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V 

 

 

Résumé:  

          L’utilisation excessive et massive des antibiotiques a augmenté le phénomène de 

l’antibiorésistance. Face à ce problème une approche consiste à rechercher  de nouveaux 

composés naturels bioactifs. 

          Le genre Bacillus est connu pour  sa capacité de produire une large gamme de 

substances antimicrobiennes, qui  ont été découverte traditionnellement  par criblage. 

         Le but de la présente étude est le criblage  de sept  souches de groupe  Bacillus cereus 

obtenues  à partir de quatre sols rhizosphériques, pour leurs activités antimicrobiennes vis-

à-vis  d’une gamme de microorganismes de références,  par la méthode du cylindre d’agar et 

la méthode des disques.  

          Quatre  souches ont montré une activité antibactérienne contre des bactéries 

pathogènes à Gram -positif. L’optimisation de temps et de milieu de culture de la souche 1 a 

montré un effet inhibiteur maximal après 48h d’incubation dans le bouillon nutritif. Les 

composés intracellulaire, extracellulaire peptidique et non peptidique ont été extraits 

séparément puis testés pour leurs effet antimicrobiens contre les bactéries pathogènes 

sensibles par la méthode des puits. La molécule bioactive est la partie extracellulaire 

peptidique précipitée par l’acétone. Le test  de protéinase k confirme la nature protéique de 

cette molécule bioactive, cette dernière résiste jusqu'à 85°C vis-à-vis  S.aureus. 

 

Mots clés : Bacillus cereus, metabolites bioactives, peptide, criblage,  sol, Naama. 
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      Abstract: 

 

   The overuse and the misuse of antyibiotics have raised the phenomenen of 

antibioresistance. Resulting a continuous research for new natural bioactive compound.  

Members of the genus Bacillus are known to produce a wide arsenal of antimicrobial 

substances.   

 

           The aim of the present study is the screening of seven Bacillus cereus strains 

previously isolated from four rhizosphere soil sample of Naama province for their 

antimicrobial activity against a collection of reference  microorganisms, by agar and  disc 

methods.  

 

           Four strains showed antibacterial activity against Gram-positive bacteria.The 

opimization of time course and culture media of strain 1 revealed a maximum inhibitor effect 

after 48h of incubation in nutrient broth. Intracellular, extracellular peptidic and no peptidic 

compound was extracted seperatly than tested for their antibacterial activity against  

sensitive pathogens by well diffusion assay. The bioactive molecule was the extracellular 

peptidique compund precipitated by acetone. The treatement with proteinase k confirm the 

peptidic nature of the bioactive molécule, which was able to resist until 85°C against 

S.aureus. 

 

Keywords : Bacillus cereus, bioactives molecule, peptide, screening, soil, Naama. 
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Introduction 

         L’antibiothérapie est le moyen de défense contre les infections microbiennes mais dans 

ces dernières années la résistance vis-à-vis les antibiotiques a vécu une augmentation grâce à 

l’apparition des souches résistantes, d’où la nécessité de rechercher des nouvelles molécules 

antimicrobiennes afin de combattre ces microorganismes pathogènes, le premier pas pour 

cette découverte est le screening des microorganismes (bactéries et champignons) producteurs 

de composés inhibiteurs (Imada et al., 2007) .  

 

         Les microorganismes sont capables de synthétiser différentes métabolites bioactives 

pour inhiber ou arrêter la croissance  des autres espèces sélectivement (Namita, 2016). Ils  

sont de  nature variée et diversifiée ; on distingue les antibiotiques, les bactériocines, les 

peptides NRPS (Non Ribosomal Peptides Synthetase) et autres (Taale, 2016).  

 

         Environ 75% d’antibiotiques médicales commercialisés ont été obtenus à partir des 

bactéries isolées du sol (Mellouli et al., 2003), cette niche écologique est exploité 

intensivement en raison de la biodiversité microbienne et la présence des producteurs de ces 

substances.  

 

         Parmi les habitats les plus abondants du sol les bactéries du  genre Bacillus y compris le 

groupe Bacillus cereus, connu de sa capacité à sporuler. Les membres de ce genre sont 

considérés comme des bons producteurs du substances antimicrobiennes (Abriouel et al., 

2011). 

 

         La présente étude a pour but de détecter l’activité antimicrobienne d’isolats sporulés  à  

partir de  sol rhizosphérique de la région de Naama. 

  

Le mémoire  est structuré en trois   parties, une partie concernant la synthèse 

bibliographique, elle comporte  une étude de la biodiversité du sol, ensuite  une description 

du groupe Bacillus cereus et des informations sur les molécules bioactives et le screening.  

La deuxième   partie comporte le travail expérimental,  puis la troisième partie résultats 

obtenus et la discussion. Enfin  la conclusion finale et les perspectives de ce travail. 
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I. Diversité microbiennes de sol : 

 

  Le sol est l'un des principaux réservoirs de diversité biologique sur notre planète  (Swift 

et al ., 1998) . Il héberge en effet une grande diversité d’organismes (microorganismes, 

animaux et végétaux) dont la plupart sont responsables de processus de biotransformation et 

de transfert des éléments ou des composés. 

 

         Cette diversité biologique est associée à une importante diversité fonctionnelle et à une 

grande complexité des interactions écologiques. Ainsi de nombreux processus se déroulent 

dans le sol sont assurés par des organismes très variés (bactéries, champignons, protozoaires, 

racines et  faune). 

           Les microorganismes du sol sont nombreux et diversifiés, on estime environ 30000 

bactéries, 1500000 champignons, 60000 algues et 10000 protozoaires, ils représentent une 

biomasse de 1% à 4%  de la masse de carbone organique du sol et de 75 % à 90%  de la 

biomasse vivante, cette proportion étant généralement plus grande pour les sols sous prairie 

que pour les sols cultivés (Raoul, 2013). Les organismes du sol affectent la productivité 

végétale, que ce soit de manière directe ou indirecte (modifications des cycles du carbone et 

des nutriments, de la structure du sol, interactions trophiques et contrôle des parasites et 

pathogènes). 

 

La distribution dans le temps et dans l’espace des processus biologiques n’est ni 

aléatoire, ni homogène. Les activités des organismes du sol sont concentrées dans des sites 

généralement associés à la disponibilité en substrats carbonés. C’est ainsi que les habitats 

microbiens sont associés aux fractions organiques, aux agrégats, à la litière en décomposition, 

au sol influencé par les vers de terre et au contact étroit des racines (rhizosphère) (Lynch, 

1990). 

