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Résumé

Avec la réémergence de résistance aux antibiotiques, La recherche de composés
antimicrobiens nouveaux ou alternatifs demeure une priorité. Les écosystemes extrémes,
notamment les habitats salins, représentent une source prometteuse pour l'isolement de
microorganismes capables de produire des composés naturels a fort potentiel qui peuvent faire

face aux défis actuels de résistance aux antimicrobiens.

L'objectif de notre travail est de réaliser un criblage des activités antimicrobiennes a partir
des bactéries extrémophiles isolées de la grande sebkha d’Oran. Pour cela, un screening
primaire de leurs activités antimicrobiennes a éte effectué. La production des activités a été
lancée sur milieu gélosé et sur milieu liquide. La recherche des activités inhibitrices a été
effectuée par la technique des cylindres d’agar pour les cultures sur milieu gélosé et la technique
des puits pour les surnagents vis-a-vis des germes de références (Bactéries a Gram positif et a
Gram négatif, et des levures). Le screening primaire a montré que la production sur milieu
solide est la plus rentable et a fait ressortir I’isolat LMB3S01 comme 1’isolat le plus prometteur,
ses activités antimicrobiennes ont été extraire a partir de sa culture sur milieu solide. Trois
solvants de différentes polarités ont été utilisés : chloroforme, acétate d'éthyle et méthanol. Les
trois extrais obtenus ont démontré un effet inhibiteurs vis-a-vis les germes précédemment testés
mais avec des diametres moins importants que ceux obtenus par le screening primaire. L'isolat
LMB3S01 a été également retenu pour faire I’object d’une caractérisation phénotypique, c’est
un batonnet a Gram positif mobile, aérobie stricte, possédant la catalase et 1’oxydase.
L’évaluation de sa croissance a différentes conditions de salinité, de température et de pH a
révélé qu’il s’agit d’un isolat halotolérant extréme, thermotolérant et alcalotolérant. Sa
caractérisation biochimique par les systéemes APl 20E et ID32 a fait apparaitre un pouvoir
métabolique intéressant. L’étude de son profil de résistance aux antibiotiques a révélé une
sensibilité a la Kanamycine et Tobramycine et une résistance a la Fosfomycine, Vancomycine

et Amoxicilline

Mots clés : microorganismes extrémophiles, activités antimicrobienne, habitats salins.



Abstract

With the re-emergence of antibiotic resistance, the search for new or alternative
antimicrobial compound remains a priority. Extreme ecosystems, including saline habitats,
represent a promising source for the isolation of microorganisms able to produce high-potential

natural compounds that can address current antimicrobial resistance challenges.

The objective of our work is to screen antimicrobial activities from the isolated
extremophile bacteria of the great sebkha of Oran. For this, a primary screening of their
antimicrobial activities was carried out. The production of the activities was searched on agar
medium and liquid medium. The search for inhibitory activities was carried out by the technique
of plug agar for cultures on agar medium and the technique of wells for supernatants againdt
reference germs (Gram positive and Gram negative bacteria, and yeasts). Primary screening
showed that solid medium production is the most effective and highlighted isolate LMB3S01
as the most promising isolate; its antimicrobial activities were extracted from its solid medium
culture. Three solvents of different polarities were used: chloroform, ethyl acetate and
methanol. The three obtained extract demonstrated an inhibitory effect against the tested germs
but with smaller diameters than those obtained by primary screening. Isolate LMB3S01 was
also selected for phenotypic characterization; it is an aerobic, motile, Gram positive rod-shaped
bacterium, possessing catalase and oxidase. The evaluation of its growth at different salinity,
temperature and pH conditions revealed that it is an extreme halotolerant, thermotolerant and
alkaloolerant isolate. Its biochemical characterization by the APl 20E and ID32 systems
revealed an interesting metabolic power. The study of its antibiotic resistance profile revealed
sensitivity to Kanamycin and Tobramycin and resistance to Fosfomycin, Vancomycin and

Amoxicillin

Keywords: extremophilic microorganisms, antimicrobial activities, saline habitats.
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Introduction

Introduction

La découverte de communautés microbiennes dans des habitas considérés comme hostiles
et extrémes tels que les régions volcaniques, les océans polaires, les lacs salés, les sources
hydrothermales, a révélé que les parameétres physico-chimiques permettant le développement
de la vie sont beaucoup plus larges qu'on ne le croyait. Les organismes prospérant dans de tels
écosystémes hostiles sont qualifiés extrémophiles et ne se contentent pas de résister aux
conditions extrémes, mais ils y trouvent un environnement propice a leur croissance
(Abbamondi et al., 2019).

En fonction des conditions extrémes auxquels les microorganismes extrémophiles sont
confrontés, ils peuvent étre classés en plusieurs groupes : les halophiles ou halotolérants, qui
peuvent survivre dans des conditions de forte salinité ; les thermophiles, qui prospérent a des
températures élevées ; les psychrophiles, adaptés aux températures froides ; les alcalophiles,
qui vivent dans des environnements alcalins ; les acidophiles, qui préferent les environnements

acides et les piézophiles, qui tolérent des pressions élevées (Kochhar et al., 2022).

Les capacités étonnantes d’adaptation des microorganismes extrémophiles aux conditions
extrémes ont conduit a s’interroger sur les stratégies et les mécanismes cellulaires, moléculaires
et génétiques mis en jeu par ces microorganismes pour se maintenir dans de tels milieux. La
compréhension de ces stratégies ouvre des perspectives immenses et prometteuses pour
I’exploitation de ces microorganismes en biotechnologie. Leur étude approfondie pourrait
conduire & la decouverte de nouvelles substances exceptionnelles, avec des applications
potentielles dans de nombreux domaines, allant de la santé humaine a la protection de
I'environnement. Egalement, l'exploitation de ces microorganismes exceptionnels pourrait

révolutionner de nombreuses industries et offrir des solutions inauguratrices aux defis actuels.

Les microorganismes halophiles et halotolérants présentent un groupe intéressant au sein
des microorganismes extrémophiles. Ils possedent des caractéristiques biotechnologiques et
industrielles spécifiques, a savoir la capacité de produire des biopolymeres, des pigments, des
antimicrobiens, des biosurfactants, des solutés compatibles et des enzymes hydrolytiques. En
outre, ces microorganismes deviennent de plus en plus utiles comme moyen alternatif, sOr et

efficace de bioremédiation d’environnements salins contaminés (Yadav et al., 2018).



Introduction

Compte tenu de lI'importance de ce groupe de microorganismes, l'objectif principal de
notre mémoire s’est porté sur 1’évaluation du potentiel biotechnologique de production
d'activités antimicrobiennes par un ensemble d'isolats bactériens extrémophiles provenant d'une

collection isolée par Dr. NAS Fatima le 21 septembre 2019 a partir de la Grande Sebkha d'Oran.

Pour atteindre cet objectif, un protocole expérimental précis a été suivi. Dans un premier
temps, un screening primaire des activités antibactériennes et antifongiques contre des germes
de référence a été réalisé en utilisant la technique des cylindres d’agar. La deuxieme étape a
consisté en I’extraction des métabolites secondaires bioactifs de 1’isolat le plus performant a
I’aide de solvants de polarités variées, suivie de 1’évaluation de leur activité. Enfin, la derniére

étape a été dédiée a la caractérisation phénotypique de 1’isolat le plus bioactif.
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Synthése bibliographique
I. Les microorganismes halophiles et halotolérants : définition et classification

Les microorganismes halophiles et halotolérants constituent un groupe de
microorganismes extrémophiles qui prosperent dans des habitats caractérisés par des
concentrations extrémes de sels (Dutta et al., 2022).

Ces microorganismes sont divises en deux communautés : les halophiles et les
halotolérants.

Les microorganismes halophiles dépendent strictement de la présence du sel pour leur
croissance optimale, ils nécessitent un minimum de 1 M de sel. En fonction des besoins
optimaux en sel pour la croissance, trois catégories sont définies (Abaramak et al., 2020) :

» Les microorganismes légerement halophiles qui se développent sur un intervalle de

salinité de 0,34 4 0,85 M.

