................................................................................................... 10 ml 

Préparation de l'émulsion de jaune d'oeuf 

Après avoir flamber la coquille avec de l'alcool pendant 30 secondes, récupérer le 

jaune d'oeuf et additionner 4 fois le volume en eau distillée stérile, mélanger rigoureusement 

puis mettre le mélange à l'étuve pendant 2 heures à 30°C et ensuite au réfrigérateur pendant 

24 heures. 



Annexe 

N. B. Au moment de l'utilisation, mettre la gélose nutritive en surfusion (45°C) et ajouter 

l'émulsion de jaune d'oeuf, après séchage le milieu est ensemencé. 

Milieux liquides 

Bouillon nutritif 

Peptone...............................................................................................................................10,0 g 

Extraitde levure .................................................................................................................... 5,0 g 

Chlorurede sodium .............................................................................................................. 5,0 g 

Eaudistillée .....................................................................................................................I 000ml 

pH = 7,2 ± 0,2. 
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Tableau de lecture de la galerieApi 20E 

Tests Composants Réactions /Enzymes Résutats 
actifs  Négatif Positif 

ONPG 2-nitrophényl- J3-galactosidase (Ortho Nitro Phényl- incolore jaune 
3D- f3D-Galactopyranosidase) 
galactopyranoside 

ADU L -arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange /rouge 
LDC L -lysine Lysine Décarboxylase Jaune Orange /rouge 

ODC L-Ornithine Ornithine Décarboxylase Jaune Orange /rouge 
CIT Trisodium citrate Utilisation du Citrate Vert pâle - jaune Bleu-vert-bleu 
H2S Sodium Production d' 112S Incolore-grisâtre Dépôt noir-fin 

thiosulfate  liseré 
URE Urée Uréase Jaune 1 Orange /rouge 
TDA L-tryptophane Tryptophane Désaminase TDA immédiat 

Jaune Marron- 
rougeâtre 

IND L-tryptophane Production d'Indole JAMES immédiat 
Incolore- Rose 
vert pâle— 
jaune 

VP Sodium pyruvate Production d'acétoïne VP1+VP2/10min 
Incolore— Rose- 
rose pâle rouge 

GEL Gélatine (origine Hydrolyse (protéase) (Gélatine) Pas de diffusion Diffusion du 
bovine)  du pigment pigment 

GLU D-glucose Fermentation -oxydation (Glucose) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
MAN D-mannitol Fermentation -oxydation (Mannitol) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 

INO Inositol Fermentation -oxydation (Inositol) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
SOR D-sorbitol Fermentation -oxydation (Sorbitol) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
RRA L-rhamnose Fermentation -oxydation (Rhamnose) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
SAC D-saccharose Fermentation -oxydation (Saccharose) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
MEL D-melibiose Fermentation -oxydation (Melibiose) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
AMY Amygdaline Fermentation -oxydation (Amygdaline) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
ARA L-arabinose Fermentation -oxydation (Arabinose) Bleu-bleu vert Jaune-jaune gris 
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Résumé 

Les extrêmophiles sont des micro-organismes qui se développent de manière optimale dans 
des conditions de milieux mortelles pour la quasi- totalité des autres espèces. 

Les microorganismes thermophiles et hyperthermophiles des environnements chauds possèdent 
des capacités d'adaptations moléculaires intéressantes et constituent ainsi une importante source de 
molécules bioactives. 

Objectif de cette étude consiste de cribler les microorganismes thermophiles et 
hyperthermophiles en générale et les Bacillus en particulier à partir de la source thermale de 
Hammam D'bagh (Guelma), Pour cela Sept souches ont été isolées et ont été étudiées leurs 
identification phenotypique, activités hydrolytiques extracellulaires et la mise en évidence le 
pré-screening des activités antimicrobiennes. 

Mots clés : screening, Bacillus, extrêmophile, activité antibactérienne 

Abstract 

The extrêmophiles are micro-organisms which develop in an optimal way under conditions of 
moi-tais mediums for the near total of the other species. 

The thermophilous micro-organisms and hyperthermophiles of the hot environments have 
capacities of interesting molecular adaptations and thus constitutc an important source of 
bioactives molecules. 

Objective ofthis study consists to sift the thermophilous micro-organisms and 
hyperthermophiles in general and Bacillus in particular starting from the thermal spring of 
Hammam 0f hagh (Guelma), For that Seven stocks vas isolated and was studied their 
phcnotypical identification, extracellular hydrolytic activities and the description the pre-
screening of the antimicrohic activities. 

Key words: screening, Bacillus, extrêmophile, I ntibacterial activity 
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