 

           De nombreux services écosystémiques sont produits par des  processus et des 

interactions dans le sol (Coleman et al., 2004) .   Parmi les services écologiques, sociaux et 

économiques identifiés, le sol est considéré comme un réservoir de biodiversité, il assure 

l'épuration des eaux de surface, le recyclage des éléments minéraux (fertilité du sol) et le 

stockage du carbone (comme puits de CO2 atmosphérique) qui est lié aux changements 

climatiques et à la productivité des plantes ( Pimentel et al., 1997)  
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Les communautés microbiennes telluriques sont considérées comme une «boîte noire» 

fonctionnelle dont l’intensité est en relation avec des facteurs abiotiques(Gignoux et 

al.,2001)  tels que le pH qui est considéré  parmi  les facteurs qui influent sur la composition 

des communautés bactériennes et de la diversité,  d’autres facteurs peuvent agir sur la 

structure des communautés comme la disponibilité des nutriments, la solubilité des métaux 

(Muller et al., 2002), le contenu en carbone (Asuming et al ., 2008) et en azote (Fierer et al., 

2007), l’humidité des sols, la salinité (Rajendhran  et Gunasekaran, 2008), les variations 

climatiques (Lauber et al., 2009) ,et la température(certains organismes étant plus 

thermophiles que d’autres (Raoul, 2013). 

En plus des  facteurs abiotiques, la présence des plantes favorisent une augmentation 

de l’humidité du sol, de la biomasse et de la respiration microbienne (Singh et al., 2009), elle 

agit sur la croissance des communautés bactériennes des sols ,et influe  sur les propriétés 

abiotiques du sol.  

 

          Dans le sol, les Bacillus représentent une grande fraction de la communauté 

microbienne et la majorité des bactéries Gram-positif de différents types de sols, partageant 

leur milieu avec des commensaux représentant principalement les genres Pseudomonas et 

Actinomyces. On les retrouve sous tous les horizons, ils présentent une diversité de capacités 

physiologiques qui leur permet de vivre dans une large variété d'habitats tels que l'eau de mer, 

les profondeurs de la mer, les sédiments (Andrea et al., 2008,  Garbeva et al., 2003) 

          Certaines bactéries,  sont capables de résister dans des conditions défavorables par la 

production des endospores.  La sporulation est un processus qui conduit  à la formation d’une 

forme  de résistance caractérisée  par une morphologie unique et remarquable, parmi ces 

bactéries on trouve  le genre Bacillus, Clostridium (bâtonnets) ou Sporosarcina (coques).  En 

1876, Robert Koch et Ferdinand Cohn publient la première description morphologique des 

endospores de B. anthracis et B. subtilis  (Eichenberger, 2007). 

 

 II.  Groupe Bacillus cereus : 

II.1  Historique : 

          Bacillus cereus était  isolée pour la première fois au Royaume Uni par Frankland en 

1887 à partir de l’air d’une étable, cette souche est caractérisée comme souche type de 

Bacillus cereus et dénommée ATCC 14579 (Stenfors and Granum, 2001) 
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II.2  Caractéristiques : 

II.2.1 Caractères morphologiques : 

           Les Bacillus cereus sensu lato sont des  bactéries en forme bâtonnet, de type Gram-

positif, sporulées, anaérobies facultatifs   qui sont omniprésente dans les sols, les milieux 

marins, les légumes,  tractus intestinal des invertébrés, et peau humaine  (Bottone, 2010 

 ,Arslan et al., 2014) 

         Elles possèdent des capacités physiologiques qui les permettent de survivre dans une 

large gamme d’habitats extrêmes. Elles peuvent être thermophiles, psychrophiles, acidophiles, 

alcalophiles, halotolérantes ou halophiles (Awais et al., 2007). 

 

 

Figure 1 : Les différentes formes de Bacillus cereus (ATCC 14579) : cellules végétatives à 

gauche et spores dormantes (corps réfringent) ou spores en germination (corps opaque) à 

droite sous microscopie optique (Laouami , 2012) 

 

          Les colonies cultivées sur gélose ont une apparence très variable et facilement 

reconnaissable: Elles sont caractéristiquement large (2–7 mm de diamètre) avec une forme qui  

varie de circulaire à irrégulière, entières à ondulées, crénelées ou des bords fimbriés; elles 

sont généralement mat ou granulaire (Stenfors and Granum, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 : Colonies de Bacillus cereus sur gélose nutritive. 
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II.4   Classification : 

 

          Bacillus cereus s.l est un groupe bactérien diversifié sur le plan écologique qui 

comprend un nombre important d'espèces. On trouve  B.anthracis qui est responsable de 

l'anthrax, B.cereus s.s qui est capable de provoquer une intoxication alimentaire et 

B.thuringiensis (utilisée pour lutter contre les insectes nuisibles) sont les plus bien connues. 

Les autres espèces présentent des rhizoïdes  (B.mycoides et B.pseudomycoides (Nakamura, 

1998)), une thermotolérance et une cytotoxicité (B.cytotoxicus (Guinebretière et al.,  2013) 

), une psychrotolérance et une aptitude à altérer les aliments (B.weihenstephanensis 

(Lechner et al., 1998) et B.wiedmannii(Miller et al., 2016) ) et leur utilité en tant que 

probiotique dans l’alimentation animale (B.toyonensis (Jiménez, 2013) ). En  plus, plusieurs 

nouvelles espèces ont également été décrites récemment (B. bingmayongensis (Liu et al.,  

2014), B.gaemokensis (Jung et al., 2010) et B. manliponensis (Jung et al., 2011) ). 

 

          Afin de comprendre la diversité fantastique de B. cereus s. l et sa capacité 

concomitante à occuper diverses niches environnementales et à présenter divers phénotypes, 

il est essentiel de caractériser avec précision la diversité génomique au sein du groupe et de 

générer de solides hypothèses phylogénétiques sur les relations évolutives entre les membres 

du groupe. Dans ce contexte Monsieur  Bazinet (2017)  a utilisé 498 génomes de Bacillus 

cereus s. l  publiés  pour rétablir le pan-genomes et la phylogénie de ce groupe, ces résultats 

étaient comparés avec les systèmes de classification de sept groupe et trois clade. Cette étude  

suggère répartition en neuf clusters. 
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Tableau 1 : Classification de groupe B cereus s. l (Bazinet, 2017) avec modifications. 