> Les halophiles modérés qui se développent a des concentrations comprises entre 0,85 et
3,4 M de NaCl.

> Les halophiles extrémes qui se développent sur un intervalle de salinité allant de 3,4 a
51M.

En revanche, les microorganismes halotolérants sont capables de se développer en
absence de sel et de tolérer des concentrations salines croissantes. En se basant sur leur
halotolérance, trois catégories sont déterminées (Rahman et al., 2017).

» Les microorganismes légérement halotolérants qui tolérent des concentrations de NaCl

allant de 0 jusqu’a 6 a 8% de NaCl (p/v).

» Les microorganismes modérément halotolérants qui tolérent des concentrations de

NaCl allant de 0 jusqu’a 18 a 20% de NaCl (p/v).

» Les microorganismes extrémement halotolérants qui se développent sur toute la
gamme de salinité allant de 0 jusqu’a la saturation.
I1. Les habitats des microorganismes halophiles et halotolérants

Les microorganismes halophiles et halotolérants prospérent dans des habitats salins et
hypersalins ou les concentrations de sels, principalement du NaCl, sont trés élevées Ces
environnements constituent une grande partie de la biosphere terrestre dont les systémes
aquatiques et terrestres naturels constituent les principaux (Kiplimo et al., 2019).

Outre la salinité, ces environnements réunis d’autres facteurs tels que l'alcalinité, les
faibles taux d'oxygéne, la pression, la température, les rayons solaires, les métaux lourds et
d'autres substances toxiques (pesticides, produits chimiques) (La Cono et al., 2019 ; Vera-
Gargallo et al., 2019).



Synthése bibliographique

Les microorganismes halophiles et halotolérants proliferent également dans d'autres
habitats anthropiques tels que les saumures, les champs de pétrole, les étangs, les tanneries et

les aliments salés (Akpolat et al., 2015).

I1. 1. Les sols salins

Selon une classification initiale, un sol est considéré comme salin lorsque la conductivité
électrique de son extrait saturé dépasse 4000 micro-siemens par centimetre (uS/cm) (Richards,
1954). En 2007, le World Soil Resources Reports a établi une valeur de référence de 15000
puS/cm (WRB, 2007). En 2010, le systeme de classification du Soil Survey Staff a fixé ce seuil
a 30000 pS/cm (Soil Survey Staff, 2010).

Il. 2. Les milieux salins aquatiques

Les eaux sont définies comme salées lorsque leur concentration en sels solubles dépasse
0,3% (p/v) et comme hypersalées lorsqu'elles présentent des concentrations salines supérieures
a celles de I'eau de mer (DasSarma et DasSarma, 2012).
Ces eaux sont divisées en deux catégories selon leur origine : les eaux thalassohalines et
les eaux athalassohalines (Akpolat et al., 2021 ; Fisher et al., 2021) :
> Les eaux thalassohalines : sont issues suite a 1’évaporation de I’eau de mer. Leur
composition ionique est identique & celle de I’eau de mer dont le sodium et le chlorure
constituent les ions les plus dominants. Leur pH est proche de la neutralité ou Iégérement
alcalin (exemple : Le grand lac salé).
> Les eaux athalassohalines : elles sont proviennent de la dissolution par I’eau des
évaporites (dépdts de sels) formés par 1’évaporation compléte de ’eau de mer. Leur
composition ionique est différente a celle de I’eau de mer avec une dominance des cations
divalents Mg?* et Ca®*. Elles constituent des systémes de lacs alcalins de soude ou de
sulfate, mais ils peuvent également étre trés acides, notamment dans les régions
volcaniques. De tels environnements sont représentés par la Mer Morte et Wadi An

Naturn en Egypt.
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I11. L’halophilisme / I’halotolérance et les mécanismes d’adaptation

Dans les milieux salins et hypersalins, les micro-organismes halophiles et halotolérants
sont confrontés a une forte concentration de sel et une activité d'eau extrémement faible et donc
une forte osmolarite.

Afin de maintenir I'équilibre osmotique a travers leurs membranes cellulaires et éviter la
perte d'eau cytoplasmique, les micro-organismes halophiles et halotolérants ont développé des
stratégies qui reposent sur I’accumulation, dans leur cytoplasme, de petites molécules
organiques appelées les osmoprotecteurs ou inorganiques ; le KCI (Gunde-Cimerman et al.,
2018).

II1. 1. L’adaptation par accumulation de KCI (Salt-in strategy ou High salt-in)

Le but de cette stratégie d’adaptation est d’empécher la sortie d’eau par accumulation
intracellulaire du KCI dans le cytoplasme. Ce mécanisme est largement adopté chez les Archaea
halophiles extrémes et certaines bactéries halophiles extrémes. La concentration de KCI
intracellulaire chez ces microorganismes est plus importante que la concentration
extracellulaire du NaCl, ce qui conduit a la restauration de la pression de turgescence en
assurant 1I’équilibre osmotique des deux cotés de la membrane plasmique (Hanelt et Mdller,
2013).

La régulation de la concentration en ions est possible grace a I’action coopérative de
plusieurs protéines de transport, pompes ioniques, transporteurs couplés ou autres, qui
permettent les échanges bidirectionnels des molécules et d'ions (Oren, 2006). Ces différents
échanges sont illustrés dans la figure 1.

Chez les halophiles, la force motrice utilisée pour le transport d’ions est une différence
de potentiel formé de part et d’autre de la membrane grace a :

> la chaine respiratoire, au niveau de laquelle le transport d’électrons est accompagné par
I'extrusion des protons,

» des protéines membranaires, ‘les bactériorhodopsines ou halorhodopsine’, qui grace a
leur pigment rétinal, etsous I'effet de la lumiere peuvent aussi étre utilisées pour la
génération d'un gradient de protons,ou encore

» l’utilisation des ATP synthases fonctionnant contre le gradient protons H+ ou elle

entraine la formation d'ATP.
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Na*Cl- K* acides Na*
aminés

Figure 1: Schéma représentatif de différents systémes de transport d’ions a travers la membrane

plasmique des archées halophiles aérobies de la famille des Halobacteriaceae (Oren, 2006).

1. Extrusion de protons via transport d'électrons respiratoire ;2. Extrusion de protons induite par la lumiére de la
bactériorhodopsine ;3. Formation d'ATP par I'ATP synthase, entrainée par le gradient de proton ;4. Antiport
sodium / proton ; 5. Transport interne des acides aminés induit par le gradient de sodium ;6. Potassium uniport,
entraine par le potentiel membranaire ;7. Systéme de transport de chlorure indépendant de la lumiére, associée au
transport de sodium vers l’intérieur ;8. Pompe de chlorure entrainée par la lumiére, a médiation par

I'halorhodopsine.

L’accumulation de fortes quantités de KCI soumet les microorganismes a un nouveau
stress cellulaire, elle favorise les liaisons hydrophobes inter- et intra protéiques conduisant a
I’agrégation et a la destruction des structures protéiques et réduit la disponibilité de I’eau dans
la cellule a cause de I’hydratation des sels. Or, les microorganismes halophiles et halotolérants
ne semblent pas connaitre ce stress, leurs protéines ne sont pas seulement
fonctionnelles et stables a de telles salinités mais elles se dénaturent des que la concentration
en KCI diminue en dessous de 1M. Elles sont en ce sens qualifiées de protéines halophiles
(Edbeib et al., 2016).

III. 2. L’adaptation par productions ou accumulation de solutés organiques (les
osmoprotecteurs) « Compatible-solute strategy » ou « Low salt-in »

Cette stratégie est basée sur D’exclusion du sodium et [’accumulation de
composés organiques de faible poids moléculaire solubles dans 1’eau afin éviter la perte d’eau.