Clade  Groupe Cluster  Taxon  

1 III 9 B. anthracis 

B. cereus  

B. thurgiensis  

7 B. cereus  

B. thurgiensis  

3 B. cereus  

B. thurgiensis 

II B. wiedmanii 

B. cereus  

 

2 IV 8 B. thurgiensis  

B. cereus  

B. weihenstephanensis  

3 V 4 B. cereus  

B. thurgiensis  

B. toyonensis  

3 B. cereus  

VI 2 B. mycoides  

B. cereus  

B. weihenstephanensis 

 I 1 B. mycoides  

B. thurgiensis  

B. pseudomycoides  

B. cereus  

B. bingmayongensis 

B. gaemokensis 

VII 6 B. cytotoxicus  

5 B. manliponensis  
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III.  Métabolites bioactives 

          Les métabolites bioactives sont des substances antibactériennes naturelles d’origine 

biologique élaborées par les bactéries. Ces molécules bioactives sont variées et diversifiées ; 

on distingue les bactériocines, les peptides NRPS (Non Ribosomal Peptides Synthetase), les 

antibiotiques et autres. Les molécules bioactives diffèrent les unes des autres sur leur mode 

de synthèse et leur spectre d’activité (Taale, 2016). 

 

          Les bactéries  appartenant  au  genre  Bacillus  sont considérées comme une source 

importante de métabolites bioactives, caractérisés par une structure chimique diverse (Stein, 

2005), ils sont dirigés contre les microorganismes compétitifs, donnants un avantage a leur 

producteurs dans leurs environnement (Abriouel et al., 2011), et intervenant dans le 

phénomène d’antibiose(Cherif, 2014) . 

          Le genre Bacillus produit des substances antimicrobiennes dont la plupart sont  de 

nature peptidique telles que la bacitracine, la gramicidine, la subtiline,etc… (Fariha et al., 

2009) ; La majorité de ces substances agissent sur les bactéries à Gram- positif, cependant la 

polymyxine, la colistine et la ciarculine réagient contre les bactéries à Gram -négatif et la 

bacillomycine, la mycobacilline, et la fungistatine agissent sur les champignons et les levures 

(Syed et al., 2009). 

Prés de 167 substances antimicrobiennes sont produites par le genre Bacillus dont 66 sont 

isolées de Bacillus subtilis, 23 à partir de Bacillus brevis et le reste à partir des autres 

espèces.  

          Les principaux antibiotiques produits par des espèces de ce genre sont : la polymyxine, 

la difficidine, la subtiline, la mycobacilline, la bacitracine par B. subtilis ; la gramicidine et la 

tyrothricine par B. brevis ; la cerexine et la zwittermicine par B. cereus ; la circuline par B. 

circulans ; la laterosporine par B. laterosporus ; la bacitracine par B. licheniformis ; la 

polymyxine et la colistine par B. polymyxa ; et la pumuline par B. pumilus (Awais et al., 

2010). 

          Selon la voie de synthèse, les substances bioactives produites par le genre Bacillus sont 

soit des peptides ribosomaux produits durant la phase active de la croissance ou non 

ribosomaux produits après la cessation de la croissance bactérienne (Tamehiro et al., 2002). 
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III.2.1 Sous classe II.1 :   Peptide rassemblant à la pediocine ; caractérisé par un motif 

conservé d’acides aminés YGNGVXC à leur partie N-terminale. 

III.2.2 Sous classe II.2 : Peptide rassemblant à la thuricine ; porte  un motif DWTXWSXL à 

leur partie N-terminale. 

III.2.3  Sous classe II.3 : Autre peptide linéaire ; ces peptides ont été classés appart, car leurs 

séquence d’acide aminé  ne porte aucune similarité ni entre eux, ni avec les autre sous-

classes. 

 

III.1 Classe III :  Protéine de masse moléculaire élevée 

          Englobe les protéines de masse moléculaire supérieure à 30kDa, ils sont caractérisés 

aussi par une activité phospholipase. 

 

III.2  Substances inhibiteurs ressemblant aux bactériocines(BLIS) 

           Englobe les peptides et les protéines ayant une activité antimicrobienne qui sont mal 

caractérisée au niveau génétique, et au niveau de leurs séquence d’acides aminés (Abriouel 

et al., 2011 , Barruzi et al ., 2011). 

 

III.3 Peptides bioactifs non ribosomaux  (Peptides NRPS) 

          Leur synthèse se fait par des grands  complexes multienzymatiques NRPS (Non-

ribosomal peptide synthetase) organisés en modules. Cette organisation leur permet de 

produire des peptides par voie non-ribosomale (Taale,  2016). Ces enzymes sont organisés 

en opérons, induits en réponse au stresse nutritionnel. Les peptides NRPS  peuvent être 

regroupés en trois familles surfactine, iturine et fengycine  (Tapi et al., 2010). Qui sont des 

lipopeptides avec une chaine d’acide gras lipophile, et un noyau peptidique hydrophile. La 

surfactine et l’iturine sont des composés lipoheptapeptides cycliques (Hamdache et al., 

2013). 

 

III.4  Métabolites bioactives non peptidiques  

          Les Bacillus produisent aussi des antibiotiques non peptidiques de structures chimiques 

variées. Plusieurs souches produisent  l’amicoumacine, une classe de composé responsable de 

l’effet antagoniste contre S. aureus et Helicobacter pylori. D’autres antibiotiques sont 
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représentés par les macrolactines ayant un effet antiviral, et une activité antimicrobienne 

contre S. aureus (Baruzzi et al.,  2011). 

 

IV.  Méthodes de screening des métabolites secondaires 

          La préparation des extraits biologiques nécessite l’optimisation des conditions de 

croissance, les méthodes d’extraction et les protocoles de la purification (Higgs et al., 2001). 

La technique de criblage dépend de microorganisme producteur, le germe cible et la méthode 

utilisée pour une meilleur production d’échantillons biologique.  

 

IV.1  Screening primaire  

           Le screening primaire permet de détecter in vitro et sur milieu gélosé l’effet 

antagoniste des microorganismes sélectionnés vis-à-vis des germes tests, il est rapide, 

sensible et raisonnable. Il peut être réalisé par plusieurs techniques (Nas, 2013) 

 

IV.1.1  Technique des cylindres d’agar: 

          Elle consiste à prélever des cylindres d’agar à partir de la culture du microorganisme 

d’intérêt et les placer  sur milieu gélosé ensemencé par le microorganisme test. L’observation 

d’une zone d’inhibition autour les cylindres indique la production des substances responsable 

de l’effet inhibiteur (Eccleston et al., 2008).  

IV.1.2  Technique de diffusion des disques 

          Son principe est de déposer un volume de surnagent d’une culture bactérienne sur des 

disques  de papier wattman (Khanna et al., 2011)  ensuite les  placer sur un milieu gélosé 

ensemencé préalablement par la souche test. 

IV.1.3   Technique des puits 

          Elle consiste à former des puits de 6 mm de diamètre sur un milieu gélosé ensemencé 

par la souche test puis les remplir  avec un volume de surnagent d’une culture bactérienne 

productrice (Lertcanawanichakul et Sawangnop, 2008). 

 
IV.2  Screening secondaire  
          Etape qui suit le screening primaire, les microorganismes qui ont donnés une activité 

inhibitrice sont retenus pour récupérer les substances  bioactives à partir d’une culture liquide 

de germe producteur. Le filtrat ou le surnageant peuvent être analyser directement ou après 

extraction, par des solvants organiques par plusieurs techniques (Khanna et al., 2011). 
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IV.2.1  Technique des disques en papier :  
 
          Elle consiste à déposer Sur un milieu gélosé préalablement ensemencé par le germe test  

des disques stériles en papier filtre imbibés par un volume définie de l’extrait organique du germe 

sélectionné (Nas ,2013). 

 
 
IV.2.2  Technique des puits  

 

          Elle consiste à former des puits sur un milieu gélosé préalablement ensemencé par le 

germe test et les remplir par un volume précis de l’extrait organique du germe sélectionné 

(Lertcanawanichakul et Sawangnop, 2008).  

 

IV.3  Caractérisation des composés bioactifs  

 

           Plusieurs techniques ont été utilisées pour isoler et purifier une biomolécule parmi elles 

la centrifugation, la filtration, l'extraction par des solvants, la chromatographie sur couche 

mince (CCM), l'électrophorèse et la chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

(Nas ,2013). 
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But  de travail : 

               L’objectif majeur de notre travail est la détermination de l’activité antimicrobienne  

des souches sporulées isolées de la région de Naama vis-à-vis des souches tests (pathogènes) 

ensuite l’extraction des molécules bioactives et la détection de la fraction responsable de 

l’activité. 

 

I.   Matériel 

I.1  Matériel biologiques 

I.1.1  Souches sporulées productrices 

          Les souches étudiées ont été isolées à partir du sol rhizosphérique de quatre régions 

différentes :Abdelmoula, Mekmen Ben Amar, Mécheria, Ain sefra lors des travaux menés par 

Mme Bouali en 2017.  

 

I.1.1.1  Site de prélèvement 

Tableau 2 : Sites des prélèvements des souches productrices étudiées (Bouali, 2017) 

 

Souche Origine 
1 Mekmen Ben Amar 
2 Ain Sefra 
3 Ain Sefra 
5 Abdelmoula 
6 Ain Sefra 
9 Mecheria 

10 Ain Sefra 
 

 

I.1.2  Souches tests 

           Les activités antibactériennes ont été testées contre cinq bactéries: Escherichia coli 

ATCC 25922, Staphyloccocus aureus ATCC 6538, Salmonella Typhemurium ATCC 14028, 

Bacillus cereus  ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 . 

L’activité antifongique est testée contre Candida Albicans ATCC 26760.  
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Figure 8: Souches test A: B. cereus ATCC 11778, B: S. aureus ATCC 6538, C: S. thyphemurium 

ATCC 14028, D: E .coli ATCC 25922, E: B. subtilis ATCC 6633, F: C. albicans ATCC 26760. 

 

I.2   Matériel non biologique :  

I.2.1 Milieux de cultures  

 

           Pour assurer la croissance des souches productrices et tests on a utilisé le Bouillon 

Nutritive (BN), Gélose Nutritive(GN), Trypto caseine Soja Agar (TSA) et la gélose 

Sabouraud.  

Pour tester l’activité antimicrobienne on a utilisé le Mueller Hinton (MH). 

 

I.2.2 Solvants d’extraction  

          Les deux solvants organiques le dichlorométhane et l’acétate d’éthyle en plus d’acétone 

sont utilisés à l’étape d’extraction de molécule bioactive. 
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II.  Méthodes 

II.1 Tests de confirmation : 

         Les souches étudiées appartiennent au groupe Bacillus cereus s.l ont été confirmées par 

le test catalase, la coloration de Gram et le test Bruker  MALDI biotyper. 

 

II.1.1 Test catalase : 

         Il s’agit de la recherche de l’enzyme responsable de l’élimination de peroxyde 

d’hydrogène, son principe est d’ajouter une colonie à une goutte d’eau oxygénée, si l’enzyme 

est présent, des bulles gazeuses sont dégagées (Health Protection Agency, 2011b). 

II.1.2  Coloration de Gram : 

         Observation d’un frottis fixé pour déterminer le type de paroi, la forme de cellule et le 

mode de regroupement. 

II.1.3  Test Bruker  MALDI biotyper : 

         Cette technique est réalisée en laboratoire turque (Department of Genetic and 

Bioengineering, Faculty of Engineering and Architecture, Yeditepe University, Istanbul, 

Turkey).  

         La technologie MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption-ionization – time of 

flight) en microbiologie peut identifier les microorganismes jusqu’au niveau de l’espèce. Son 

principe est  l’ionisation des protéines bactériennes par un rayon laser et la formation des 

spectres. 

A partir d’une base de donnés de spectres, le logiciel associe recherche la 

correspondance à l’espèce de la bactérie selon un indice de fiabilité entre les deux spectres. Le 

MALDI-TOF ne donne pas des informations sur le sérotype et la pathogénicité de l’espèce. 

(Marie et al., 2013) 

 

II.2  Revification des souches productrices 

           Les souches productrices conservées sous forme sporulées selon la technique de 

Mazas et al (1995), ont été  revifiées sur le milieu gélose nutritive (GN) et le milieu 

d’enrichissement Trypto casein Soy Agar (TSA)  par ensemencement en stries puis incubé  

pendant 24h à 30°C. 

 

 

 



Chapitre1 : Matériel et méthodes 

 

17 

 

II.3  Criblage primaire : optimisation des paramètres de production 

Un criblage  primaire a été réalisé afin de révéler l’activité antimicrobienne des 

souches productrices. Cette  activité a été testée par deux techniques : de cylindres d’agar et 

de diffusion des  disques 

 

II.3.1 Technique de cylindre d’agar 

         Une suspension bactérienne des souches  productrices de 0.5 McFarland standardisée 

dans l’eau physiologique est ensemencée  par écouvillonnage sur le milieu TSA puis incubée  

à 30 °C pendant différentes périodes 24 h, 48 h et 72h. Après l’incubation des cylindres 

d’agar (Eccleston et al., 2008) de 6 mm de diamètre ont été  prélevés  à partir de chaque 

boite à l’aide de l’extrémité plate d’une pipette Pasteur stérile puis les déposés sur la gélose 

Muller Hinton ensemencée par écouvillonnage par  les bactéries tests standardisées  à 0.5 

McFarland dans l’eau physiologique puis incubées à 37 °C pendant 24h (CLSI, 2010). 