Ces composés peuvent étre soit synthétisés par la cellule ou importés de I’environnement
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externe par des systémes de transport sans qu’ils interférent avec leurs métabolismes. Ils sont
appelés « solutés compatibles », ils comprennent des polyols et leurs dérives, les sucres et
dérivés, les acides amines et dérivés, les bétaines, 1’ectoines (Shivanand et Mugeraya, 2011).

Ce mécanisme est largement utilisé dans les trois domaines de vie Archaea, Eucarya et
Bacteria. Les microorganismes utilisant ce mécanisme sont plus flexibles pour I’adaptation a
la pression osmotique que les microorganismes utilisant le mécanisme de I’accumulation de
KCI. Egalement, I’adaptation 4 la salinité par 1’accumulation de solutés organiques nécessite
moins d’adaptation de la machinerie enzymatique intracellulaire que la stratégie de
I’accumulation des ions potassium, cependant la production des solutés est énergéetiqguement
colteuse (Oren, 2002).

IV. Diversité phylogénétiques des procaryotes halophiles et halotolérants

Les halophiles et les halotolérants se trouvent dans les trois domaines du vivant : les
Archées, les Bactéries et les Eucaryotes. Les procaryotes halophiles et halotolérants sont
présentés les archées et les bactéries.

Les halophiles les plus extrémes appartiennent au domaine des Archeae, ils sont
principaux responsables de la coloration rose a rouge des saumures et des couches de sel. Des
analyses métagénomiques d'échantillons provenant des milieux salins extrémes tels que la mer
Morte, la mer Rouge, le golfe de Cambay, la mer Méditerranée, la forét de mangroves des
Sundarbans et de la mine de sel de Karak, ont révélé la prédominance des genres haloarchéens :
Haloarcula, Halorubrum, Haloferax, Natrialba et Halorhabdus (Moopantakath et al., 2023).

Les types des écosystemes influent fortement sur la biogéographie des haloarchées. Par
exemple, le genre Haloferax est fortement dominant sur les bords de mer, les les et les estuaires,
tandis que le genre Natrialba prédomine dans les riviéres, les mangroves et les lacs (Hegazy et
al., 2020; Moopantakath et al., 2020; Cho et al., 2021).

Les bactéries halophiles et halotolérantes se répartissent surtout dans des environnements
avec des salinités allant jusqu'a 10 a 15 %. Parmi les phyla les plus dominant : Cyanobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes (Gibtan et al., 2017).

Néanmoins, il existe des especes bactériennes halophiles extrémes comme exemple
I’espece Salinibacter ruber du phylum des Bacteroidetes. Cette bactérie requiert une
concentration en sels tres élevée avec une croissance optimale enregistrée a une concentration
de 20 a 30 % de sel (p/v) (Oren et al., 2013 ; Didari et al., 2020). Il y a également quelques
especes du phylum Deinococcus-Thermus qui est reconnu comme 1’un des phyla bactériens les

plus extrémophiles. Il contient deux ordres Deinococcales (avec les genres : Deinococcus,
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Deinobacterium et Truepera) et Thermales (avec les genres : Thermus, Meiothermus,
Marinithermus, Oceanithermus et Vulcanithermus), les membres de ce phylum ont été détectés,
dans des habitats ou la salinité dépasse 340 g.L ! (Abdallah et al., 2016).

Les bactéries du phylum Firmicutes sont hautement diversifiés au niveau morphologique
et physiologique et sont capables d’habiter une grande variét¢ d‘environnements. Les
Clostridia et Bacilli constituent les classes les plus dominantes avec un nombre important
d’espéces halophiles isolées de différents habitats salins et hypersalins. La famille des
Bacillaceae de la classe Bacilli est la plus importante avec 21 genres contenant des especes
halophiles modérées et/ou halotolérantes dont les genres comportant plus d’espéces sont :
Halobacillus, Virgibacillus, Bacillus, Lentibacillus, Alkalibacillus Dans la classe des
Clostridia, les espéces halophiles sont regroupés dans les deux familles Halanaerobiaceae et
Halobacteroidaceae de I’ordre des Halanaerobiales (de la Haba et al., 2011).

Les cyanobactéries peuvent étre trouvées sur une trés large gamme de concentrations de
sel, de I'eau douce aux habitats hypersalins et aux tapis microbiens a des salinités de 250 g.L-1
et plus les espéces les plus répandues sont la cyanobactérie unicellulaire Aphanothece
halophytica et les espéces filamenteuses Microcoleus chthonoplastes et Halospirulina
tapeticola (Oren, 2012).

Les membres halophiles du phylum Actinobacteria sont présentés par le genres
Actinopolyspora, Corynebacterium (Corynebacterium halotolerans), Haloglycomyce
(Haloglycomyces albus), Georgenia, Nesterenkonia, Isoptericola, Haloactinobacterium,
Amycolaptosis, Praseurella, Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Nocardiopsis,
Streptomonospora, Halactinospora, Marinactinospora. Les espéces halophiles du phylum de
Spirochaetes appartiennent au genre Spirochaeta (Spirochaeta halophila, Spirochaeta africana
et Spirochaeta alkalica et Spirochaeta asiatica (de la Haba et al., 2011).

Dans le phylum de Proteobacteria, la classe la plus abondante dans les milieux
hypersalins est celle des Gammaproteobacteria, elle renferme de nombreux ordres tels que
Alteromonadales, Vibrionales, Pseudomonadales, Oceanospirillales, Enterobacteriales, et
Legionellales. La classe des Deltaproteobacteria regroupe des espéces halophiles modérées
anaérobies strictes sulfatoréductrices, chimio-organotrophes, chimiolitho-hétérotrophes ou
chimiolitho-autotrophes (de la Haba et al., 2011 ; Naghoni et al., 2017).
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V. Métabolites antimicrobiens des microorganismes halophiles et halotolérants

Les microorganismes halophiles et halotolérants produisent une variété de composés
antimicrobiens qui peuvent étre des peptides ou d’autres métabolites secondaires. A titre
d’exemples nous citons : les dicétopipérazines, les phénazines, les lipopeptides, polyketides,
les macrolactines, les terpenes, les acides gras et leurs dérivés et les halocines (Tommonaro et
al., 2012 ; Charlesworth et Burns, 2015 ; Auckloo et Wu, 2016 ; Kumar et al., 2016 ; Nas
et al., 2022).

Les dicétopipérazine sont des composés organiques cycliques issus des liaisons
peptidiques entre deux acides aminés (Lalitha et al., 2016). Ils sont stables et résistant a la
protéolyse. lls constituent une pléthore de bioactivités potentiellement importantes pour des
utilités industrielles et médicales, notamment des activités antibactériennes, antifongiques,
antiparasitaires, insecticides et antivirales (Harizani et al., 2020). lls ont été identifiées chez
des espéces de bactéries et d’actinomyceétes halophiles apparentant aux genres (Bacillus
Halobacillus, Actinopolyspora, Nocardiopsis, Salinispora) et archées halophiles
(Haloterrigena, Natronococcus) (Tommonaro et al., 2012; Hamedi et al., 2013 ; Nas et al.,
2022).

Les acides gras et leurs dérivés sont trés connus pour leurs puissantes propriétés
antibactériennes et antifongiques. En raison de leur faible toxicité et de leur haute
biodégradabilité, ils ne sont pas nocifs pour I'environnement. De plus, ces composés possedent
une grande stabilité face aux températures extrémes, aux variations de pH et a la salinité. Ils
sont également autorisés en tant qu'additifs alimentaires. Les champignons pathogenes
montrent une moindre probabilité de développer une résistance aux acides gras antifongiques
(Gad et al., 2016).