 

II.3.2   Technique de diffusion des  disques 

         Une suspension bactérienne productrice  est ensemencée dans un BN puis incubée à 

différents temps 24 h, 48 h et 72h à 30° C. Les tubes ont été centrifugés 30 minutes à 4000 

t/m pour avoir un surnageant libre de cellules bactériennes. 5ul de surnageant  à été déposé sur 

des disques de papier Wattman (Khanna et al.,  2011) stériles de 6mm de diamètre ensuite 

les disques  ont été déposés sur les boites de Pétri contenant une gélose Muller-Hinton 

préalablement ensemencée par les bactéries  tests.  Les boites ont été ensuite incubées  à 37°C 

pendant 24 heures. Les diamètres des zones d’inhibition ont été mesurés par suite (Hosny et 

al ., 2011). 

         La levure C. albicans ATCC 26760 a été utilisée. L’inoculum de la  levure  avait une 

densité optique entre 0.12-0.15 à une longueur d’onde de 530 nm. L’ensemencement a été 

effectué par écouvillonnage sur gélose Sabouraud. Les deux  techniques des cylindres d’agar  

et  de diffusion des  disques ont été réalisées de la même façon que celle décrite pour les 

bactéries, puis incubées à 30 °C pendant 24h. 
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II.4  Criblage secondaire  

Une pré-culture a été réalisée en inoculant 60 ml du bouillon nutritif avec une culture 

bactérienne  productrice pendant 24 heures à 30°C, ensuite ce volume a été transféré dans 240 

ml du milieu de production et incubé à 30°C durant 48 heures (temps optimale pour la 

production). Une centrifugation a été réalisée (4000 t/m pendant 30 minutes) (Bhatta et 

kapadnis, 2010) avec quelques modifications. 

Le surnageant obtenu est divisée en 2 pour l’extraction de la partie extracellulaire peptidique 

et la partie extracellulaire non peptidique (et d’autres molécules), le culot obtenu est utilisé 

pour l’extraction de la partie intracellulaire. 

 

II.4.1  Partie extracellulaire  

II.4.1.1 Peptidique :  

150 ml de surnagent bactérien (II.4) a été mélangé avec un double volume d’acétone 

froid puis congelé, après une nuit le mélange  est centrifugé à 4000 t/m pendant 30 minutes  

pour récupérer le culot. Une fois séché à 45°C, le culot a été repris dans  l’eau distillé stérile 

(8,5mg /ml) (Ewelina et al., 2010). 

 

L’activité antimicrobienne des composés peptidiques précipités par l’acétone vis-à-vis 

des souches sensible a été testée par la méthode des puits (Lertcanawanichakul et 

Sawangnop,  2008), 20µl de la solution a été déposé dans des puis de 6mm de diamètre  sur 

gélose Mueller-Hinton les bactéries test dont l’inoculum était préparé de la même façon que 

celui de l’antibiogramme réalisé par la technique du CLSI en 2010.  

 

II.4.1.2  Non peptidique et d’autres molécules 

150 ml de surnagent bactérien (II.4) a été mélangé avec  l’acétate d’éthyle et le 

dichlorométhane séparément avec une ration de 1:1(v/v). Après deux heures de décantation à 

température ambiante, les solutions organiques ont été séparées, une deuxième et une 

troisième extraction avec les mêmes solvants a été faite. L’ensemble des trois phases 

organiques (non peptidique) ont été évaporés à sec sous pression réduite à 45°C à l’aide d’un 

évaporateur rotatif. L’extrait sec a été ensuite repris avec  un mélange de  l’eau distillée stérile 

et l’isopropanol (v/v). La partie aqueuse (D’autres molécules) est séchée à une température de 

45° C puis racler et récupérer dans un eppendorf ensuite repris avec 1 ml d’eau distillée. 
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L’activité antimicrobienne de ces composés  a été réalisée dans les mêmes conditions 

que citées dans la section précédente. 

 

II.4.2  Partie intracellulaire  

1 ml d’acétone est ajouté au culot contenu dans les tubes et placés dans l’ultrason pour 

la destruction des cellules à une température de 45°C pendant 40 minutes ensuite centrifugés à 

4000 t/m pendant 30minites, le surnagent obtenu est sécher à 45°C (Ewelina et al.,  2010). 

      

II.5  Test d’induction 

La souche productrice de 24h a été inoculée avec une culture de 24 heures de  la 

souche test  pendant 48h à une température de 30°C. Les extractions des différentes parties 

intracellulaires et extracellulaires ont été réalisées avec les mêmes conditions citées dans les 

sections précédentes. L’objectif de ce test est de comparer le taux de production 

antimicrobienne par la souche productrice lorsqu’elle se trouve en contact avec d’autres 

espèces bactériennes. (Aissaoui , 2019). 

 

L’activité antimicrobienne de ces composés  a été réalisée dans les mêmes conditions 

que citées dans la section précédente 

 

II .6   Traitement par protéinase K  

(Cette technique est réalisée dans le même  laboratoire en turque, Yeditepe University). 

 La protéinase K est une sérine protéase qui présente une très grande spécificité de 

clivage. Il coupe les liaisons peptidiques adjacentes au groupe carboxylique des acides 

aminés aliphatiques et aromatiques, et utile pour la digestion générale des protéines dans des 

échantillons biologiques (Petrotchenko et al., 2012) 

 

 Un mg de protéinase K est mélangé avec 1 ml de surnagaent bactérien, le mélange est 

incubé à 37° C pendant une heure, ensuite l’enzyme est désactivé par incubation à 100° C 

pendant 3 minutes. Un volume de 150 µl est déposé dans les puits dans un milieu gélosé 

ensemencé par la souche test. L’absence d’une zone autour des puits indique que la nature 

des métabolites est peptidique. 
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II.7  Stabilité de la partie active vis-à-vis la température :  

L’effet de la température sur la partie active a été réalisé selon la méthode de 

Chalasani et al., 2015 avec certains modifications. La solution de la fraction peptidique 

(3,62mg /ml) à été chauffée  pendant 30 min à 55, 65, 75, 85 et 95 °C puis testé vis-à-vis les 

souches sensibles. 

 

II.8  Chromatographie sur couche mince : 

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique qui repose sur le 

phénomène d’adsorption ;  la migration d’échantillons biologique à une vitesse qui dépend de 

la nature de substance et du solvant. Lorsque les composants de l’échantillon à analyser sont 

colorés, leurs séparation est relativement facile sur la plaque, si ne sont par visible nous 

devons utiliser UV ou des révélateurs chimiques (Hainque et al., 2008). 

 

 5µl de solution peptidique et intracellulaire (solution aqueuse 8,5 mg/ml)  a été 

déposée sur une plaque à gel de silice de 3cm X 8 cm, séparée  par un mélange  méthanol : 

eau : chlorophorm (2.5 :5 :1.25  v/v) puis révélée par la ninhydrine (0,2 g dissout dans 100 

ml d’éthanol) (Bhatta et Kapadnis, 2010). 

  

III. Analyse statistique : 

L’analyse statistique à été effectué par le logiciel GenStat.  Le seuil de signification est de 

5%. 
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1. Résultats de confirmation des souches 

Les souches bactériennes étudiées sont de groupe Bacillus cereus, catalase positif et Gram 

positif 

1.1  Test catalase 

Tableau 3: Résultats de test catalase 

 

Souche  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Catalase + + + + + + + + + + 

 

 

1 .2 Coloration de Gram 
 
Tableau 4 : Résultats de coloration de Gram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Coloration de Gram d’une souche étudiée (3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Souche  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Gram + + + + + + + + + + 



 

 

1.3  Résultats de MALDI-

 

Tableau 5:   Résultats de MA

 

 

 

Chapitre2 : Résul

22 

-TOF 

e MALDI-TOF 

 

ésultats et discussion  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

1. Détermination d

 

         Le criblage est une te

progrès technologiques et 

détection de composés préc

secondaires microbiens peu

l'industrie pharmaceutique 

         L’activité antimicrobie

la technique de cylindre d’ag

 

D’après les résultats 

donné une activité vis-à-vis

technique de diffusion des d

subtilis par la technique des c

 

2.1  Technique des cylindr

             Le test sur le milieu

cette technique est largem

inhibiteurs de plusieurs ger

permis de mettre en  éviden

d’incubation,  envers certain

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre2 : Résul

23 

 

tion de l’activité antimicrobienne (criblage

une technique de recherche  des nouvelles moléc

es et les nouvelles méthodes de dépistage dev

précédemment non identifiés (Kurtböke, 201

s peuvent être des sources potentielles de nouve

(Newman et Cragg, 2012, Nguyen et Kim, 

crobienne des souches sporulées a été détectée sel

d’agar et la technique de  diffusion  des disques.

ultats de criblage primaire les quatre souches sporu

vis deux souches à Gram-positif  S. aureus

 des disques et trois souches à Gram-positif S. au

e des cylindres. 

ylindres d’agar 

 milieu solide (TSA) a été réalisé par la technique

largement utilisée pour réaliser un screening 

rs germes (Tabbene et al., 2010, Khanna et al

évidence le pouvoir inhibiteur des  souches étudié

certains germes test utilisés.  

ésultats et discussion  

iblage primaire) 

molécules bioactives. Les 

e devraient permettre la 

e, 2012). Les métabolites 

nouvelles molécules pour 

  2015).  

elon deux techniques : 

s. 

s sporulées 1,3 ,5 et 10 ont 

reus et B. cereus par la 

aureus, B. cereus et B. 

hnique de cylindre d’agar,  

ning primaire des effets 

et al., 2011), elle nous a 

 étudiées après trois temps 



Chapitre2 : Résultats et discussion  

 

24 

 

Tableau 6: Résultat de criblage primaire sur un milieu solide TSA. 

 

 
Souches 

test 

Souches 
productrices 

 
      1 

 
2 

 
3 

 
5 

 
6 

 
9 

 
10 

Temps 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 

S. typhemurium - - - - - - - - - - - - - - 

S. aureus 11 11.5 - - 
 

- 
 

- 
 

- - - - - - - - 

E. coli - - - - - - - - - - - - - - 

B. subtilis   - - - - 10 10.5 - - - - - - 

B. cereus 10 11.5 - - 8.5 9 8.5 9 - - - - 7 7 

C. albicans - - - - - - - - - - - - - - 

Remarque : chaque valeur est la moyenne de deux répétitions. 

 

 

              Le test d’activité antimicrobienne dans le milieu solide TSA révèle que la souche 1 

possède le spectre d’activité le plus intéressant parmi les isolats testés par l’inhibition de deux 

bactéries   Gram-positif  incluant S. aureus et Bacillus cereus,  suivi de souche 5 qui a inhibé 

deux souches tests appartenant à la même niche écologique, alors que les  souches 3 et 10 

possèdent  l’activité la plus étroite  par l’inhibition de B. cereus uniquement. 

  

Les autres souches productrices (2, 6 et 9)  appartenant au même groupe n’ont aucune 

activité antimicrobienne contre les souches test utilisées dans notre travail. Cette différence 

entre l’activité antimicrobienne des  souches productrices étudiées est peut être liée à la 

diversité écologique représentée par les différents sites  de prélèvement (Bouali, 2017) , dont  

l’adaptation à la variation des conditions physico-chimiques, et les pathogènes cohabitant la 

même niche écologique  peut affecter la production de métabolites bioactives  par la 

corrélation des gènes particuliers cités par Hamdache et al, 2013. 
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Figure 10 : Résultats de criblage primaire vis-à-vis S. aureus (SA), B. cereus (BC) et B. subtilis (BS) 

sur le TSA ; A : Souche 1, B : souche 3, C : Souche 5, D : Souche 10 . 

 

2.2  Technique de diffusion des disques 

 

Tableau 7 :   Résultats de criblage primaire sur le BN 

Souches 
tests 

Souche 
productrice 

1 

Temps 24 48 72 

S. typhemurium - 

 

- 

 

- 

S. aureus 15.66 19.33 16.33 

E.  coli - - 

 

- 

 

B. subtilis - 

 

- 

 

- 

 

B. cereus 10 9 10 

C. albicans - 
 

- 
 

- 
 

       Remarque : chaque valeur est la moyenne de trois répétitions. 
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 La souche 1 isolée de Mekmen Ben Amar a donné une activité vis-à-vis deux souches à 

Gram- positif S. aureus et B. cereus, l’inhibition maximale de S. aureus est de 19,33 observée 

après 48h (LSD= 1.148). La P valeur du facteur temps est de 0.65. 