De méme, les archées halophiles sont également utilisées dans diverses industries,
notamment I’industrie du textile qui utilise des quantités importantes de sels pour le tannage en
raison de leur pouvoir de produire des halocines qui sont des substances antimicrobiennes de
nature protéique. Ces molécules ont été décrites pour la premiere fois par Rodriguez-valera et
al., (1982), elles inhibent les haloarcheae phylogénétique ment liées. Certaines halocines ont
en plus un potentiel médical tel que ’halocine H6 produite par Haloferax gibbonsii qui a été
indiqué comme traitement pour réduire les ischémies lors d’une transplantation d’organe chez

les chiens (Charlesworth et Burns, 2015).
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VI. Autres applications biotechnologiques des microorganismes halophiles et
halotolérants

Gréce au métabolisme original et & leur capacité a évoluer dans les environnements
extrémes hypersalins, Les microorganismes halophiles et halotolérants produisent des
métabolites uniques autres que les antimicrobiens qui peuvent étre exploités pour des fins
biotechnologiques comme : les enzymes hydrolytiques, les solutés compatibles, les
antioxydants, les pigments, les exopolysaccharides, les biosurfactants et autres (Dutta et
Bandopadhyay, 2022). Ces microorganismes pourraient étre également utilisés comme des
stimulateurs de la croissance végétale (Plant Growth Promoting Bacteria) (Reang et al., 2022)

et dans les procédés de bioremédiation de I’environnement (Jeong et Choi, 2020).

V1. 1. Production des extrémoenzymes

Les microorganismes halophiles et halotolérants présentent une excellente source
d’extrémoenzymes qui ne sont pas uniquement stables et actives a des concentrations élevées
de sel, mais, elles sont également tolérantes a des températures froides et élevées, stables a des
pH alcalins et en présence de solvants organiques, ce qui les rend treés utiles dans divers
applications industrielles (Gupta et al., 2022).

» Dans I’industrie alimentaire, les extrémoenzymes, comme les amylases et les protéases,
sont utilisées dans la production de produits alimentaires et de boissons, y compris la
fermentation, la production de sirops de glucose, et I'amélioration de la texture et de la
saveur des produits alimentaires.

» Dans I’industrie Pharmaceutique, ces enzymes sont utilisées dans la synthése de
produits pharmaceutiques, la production de biocatalyseurs spécifiques, et le
développement de nouvelles thérapies enzymatiques.

» Pour le traitement des déchets, les extrémoenzymes telles que les lipases et les cellulases
sont employées dans le traitement des déchets industriels, y compris la dégradation des
huiles et des graisses, et la conversion des déchets ligno-cellulosiques en bioéthanol.

» En biotechnologie environnementale, les extrémoenzymes sont utilisées pour la
bioremédiation, y compris le traitement des sols et des eaux contaminées par des métaux
lourds ou des polluants organiques.

» Dans l’industrie de textile, les cellulases et les pectinases produites par les
microorganismes halophiles sont utilisées pour le traitement des tissus, y compris le
délavage des jeans aussi bien que dans les détergents de blanchisserie utilises pour

attendrir les textiles, en remplagant les procédes chimiques agressifs.

10



Synthése bibliographique

V1. 2. Production de solutés compatibles

Les substances osmotiquement actives, également appelées solutés compatibles ou
osmolytes, assurent 1’équilibre de la pression osmotique et stabilisent les structures cellulaires
des microorganismes halotolérantes et halophiles dans les environnements hypersalins. Ils
incluent les ectoines, les glycérols, les prolines, les bétaines, et les acides aminés (Shivanand
et Mugeraya, 2011).

Ces solutés, de faible poids moléculaire, n'interférent pas avec les fonctions cellulaires
méme a des concentrations elevées, ce qui les rend particulierement intéressants pour diverses
applications biotechnologiques. Les ectoines et hydroxy-ectoines sont utilisés dans I’industrie
cosmétique dans les produits de soins de la peau pour leurs propriétés hydratantes et protectrices
contre les rayons UV et le stress environnemental. Les ectoines sont également explorées pour
leur potentiel a stabiliser les protéines et les enzymes utilisées dans les formulations
pharmaceutiques, augmentant ainsi leur efficacité et leur durée de conservation. Les solutés
compatibles sont également utilisés pour stabiliser les protéines, les enzymes, et les vaccins
pendant le stockage et le transport, assurant ainsi leur activité et leur efficacité. Ils peuvent étre
ajoutés aux formulations alimentaires pour améliorer la stabilité et la texture des produits, ainsi
que pour protéger les cultures probiotiques dans les aliments fermentés. Dans l'industrie des
détergents, ces solutés sont utilisés pour améliorer la stabilité et I'efficacité des enzymes,
augmentant ainsi leur performance dans des conditions de lavage difficiles (Shivanand et
Mugeraya, 2011).

V1. 3. Production de pigments caroténoides et antioxydants

La coloration rouge et orangée développée dans les environnements hypersalins est due
a la production de pigments caroténoides par les microorganismes halophiles tels que les genres
Dunaliella, Haloarchaea (Halobacterium salinarum, Halobaculum gomorrense, Haloferax
mediterranei et Haloarcula marismortui) et Salinibacter ruber. Les caroténoides les plus
explorés sont le B-caroténe, o-bacterioruberin, xanthophylles, lycopene, l'astaxantine, la
canthaxanthine et salinixanthine (Saini et al., 2017).

Ces composés offrent une vaste gamme d'applications biotechnologiques, couvrant les
industries alimentaire, cosmétique, pharmaceutique et agricole. Dans l'industrie alimentaire, ils
sont utilisés comme colorants naturels, leur origine naturelle et leur sécurité pour la
consommation humaine les rendant particulierement attrayants. Leurs propriétés antioxydantes
permettent leur intégration dans des produits cosmétiques pour proteger la peau contre les

dommages oxydatifs et les rayons UV, contribuant ainsi a I'amélioration de la santé de la peau

11
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et a la prévention du vieillissement cutané. De plus, les caroténoides possédent des propriétés
anti-inflammatoires et antitumorales, ce qui les rend prometteurs pour le développement de
médicaments (Serino et al., 2023 ; Giani et al., 2024).

VI. 4. Production d’Exopolysaccharides EPS

Les microorganismes halophiles et halotolérants sont également sources importantes
d’EPS, (Arundhati et al., 2015). Ces molécules sont des polymeres de sucres synthétisés par
certains microorganismes via des mécanismes intracellulaires. Ils peuvent étre excrétés dans le
milieu environnant ou rester attachés a la cellule, formant des capsules (Llamas et al., 2012).

IIs offrent une gamme étendue d’applications biotechnologiques, ils modifient les
propriétés rhéologiques des systemes aqueux, ils sont utilisés comme stabilisants, épaississants,
gélifiants et émulsifiants dans les industries pharmaceutique, agroalimentaire, pétroliére,
papetiere, textile et cosmétique (Arundhati et al., 2015). De plus, ils servent de dissolvants
métalliques et bio-absorbants dans la récupération du pétrole et les mines (Biswas et Paul,
2014).

V1. 5. Bactériorhodopsines

La bactériorhodopsine est une protéine transmembranaire trouvée dans la membrane
cellulaire de certaines archées halophiles, telles que Halobacterium salinarum. Elle leur
permette d'utiliser la lumiere pour créer des gradients de protons et de chlorure, qui sont
essentiels a leurs processus bioénergétiques. Elle est utilisée dans de nombreuses applications
techniques en raison de sa stabilité thermodynamique et photochimique telles que I'nolographie,
les réseaux neuronaux informatiques optiques et les dispositifs de mémoire optique. Elle peut
étre utilisée pour convertir I'ADP en ATP, offrant ainsi un moyen de recyclage énergétique
alimenté par le soleil. Ceci pourrait étre utile pour les processus biotechnologiques nécessitant
beaucoup d'ATP (Margesin et Schinner, 2001 ; Oren, 2010).