 L’inhibition de B. cereus n’a pas varie avec le temps, c’est peut être due à la faible sensibilité 

de la souche test aux substances produites par la souche 1, c'est-à-dire une  variation de 

concentration ne montre aucune différence.  Contrairement aux bactéries à Gram-positif, 

aucune activité n’a été observée contre les bactéries à Gram- négatif .Des études réalisées par 

Morikawa et al, 1992 , Eltem et Ucar 1998 indiquent que les métabolites produites par les 

espèces du genre Bacillus sont plus efficaces contres les bactéries à Gram-positif que les 

bactéries à Gram-négatif et les champignons. 

 

La souche 1 n’a pas pu inhiber E. coli, S. typhemurium , B. subtilis et la levure C. 

albicans. Ce résultat négatif peut être probablement dû à la résistance de ces dernières aux 

substances produites par la souche 1, ou bien à l’absence de récepteurs spécifiques aux 

substances bioactives produites par cette souche. Une autre hypothèse possible est que la 

quantité de ces substances synthétisées par notre isolat n’est pas suffisante pour atteindre le 

seuil d’inhibition, à savoir la concentration minimale inhibitrice de chaque microorganisme 

test utilisé. 

 

D'un autre point de vue, les microorganismes tests peuvent produire des substances 

inhibitrices de l’action des molécules antimicrobiennes de la souche 1 même si sont produites 

en quantité suffisante. Il est important de signaler qu’une production importante des composés 

antimicrobiens par certaines espèces microbiennes est associée à un rôle écologique en jouant 

une action défensive au sein d’une communauté microbienne établie (El-Banna, 2015). 

 

 

Figure 11 : Activité de la  souche 1 contre S. aureus (BN) . 
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Figure 12 : Activité de la souche 1 contre B. cereus (BN) . 

 

Les résultats montrent que les diamètres d’inhibition dans les deux milieux BN et TSA 

varie entre (13,50) à (11) respectivement. Cette différence entre les milieux montre que le 

milieu liquide BN possède plus d’activité que le milieu solide TSA.  

 

La production microbienne de métabolites secondaires, particulièrement les composés 

antimicrobiens qui sont en relation avec le métabolisme primaire de la souche productrice ; il 

serve  de précurseur pour la biosynthèse de ces métabolites secondaires bioactifs.  

La composition du milieu de culture influe la biosynthèse de métabolites secondaires 

essentiellement les substances antimicrobiennes, ainsi que la quantité de ces substances 

(Sànchez et Demain , 2002). 

 

2. Criblage secondaire 

3.1  Résultats d’extraction : 

         Une fois l’activité antimicrobienne a été confirmée, la recherche est dirigée vers 

l’extraction de la molécule bioactive à partir de la souche 1 par l’utilisation de deux solvants 

organiques le dichlorométhane et l’acétate d’éthyle en plus d’acétone pour la précipitation 

des protéines. 

Des extraits organiques obtenus sont déposés dans des éppindorfs et pesés pour réaliser 

l’activité 



Chapitre2 : Résultats et discussion  

 

28 

 

 

 

 

               
Figure 13 : Extraits organique de la souche 1. A : Peptidique ;  B :D ichlo Or ; C :Dichloro Or ;       

D : Intra ;   E : Dichloro Aq ;  F : Dichloro Aq . 

 

3.2  Résultats d’activité des extraits obtenus : 

 

         Les extraits obtenus dissous dans l’eau distillée sont testés contre les souches sensibles 

sur le milieu MH par la méthode de puits. 

         Les extraits organiques  de l’acétate d’éthyle en plus de la partie organique de  

dichlorométhane n’ont pas donné une activité. 

         L’extrait de la partie aqueuse de dichlorométhane a donné une activité vis-à-vis  S. 

aureus ATCC 6538 avec un diamètre de 7 mm et contre E .coli ATCC 10536 avec un 

diamètre de 10 mm. 

L’activité de la  partie peptidique est observée contre S.aureus avec un diamètre de 11mm  

(Figure14). 
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Figure 14 : Résultats de la partie organique (CH2Cl2) (6) et peptidique(8) (Bouali, 2019). 

 

Des zones d’inhibition sont observées autour des puits pour la partie peptidique contre 

S. aureus ATCC 6538  et  B. cereus ATCC 11778 avec un diamètre de (11,5) et (9,5) 

respectivement, ces résultats montrent que S. aureus est plus sensible que B. cereus. 

L’eau distillée et le dichlorométhane ont été utilisés comme témoins, leurs résultats contre les 

souches sensibles sont négatifs. 

 

 

 

 
 

 

 

Figure15 : Résultats d’activité de la partie peptidique et intracellulaire (souche 1) . 

 

         Ces résultats ont été comparés par les résultats rapportés par El-banna et 

Qaddoumi ,2015 qui ont utilisé la souche B. cereus NBS isolé à partir d’Alba’qa Jordan, 15,8 

mm et 15mm vis-à-vis S. aureus et B. cereus  respectivement et aucune activité contre E. coli. 

Contrairement à notre composé, le composé actif a inhibé C. albicans (14 mm).  
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Tableau 8 : Résultats d’activité des extraits obtenus 

 

          Extrait  
 
 
 
Souche test 

Intra Extracellulaire 

Peptidique  Non peptidique 

CH2Cl2 
 Or 

CH2Cl2 
aq  

C4H8O2 

Or 
C4H8O2 

Aq 

S. aureus - 11.5 11* - 7* - - 

B. cereus - 9.5 - - - - - 

B. subtilis - - - - - - - 

E. coli 10536* - - - - 10* - - 

 

*: Réalisé dans un laboratoire turque (Department of Genetic and Bioengineering, Faculty of 

Engineering and Architecture, Yeditepe University ,Istanbul, Turkey.) 

Or : phase organique  

Aq : phase aqueuse  

                  CH2CL2 :Dichlorométhane 

                   C4H8O2: Acétate d’éthyle 

4.  Test d’induction  

         Toutes les parties organiques extraites n’ont pas donné une activité vis-à-vis S. aureus 

se qui  indique que la souche productrice 1 ne produit pas la molécule inhibitrices lorsqu’elle 

est en contact avec la souche test S. aureus. 

         Les résultats de test d’induction de Bacillus licheniformis isolée à partir de hamam 

d’bagh (Aissaoui, 2019) sont similaires à notre résultat. Différent des  bactéries probiotiques 

suivantes Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus plantarum L4 et Enterococcus faecium 

L3 qui ont données des spectres plus larges suite à la co-culture  avec la  souche inductrice 

Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 9450 (Kos et al, 2011).  