V1. 6. Production de biosurfactants

Les biosurfactants sont des agents tensioactifs synthétisés par des voies biologiques. Ces
molécules peuvent étre intracellulaires, extracellulaires ou localisées a la surface des cellules.
Les microorganismes les produisent pour améliorer I'assimilation des composés insolubles dans
I'eau, tels que les hydrocarbures, facilitant ainsi leur métabolisme. En effet, les biosurfactants
facilitent I’attachement des cellules aux hydrocarbures en augmentant leur solubilité dans I’eau

(émulsifcation) et leur diffusion a I’intérieur de la cellule microbienne (Al-Araji et al., 2007).
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Ces composes représentent une technologie prometteuse avec un potentiel considérable
pour diverses applications, notamment dans I'agriculture, la bioremédiation des sites
contaminés par les hydrocarbures, les polluants organiques et les métaux lourds, l'industrie
pétroliere (particulierement pour le nettoyage des bacs de stockage du peétrole), I'industrie
alimentaire en tant qu'additifs et améliorants pour la boulangerie et la charcuterie, ainsi que
dans les industries cosmétique et pharmaceutique ou ils servent d'agents thérapeutiques aux
propriétés antimicrobiennes, anticancéreuses et antioxydantes (Huang et al., 2010 ; Karnwal
et al., 2023).

13
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I. Origine des isolats

Notre travail se concentre sur I’évaluation du potentiel biotechnologique de la production
des activités antimicrobiennes par des isolats bactériens extrémophiles issus de la grande sebkha
d’Oran. Nous visons également a réaliser une identification phénotypique de 1’isolat le plus
performant et a extraire ces activités antimicrobiennes.

Les isolats font partie d'une collection de souches bactériennes isolées par Dr. NAS
Fatima le 21 septembre 2019, et conservée a -20 °C dans du Bouillon Nutritif contenant 15 %
de NaCl (p/v) et 25 % de glycérol (v/v). lls sont désignés selon les codes suivants : LMB3S01,
LMB3S03, LMB3S04, LMB3S15, LMB3S16, LMB3S18, LMB3S20, LMB3S23, LMB3S25,
LMB3S29.

I. 1. Revivification et vérification de la pureté des isolats

La revivification des isolats a été effectuée en les cultivant dans du Bouillon Nutritif &
15% de NaCl. Les cultures ont ensuite été incubées a 30 °C jusqu'a l'apparition d’un trouble.

La pureté des isolats a été verifiée par des repiquages successifs sur Gélose Nutritive
supplémentée de 15 % de NaCl (p/v) des cultures obtenues sur Bouillon Nutritif a 15% (p/v).

Les isolats purs ont été conservées a nouveau a 4°C sur Gélose Nutritive inclinee
supplémentée de 15 % de NaCl (p/v), et a -20°C dans du Bouillon Nutritif contenant15% de
NaCl (p/v) et 25% (v/v) de glycérol.

l. 2. Présentation de la Grande Sebkha d’Oran

La Grande Sebkha d’Oran est un lac salé situé au nord de 1’ Algérie, au sud-ouest de la
ville d’Oran, a une latitude de 35°42” Nord et une longitude de 00°48’ Est, a 12 Km de la Mer
Méditerranée (Figure 2). En 2002, elle a été classée comme zone humide d’importance
internationale par la convention de Ramsar. L'eau de la sebkha est salée avec une conductivité
électrique supérieure a 56 100 uS cm™ en hiver (Nas et al., 2022). Le sel forme une couche de
10 a 30 cm d'épaisseur qui dont la taille varie en fonction des précipitations et qui s'asséche
complétement pendant la saison estivale. Les sols sont principalement d'origine alluviale, ont

une texture argilo-sableuse (Benziane, 2013).

14



Matériel et Méthodes

S00"W 290°0"E FOOE
1 f 1

Italy ki
IPortugal : X S 3 :
Bpala Mediterranean Sea W@E
=l Gibrajtar (UK) D s ¢ L
2 ! . = W 2 S
e 2 “Tunisia Legende:

Morocco 5 2
- La commune de Misserghin

{27 La Grande sebkha d’Oran
[ Les Wilayas

Algeria , Algeria f

29°0'0"N
1

Libya

stern Sahara’

22°00°N

Mauritania
Mali L
Niger
0 360 720 1,440 Kilometers
7 |} + i 1l
= - 9
4 Burkina Faso B
5'0':!"\\' 2 0"0"" ‘)‘O"V)"f

Ain Témouchent ,.,,/;;\’:
A

P — T T 7 T _;‘ Sidi Bel Abbés

> SN = L $
-0 15 30 7 60 Kilomet R
Coordinate System: GCS WGS 1984 eicen “wu.,, { llometers \ |

Datum: WGS 1984
Units: Degree bouarfa.s

Figure 2: Situation géographique de la Grande Sebkha d’Oran (Nas, 2022).

I1. Criblage des activités antimicrobiennes des isolats

La production des activités antimicrobiennes par les isolats a été étudiée a la fois sur
milieu gélosé (Solid State Fermentation SSF) et sur milieu liquide (Submerged fermentation
SmF) vis-a-vis 10 germes de référence (Tableau 1).

Tableau 1 : les espéces utilisées

Espéces Référence
Bactéries a Gram positif Bacillus cereus ATCC 11778
Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC 15307
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Bactéries a Gram négatif Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumonia ATCC 70603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Levures Candida albicans IP444
Candida albicans ATCC 10231
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Il. 1. Recherche de la production des métabolites antimicrobiens sur milieu gélosé

L’évaluation de la production des activités antimicrobiennes des isolats sur milieu gélose
a été réalisé par la technique des cylindres d’agar (Blouiri et al., 2016). Cette méthode consiste
a ensemencer les isolats en stries serrées sur la Gélose Nutritive & 15% de NaCl de
fagon a obtenir un tapis. Aprés 7 jours d’incubation a 30°C, des cylindres d’agar d’environ
de 6 mm de diameétre sont prélevés et déposés sur des boites de pétri contenant des milieux
gélosés Muller-Hinton (pour les bactéries) et Sabouraud (pour les levures) prealablement
ensemencés par les suspensions des germes test en utilisant la technique d’écouvillonnage,
selon les recommandations de la CLSI (2015).

Des cylindres d’agar prélevés a partir de la Gélose Nutritive a 15 % de NaCl (p/v) non
ensemencée ont été utilisés comme témoins.

Les boites de pétri sont placées pendant deux heures a 4°C pour permettre la diffusion

des substances antimicrobiennes, puis incubées durant 24 heures a 37°C.

I1. 2. Recherche de la production des métabolites antimicrobiens sur milieu liquide

Pour cette étude, les isolats produisant des activités antimicrobiennes sur milieux gélosé
ont été sélectionnés et cultivés sur milieu liquide pour tester 1’activité de leurs surnagents.

Pour chaque isolat, deux a trois colonies de 24 heures a 30°C sur Gélose Nutritive
supplémentée de 15% de NaCl, ont été inoculées dans 5 mL de Bouillon Nutritif a 15% de
NaCl. Apres 24 heures d’incubation a 30°C sous agitation (180 rpm), ces pré-cultures ont eté
introduites stérilement dans des tubes Falcon contenant 40 mL de Bouillon Nutritif additionné
de 15% de NaCl.

Apres sept (7) jours d’incubation a 30°C sous agitation (180 rpm), chaque culture a été
centrifugée a 3000 t/min pendant 30 minutes et les surnageants ont été récupérés.

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne des surnageants a été effectuée par la technique
des puits (Balouiri et al., 2016). Sur des géloses Muller-Hinton et Sabouraud prealablement
ensemenceées par la germes tests, des puits de 6 mm de diamétre ont été perforés aseptiquement
en utilisant ’extrémité plate des pipettes pasteur stériles, ensuite, un volume de 50 pL de
surnageant y a été introduit. Des puits contrdles, ont recues 50 pL de Bouillon Nutritif & 15 %
de NaCl.

Les boites de pétri sont placées pendant deux heures a 4°C, puis incubées a 37°C. Les

diametres des zones d’inhibition ont été mesurés apres 24 heures d’incubation.
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I1. 3 Extraction des métabolites antimicrobiens de I’isolat le plus prometteur a partir du

milieu gélosé

L’extraction des métabolites antimicrobiens de I’isolat sélectionné a été effectuée a
partir de leurs cultures sur milieu gélosé en utilisant trois solvants de polarité differente ; le
chloroforme, I’acétate d’éthyle et le méthanol, selon le protocole de Kim et al. (2016) avec
quelques modifications.

Des suspensions avec une DOgoonm de 0,1 dans du Bouillon Nutritif supplémenté de15%
de NaCl ont été utilisées pour ensemencer des Géloses Nutritives a 15% de NaCl.
L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage afin d’obtenir des cultures en tapis. Aprés
7 jours d’incubation a 30 °C, les cultures ont été soigneusement raclées, puis les géloses
découpées et placées dans les différents solvants, a raison de deux boites pour 50 mL de chaque
solvant.

Les mélanges gélose-solvant ont subi une agitation pendant deux heures a température
ambiante, puis une filtration en utilisant le papier filtre. Les phases organiques ont

été ensuite évaporees a 45 °C. Les résidus secs ont été récupérés dans 2 mL de DMSO.

I1. 4. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits bruts

Les différents extraits obtenus ont été testés pour leur pouvoir antimicrobien par la
technique des disques en papier (Balouiri et al., 2016) vis-a-vis de Bacillus cereus ATCC
11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus
ATCC 15307, Klebsielle pneumonia ATCC 70603, Escherichia coli ATCC 25922, et Candida
albicans ATCC 10231,

Des disques stériles de papier Whatman N° 3 de 6 mm de diamétre ont recu 50 puL de
chaque extrait et des disques témoins ont recu 50 pL de DMSO purs par des dépots
successifs tout en évitant les débordements. Aprés séchage, les disques ont été déposés sur des
boites de pétri contenant des milieux gélosés, Muller-Hinton et Sabouraud préalablement
ensemenceés par les suspensions des germes test.

Les boites de pétri ont été laissées pendant 2 heures a 4 °C, puis incubées durant 24 heures
a 37 °C.
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III. Caractérisation phénotypique de I’isolat le plus prometteur

L'isolat présentant les activités antimicrobiennes les plus prometteuses a été choisi pour
une caractérisation phénotypique, en suivant les tests proposes par Logan et al. (2009) pour la

description de nouveaux isolats d’eubactéries halophiles et halotolérants.
I11. 1. Détermination des caracteres microscopiques et macroscopiques

Les caractéristiques microscopiques de notre isolat ont été examinées apres 24 heures
d'incubation & 30°C sur Gélose Nutritive a 15 % de NaCl.
e La mobilité a été évaluée par I'observation directe de cellules vivantes entre lame et
lamelle, a I'aide d'un microscope photonique a objectif 40.
e Lamorphologie, le type de paroi et le mode de regroupement cellulaire ont été déterminés
apres une coloration de Gram, réalisée conformément au protocole établi par Gram en
1884, et les observations ont été faites avec un microscope photonique a objectif 100 a
immersion.
Les caractéres macroscopiques (taille, pigmentation, forme, opacité, élévation et
consistance des colonies) ont été déterminés apres 24 heures d'incubation a 30°C sur Gélose
Nutritive contenant 15 % de NaCl.

I11. 2. Croissance a différentes conditions de température, pH et salinité

Les intervalles de conditions physicochimiques (salinité, température et pH) favorisant la
croissance de I’isolat sélectionné ont été établies en utilisant des milieux gélosés, en modifiant
une de ces conditions tandis que les deux autres sont maintenues constantes (Gomri et al.,
2021). La croissance a été surveillée quotidiennement pendant 72 heures.

e La gamme de salinité favorable a la croissance a été établie en ensemencant I’isolat
sur GN a pH 7 contenant des concentrations en NaCl allant de 0 & 30 % (p/v). Les
cultures ont ensuite été incubees a 30°C.

e L’intervalle de température propice a la croissance a été déterminé en incubant
I’isolat ensemencé sur GN a15% de NaCl et un pH 7, a des températures variant entre
20 et 55°C.

e L’intervalle de pH favorable a la croissance a été déterminé par en cultivant I’isolat
sur GN a 15% de NaCl, ajustée a des pH de 4, 5, 6, 7, 8 et 9. L’incubation a été
effectuée a 30°C.
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I11. 3. Détermination des caracteres biochimiques

Sur le plan biochimique, la caractérisation de I’isolat a été effectuée a l'aide des systémes
APl 20E (Logan et Berkeley, 1984) et API ID32, ainsi que par d’autres tests de la

microbiologie classique.

I11. 3. 1. Les systemes APl 20E et API ID32

Les galeries APl forment un systéme simplifié et standardisé comprenant des microtubes
contenant des substrats déshydratés, ce qui permet d'étudier les profils biochimiques des isolats.

La galerie APl 20E permet de mettre en évidence 20 tests biochimiques, tandis que la
API 321D permet d’effectuée 32 tests (voir annexe 2).

Une suspension de notre isolat, avec une opacité de 0,5 McFarland (DOsgonm=0,1), a €té
préparée dans de I'eau physiologique a partir d'une culture de 24 heures sur GN a 15 % de NaCl
(p/v). Les galeries ont été inoculées conformément aux recommandations du fabricant (voir
annexe). Apres 24 heures d'incubation a 30°C, les réactions ont été observées, elles se traduisent
par des changements de couleur spontanés ou aprés l'ajout de réactifs. Les résultats ont été

interprétés en se référant au catalogue fourni avec la plaque (voir annexe 2).

I11. 3. 2. Mise en évidence de la catalase

Il s'agit de la recherche de I'enzyme responsable de la décomposition du peroxyde
d'’hydrogéne. Le principe consiste a mettre en contact une colonie de la souche avec une goutte
de peroxyde d'hydrogéne (H20.). La présence de I'enzyme est indiquée par un dégagement

immédiat de bulles gazeuses (Health Protection Agency, 2011).
I11. 3. 3. Mise en évidence de I’oxydase

Le test d'oxydase vise a détecter la présence du cytochrome oxydase, la derniere enzyme
de la chaine respiratoire, qui transfére les électrons a I'oxygéne ou a un autre oxydant minéral.
Le principe consiste a deposer une colonie de la souche test sur un disque imprégné du réactif
oxalate de N, N-diméthyl-1,4-phénylene diamine-dichlorure. La présence de I'enzyme est
indiquée par le virage de la couleur rose du disque vers un violet noiratre (Public Health
England, 2014).
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I11. 3. 4. Le test Mannitol-Mobilité

La mobilité de I’isolat ainsi que la fermentation du mannitol ont été déterminées sur le
milieu semi solide de Mannitol-Mobilité. L’isolat a été ensemencé par piqlre centrale. Apres
24 d’incubation a 30°C, I’ utilisation du mannitol se traduit par un virage de la couleur du milieu,
du rouge au jaune et la mobilité est révélée par 1’envahissement du milieu autour de la piqgire

d’inoculation (Harley et Prescott, 2002).
I11. 3. 5. Recherche du type respiratoire

La détermination du type respiratoire de 1’isolat a été réalisée selon le protocole de
Guiraud (1998) en utilisant une gélose profonde viande foie (VF) coulée dans des tubes.
L'ensemencement a été effectué avec une pipette Pasteur, en introduisant I'inoculum au fond du
tube a 45°C, puis en le remontant en spirale pour ensemencer uniformément le milieu. Apres
solidification du milieu, les cultures ont été incubées a 30°C pendant 72 heures. Les bactéries
strictement aérobies se développent uniquement dans la zone superficielle, tandis que les

bactéries aérobies-anaérobies facultatives se développent sur I'ensemble du tube.
I11. 3. 6. Etude du profil de sensibilité aux antibiotiques

Le profil de sensibilité aux antibiotiques de I’isolat a été déterminé, en utilisant la
technique de diffusion des disques sur la gélose Miieller-Hinton. Six antibiotiques de différentes
classes ont été utilisés : la fosfomycine (50ug), la tetracycline (30ug), la kanamycine (30ug),
I’amoxicilline (13png), la streptomycine (10ug) et I’ampicilline (10pg).