 

         L'induction par la co-culture n’affecte pas toutes les souches  productrices,  mais elle 

existe chez certains types de communautés microbiennes au moyen du quorum sensing. Parmi 

les quelles une souche du même genre Bacillus subtilis raporté en 2018 par Piewngam et al,  

La production de fengicine de nature lipopetidique par  cette souche élimine S. aureus par 

l’inhibition de quorum sensing.  Cette réponse peut être un mécanisme de défense qui a 

évolué pour dissuader ou tuer un concurrent potentiel (Pathak et al., 2013). 

 



Chapitre2 : Résultats et discussion  

 

31 

 

5. Résultats du Traitement par la protéinase K 

         Après le traitement par la protéinase K, la partie bioactive a perdu l’activité contre les 

souches sensibles S. aureus ATCC et E. coli ATCC 10536,  se qui confirme que la nature des 

molécules est peptidique. Les travaux de Fariha et al en 2009 montrent que la plupart des 

substances antimicrobiennes produites par le genre Bacillus sont de nature peptidique. 

 

 

 

 
 

 

Figure 16 : Traitement par protéinase K (Bouali, 2019) 

 

       

  6.  Résultats de changement de température : 

  

 

 

 
 

Figure 17 : Effet de la température sur la partie peptidique . 
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Tableau  9 : Effet de la température sur la partie peptidique 

 

Température Témoin 55 65 75 85 95 

S. aureus  13 12.25 11.75 11.5 9 - 

% 100% 96% 90% 88% 69% 00% 

B. cereus  11 10 9.75 9 - - 

% 100% 90% 88% 81% 00% 00% 

Remarque : chaque valeur est la moyenne de deux répétitions 

 

         Après 30 min de traitement thermique d’échantillon peptidique (3.72 mg/ml) l’inhibtion 

de   S. aureus a diminué jusqu’à 69% à 85°C, puis perdu complètement à 95°C.  Pour B. 

cereus l’inhibition a diminué jusqu’à 81% à 75°C, puis perdu complètement  à 85°C. La P 

valeur de l’effet de facteur température  du résultat obtenu inferieur à 0.001, avec un  LSD= 

0.4160.  

 

Cette différence peut être liée à la sensibilité différente des deux souches sensibles, comme il 

peut être dû à cause de la présence de deux peptides différents. Le composé peptidique 

produit par la souche 1 est moins stable vis-à-vis la variation de température que le composé 

rapporté par  Bhatta et Kapadnis en 2010 produit par Bacillus subtilis KBB, son activité n’a 

pas été affectée jusqu'à 90°C, mais perdue à l’autoclavage.   

7.  Résultats de la séparation par CCM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : séparation de la partie  peptidique  (à gauche) et l’extrait intracellulaire (à droite). 

         Plusieurs travaux consultés ont mentionné que la chromatographie sur couche mince est 

appliquée dans la plupart des cas de purification de métabolites secondaires (Gibbons and 

Gray, 1998).    
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Les deux extraits contiennent des acides aminés et/ou des protéines du moment où la 

ninhydrine réagit avec les acides aminés libres ou liés. Cependant il y’a des différences 

concernant les propriétés chimiques telle que la solubilité. L’extrait intracellulaire  est plus 

soluble dans le système éluant et migre mieux que l'extrait peptidique. 
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Conclusion : 

       Au cours des années les microorganismes ont développé des mécanismes de résistance 

aux antibiotiques, ce qui impose aux chercheurs de trouver des nouvelles substances à effet 

antimicrobien. Le genre Bacillus est connu par ça capacité de produire ces substances, qui  

sont essentiellement des composés peptidiques. L’objectif principal de ce travail était de 

mettre en évidence le potentiel antimicrobien des Bacillus cereus isolé de la région de 

Naama. 

 

          Après le criblage primaire de sept souches nous avons trouvé quatre souches parmi 

sept ont un effet antimicrobien contre des bactéries à Gram-positif dont Trois  souches (1, 3et 

10) ont une forte similarité avec des souches de Bacillus cereus  s. s dans la base des donnés 

de bruker MALDI biotyper, la souche 5 aussi avait une ressemblance avec   Bacillus cereus 

s.s mais avec une faible confiance d’identification. 

 

            La souche 1 avait un spectre plus intéressant en comparant par les autres isolats par 

l’inhibition de S. aureus et B. cereus. L’étude de l’effet de temps et de milieu ont montré 

qu’après 48h d’incubation dans le bouillon nutritif, la souche 1 a donné une inhibition 

maximale vis-à-vis  S. aureus. Ces deux paramètres ont été utilisés pour le screening 

secondaire. 

          Le  criblage secondaire  de la souche 1,  a révélé la nature protéique de la molécule 

responsable de l’activité antimicrobienne, le traitement par protéinase K  confirme sa  nature 

protéique, la molécule n’a pas perdu l’activité jusqu’à 85°C vis-à-vis S .aureus.  

         

         Le métabolisme bactérien  est lié fortement avec la composition de milieu de culture, et 

les conditions de culture. Afin d’obtenir un rendement plus important ses facteurs doivent 

être étudiés plus précisemment, pour la conception d’un milieu de fermentation adéquat pour 

une production maximale.  

 

        Les résultats obtenus doivent être complétés par des analyses de chimie analytique  telle 

que HPLC et RMN pour la caractérisation de la molécule bioactives.
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Annexe 2 : Préparation de quelques milieux de culture. 

 
 
Gélose Mueller-Hinton : 

o Infusion de viande de boeuf ……..………………………………...300 g 

o Hydrolysat de caséine… ………………………………………..…17,5 g 

o Amidon…………………….……………………………………....01,5 g 

o Gélose …………………………….……………………………..…..17 g 

o Eau distillée …………………………………………..………... 1000 ml 

 

pH =7,4 

 

Gélose nutritive :  

o Peptone …………………….……………………………………………15 g 

o Extrait de viande……………….……….………………………………..10 g 

o Extrait de levure……………………….………………………………...02 g 

o Chlorure de sodium…………………………………………….………..05 g 

o Agar…………………………………………………………….………..20 g 

o Eau distillée ………………………………………………..………. 1000 ml 

pH =6,8-7,4 

Gélose trypto-caséine soja  

o Tryptone ................................................................................................... 15,0 g 

o Peptone papaïnique de soja ........................................................................ 5,0 g 

o Chlorure de sodium..................................................................................... 5,0 g 

o Agar agar bactériologique ........................................................................ 15,0 g 

o Eau distillée………………………………………………………..….1000 ml 

pH : 7,3 ± 0,2 

 

 

 

 

 

 



 

 

Annexe 3 : analyses statistiq

Effet de facteur temps : 
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