A partir de cultures incubées pendant 24 heures & 30 °C sur GN avec 15 % de NaCl (p/v),
une suspension de turbidité équivalente a 0,5 McFarland a été préparée dans un bouillon nutritif
contenant également 15 % de NaCl. Cette suspension a ensuite été ensemencée par
écouvillonnage sur des boites de Pétri contenant de la gélose Mieller-Hinton. Les disques
d’antibiotiques ont été¢ appliqués sur la gélose a I’aide d’une pince stérile. Aprés 24 heures
d’incubation a 30 °C, les zones d’inhibition ont ét¢ mesurées et la classification des bactéries
comme intermédiaires, résistantes ou sensibles aux antibiotiques a été réalisée selon les
interprétations de CA-SFM (2023).
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Résultats et Discussion

I. Criblage des activités antimicrobiennes des isolats
l. 1. Résultat

I. 1. 1. Recherche de la production des métabolites antimicrobiens sur milieu gélosé
Aprés la revivification et la purification des 10 isolats, leur capacité a produire des activités
antimicrobiennes vis-a-vis des germes de référence a été évaluée en utilisant la technique des
cylindres d'agar, aprés sept jours de leur culture & 30°C sur Gélose Nutritive & 15% de NaCl
(p/v).

Les photos dans la figure 3 montrent les résultats de I’activité antimicrobienne de quelques

isolats vis-a-vis Bacillus cereus et Micrococcus luteus .

LMB3S03 LMB3S04
LMB3S01

LMB3S16

LMB3S18 LMB3S20
LMRB3SIS

LMB3S29

LMB3S25

LMB3523 TMB3S29

Figure 3: Photos des résultats des activités antimicrobiennes des 10 isolats par la technique des

cylindres d’agar vis-a-vis Bacillus cereus (A); Micrococcus luteus. (B)

L’expérience a été effectuée en duplicata. Les différentes moyennes des diamétres des
zones d’inhibition sont présentées dans le tableau 2. 1l en ressort que, sur les 10 isolats testés,
6 isolats possédent des activités inhibitrices de la croissance des germes tests. Cette activité
varie d’un isolat a I’autre : 3 isolats (LMB3S01, LMB3S04 et LMB3S18) montrent des activités
antibactériennes a la fois vis-a-vis les bactéries a Gram (+) et a Gram (-). Trois autres isolats
(LMB3S15, LMB3S16 et LMB3S20) exercent un effet inhibiteur contre un seul germe test, le

Micrococcus luteus. Aucune activité antifongique n’a été enregistrée.
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Tableau 2: Diamé¢tres des zones d’inhibition en millimétre (mm) obtenus par la technique des
cylindres d’agar.

Germes tests  Bc Bs Ef Sa Ml Ec Kp Ps Ca444 Cal0

Isolats

LMB3S01 11 11 - 20 21 11 09 - - -
LMB3S03 - - - - - - - - - -
LMB3S04 11 9 - 22 19 10 - - - -
LMB3S15 - - - - 15 - - - - -
LMB3S16 - - - - 17 - - - - -
LMB3S18 - - - 15 24 8 - - - -
LMB3S20 - - - - 12 - - - - -
LMB3S23 - - - - - - - - - -
LMB3S25 - - - - - - - - - -
LMB3S29 - - - - - - - - - -

Bc : Bacillus cereus, Bs : Bacillus subtilis, Ef : Enterococcus feacalis, Sa : Staphylococcus
aureus, Ml : Micrococcus luteus, Ec : Escherichia coli, Kp : Klebsiella pneumonia, Ps :
Pseudomonas aeruginosa, Cal0 : Candida albicans ATCC 10231, Ca444 : Candida albicans
IP 444,

La réponse des germes tests aux activités antimicrobiennes produites par les isolats varie
également d’un germe test a un autre. Le graphe illustré dans la figure 4 présente la fréquence
des isolats bioactifs vis-a-vis chaque germe test. Il montre que les bactéries a Gram positif sont
plus sensibles que les bactéries a Gram négatif dont 1’espéce Micrococcus luteus, est la plus
inhibée avec 60% des isolats (6 isolats) provoquant 1’inhibition. Staphylococcus aureus suit
avec une inhibition par 30% des isolats (3 isolats).

Parmi les bactéries a Gram négatif, E. coli est I'espéce la plus inhibée, étant affectée par
30% des isolats (soit 3 isolats). En revanche, I'espéce bactérienne la moins inhibée est Klebsiella
pneumonia, qui n'a été inhibée que par un seul isolat.

Aucune activité n’a été remarquée vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus

feacalis.
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Figure 4 : Fréquence des isolats producteurs activité antimicrobienne vis-a-vis chaque germe

test.

Les résultats du screening primaire des activités antimicrobiennes par la technique de
cylindres d’agar révelent que l'isolat LMB3SO0L1 est le plus prometteur en termes de production
d'activités antimicrobiennes. Il démontre un large spectre antibactérien et génére des zones

d'inhibition significatives.

I. 1. 2. Recherche de la production des activités antimicrobiennes sur milieu liquide
(Submerged fermentation SmF).

Les isolats exercant une activité inhibitrice de la croissance des germes tests par la
technique des cylindres d’agar ont été choisis pour chercher la production des activités
antimicrobiennes sur milieu liquide. 11 s’agit de LMB3S01, LMB3S04, LMB3S15, LMB3S16,
LMB3S18 et LMB3S20. Leurs surnageants ont été récupérés par centrifugation a 3000 t/min
pendant 20 minutes a partir des cultures de 7 jours sur Bouillon Nutritif supplémenté de 15%
de NaCl. L’activité antimicrobienne a été recherchée, par la technique des puits, vis-a-vis les
10 germes utilisés précédemment.

Les résultats des diametres des zones d'inhibition sont présentés dans le tableau 3, il
apparait que seulement 3 surnageants ont exercé un pouvoir inhibiteur, a savoir le surnageant
de I’isolat LMB3S01, LMB3S04, et LMB3S15.
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Quant au surnageants des isolats LMB3S01let LMB3S15 ont inhibé seulement Bacillus
cereus et Bacillus subtilis. En revanche, le surnageant de 1’isolat LMB3S04 a inhibé Bacillus
cereus, Bacillus subtilis et Escherichia coli.

Le diamétre le plus important est de 14 mm, il a été obtenu vis-a-vis Bacillus cereus et E.
coli respectivement par les isolats LMB3S01 et LMB3S04
Tableau 3 : Diametres des zones d’inhibition en millimétre (mm) obtenus a partir du screening

primaire des activités antimicrobiennes des isolats sur milieu liquide.

Germes tests  Bc Bs Ef Sa Ml Ec Kp Ps Ca444 Cal0

Isolats

LMB3S01 14 11 - - - - - - - -
LMB3S04 13 11 - - - 14 - - - -
LMB3S15 08 09 - - - - - - - -
LMB3S16 - - - - - - - - - -
LMB3S18 - - - - - - - - - -
LMB3S20 - - - - - - - - - -

Bc : Bacillus cereus, Bs : Bacillus subtilis, Ef : Enterococcus feacalis, Sa : Staphylococcus
aureus, Ml : Micrococcus luteus, Ec : Escherichia coli, Kp : Klebsiella pneumonia, Ps :
Pseudomonas aeruginosa, Cal0 : Candida albicans ATCC 10231, Ca444 : Candida albicans
IP 444,

Le graphe illustré dans la figure 5 présente la fréquence d’inhibition des germes test par

les surnagents des isolats.

=
[%2]
= 35
)
&
g 20
o)
2
S 20
(5]
g 15
-
5 10
w
§ 0 0 0 0 0 0 0 0
@ © A W S % » ¢ R N \$
> &Y @‘\\ &\@ N &e‘* z&p\ " o R o “&o g WX \@:5
I A ) W W SN ‘\\N & 0 & RY
AN A ) v v ¢ Q o Q
Qs“‘ Q,“c \o‘p & °c°° @s‘» ‘&s m\\@ &‘o\c @P’
> ﬁ\\"“ & 0‘{‘\0 & (& 6\00'
$@Q s@@ o & Germes Tests

Figure 5 : Fréquence des surnageants actives vis-a-vis les germes tests.
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l. 1. 3. Extraction des métabolites antimicrobiens de I’isolat a partir du milieu solide

L’isolat LMB3S01 a été sélectionné pour extraire ces composés antimicrobiens.
L’extraction a été réalisée a partir d’une culture sur milieu gélosé Gélose Nutritive a 15% de
NaCl. Trois solvants de polarité différente ont ét¢ utilisés : le méthanol, 1’acétate d’éthyle et le
chloroforme. Le pouvoir antimicrobien de tous les extraits obtenus a été testé a l'aide de la
méthode des disques en papier. Les diameétres des zones d’inhibition obtenus sont représentés
dans le tableau 4.

Tableau 4 : Diametres des zones d’inhibition des différents extraits par la technique des disques
en papier.

Les germes test Diameétres des zones d’inhibition (mm)
Chloroforme Acétate d’éthyle Méthanol
Bacillus cereus 6 mm 7mm 9mm
Bacillus subtilus 7 mm 8 mm -
Satphylococcus aureus 7mm 8 mm 10 mm
Micrococcus luteus 10 mm 11 mm 14 mm

Escherichia coli - - .

Klebsiella pneumonia 11mm

D'apres les résultats obtenus, il apparait que les trois extraits de I’isolat LMB3S01
(chloroformique et d’acétate d’éthyle et méthanolique) ont montré un pouvoir inhibiteur vis-a-
vis les germes testés Bacillus cereus, Bacillus subtilus, Satphylococcus aureus, et Micrococcus
luteus, mais avec des diametres moins importants par rapport a ceux obtenus par le contact
direct (technique de cylindre d’agar). En ce qui concerne le germe Klebsielle pneumonie, seul
I’extrait chloroformique a exercé une inhibition. Aucun effet inhibiteur n’a été enregistré contre

Escherichia coli.

I. 2. Discussion

Dans cette premiere partie de notre mémoire, nous avons effectué un screening primaire
pour évaluer le pouvoir antimicrobien de dix isolats provenant de la grande sebkha d'Oran
contre des germes de référence appartenant a différents groupes : bactéries Gram-positives,
bactéries Gram-négatives et levures.

La méthode employée pour le screening primaire est la technique des cylindres d'agar,

une méthode de diffusion en milieu gélosé. Cette technique est fortement recommandée pour

25



Résultats et Discussion

mettre en évidence lI'antagonisme entre les microorganismes (Botta et al., 2020; Anteneh et
al., 2021; Nas et al., 2021). Outre sa simplicité, elle permet de tester I'activité de plusieurs
isolats vis-a-vis du méme germe test sur une méme boite de Pétri, par contact directe et en un
temps court.

Les résultats obtenus du screening primaires ont révélé que sur les 10 isolats, 6 isolats
sont actives sur aux moins un germes test. 3 isolats produisent a la fois des activités a 1’égard
des bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Aucun germe n’a montré une activité
antifongique. Les espéces bactériennes les plus sensibles sont Micrococcus luteus, suivis par
Staphylococcus aureus.

Les germes test utilisés ont été choisis de fagon a obtenir un représentant de chaque classe.
Les especes Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa ont
été utilisées dans diverse études portant sur la recherche de composés bioactifs a partir des
microorganismes (Aouiche et al., 2014; Anteneh et al., 2021 ; Nas et al., 2021 ; Saibi et al.,
2022). Ces especes font partie du groupe SKAPE qui constitue le plus grand risque parmi les
agents pathogenes humains. Ce groupe comprend Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii, et Enterococcus faecium
(Corral et al., 2019).

En ce qui concerne les isolats n'ayant montré aucun pouvoir inhibiteur contre les germes
testés, plusieurs hypothéses sont possibles. Cela pourrait étre di a I'absence de cibles
spécifiques chez les germes testés ou a une production de composés antimicrobiens insuffisante
pour atteindre le seuil d'inhibition, c'est-a-dire la concentration minimale inhibitrice pour
chaque microorganisme testé. L'absence d'activité antimicrobienne peut également étre
attribuée a la présence de mécanismes de résistance chez les germes testés, inhibant ces activités
antimicrobiennes méme si elles sont produites en quantités suffisantes.

De nombreuses analyses des séquences de génomes microbiens complets ont révélé la
présence d'un large éventail de génes biosynthétiques silencieux, codant pour de nombreux
composés qui ne s’expriment pas dans des conditions de culture standard en laboratoire
(Chiang et al., 2011 ; Okada et Seyedsayamdost, 2017 ; Sun et al., 2021). Pour surmonter
ces limitations et induire I'expression de ces genes silencieux, plusieurs approches peuvent étre
employées, telles que la modification des conditions de culture et I'ajout de facteurs stimulants.
La méthode la plus prometteuse est la co-culture, qui peut imiter I'environnement microbien
naturel et activer les genes biosynthétiques silencieux grace a des stimulants environnementaux.
Les signaux chimiques libérés par d'autres microbes peuvent déclencher diverses réponses de

défense, notamment la synthése de métabolites secondaires variés et la production d'enzymes
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extracellulaires et plusieurs études ont montré le succeés de cette approche (Wu et al., 2018 ;
Aissaoui et al., 2019 ; Karuppiah et al., 2019 ; Sun et al., 2021).

Les six isolats (LMB3S01, LMB3S04, LMB3S15, LMB3S16, LMB3S18 et LMB3S20)
ayant demontre des activités inhibitrices lors du screening primaire a l'aide de la technique des
cylindres d'agar ont été sélectionnés pour eévaluer I'activité antimicrobienne de leurs surnageants
vis-a-vis les mémes germes testés. Les résultats obtenus se sont révelés complétement
différents. Les surnageants des isolats LMB3S16, LMB3S18 et LMB3S20 n'ont montré aucun
effet inhibiteur, bien que lors du screening par la technique des cylindres d'agar, ces trois isolats
aient présenté un pouvoir inhibiteur contre Micrococcus luteus. De plus, LMB3S18 avait
également inhibé les germes Staphylococcus aureus et E. coli avec des diamétres de zone
d'inhibition significatifs (Tableau 2).

En comparant les résultats de la production des activités sur milieu gélosé et sur milieu
liquide, on observe également une absence d'expression des activités inhibitrices de la
croissance de Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus dans les surnageants des isolats
LMB3S01 et LMB3S04, bien que ces isolats aient montré des activités inhibitrices
significatives avec la technique des cylindres d'agar. En revanche, les activités inhibitrices
contre Bacillus cereus et Bacillus subtilis ont été produites, avec des diameétres d'inhibition
supérieurs ou égaux a ceux obtenus par la technique des cylindres d'agar.

Les activités inhibitrices contre Klebsiella pneomoniae, exprimees par l'isolat LMB3S01
avec la technique des cylindres d'agar, n'ont pas été exprimées en milieu liquide. Concernant E.
coli, le surnageant de I'isolat LMB3S01 n'a exercé aucun effet inhibiteur, bien que l'isolat lui-
méme ait démontré un pouvoir inhibiteur avec un diametre de 11 mm par la technique des
cylindres d'agar. En revanche, le surnageant de I'isolat LMB3S04 a exercé un effet inhibiteur
plus important que celui obtenu par la méme technique. L'isolat LMB3S15 n'a montré aucun
effet inhibiteur contre Bacillus cereus et Bacillus subtilis, tandis que son surnageant a révélé un
effet inhibiteur avec des diametres d'inhibition plus ou moins importants.

A partir de ces résultats, nous constatons I'impact significatif de la consistance du milieu
de culture (solide ou bouillon) sur la production et la diffusion des activités antimicrobiennes
de nos isolats. Ces observations nous permettent de conclure que le type de fermentation (sur
milieu solide a faible activité d'eau ou sur milieu liquide) exerce une influence déterminante sur
la production de metabolites par les microorganismes.

En général, la fermentation en milieu solide est adaptée aux microorganismes cultivés
dans des conditions aérobies avec une faible activité en eau. L'oxygene étant directement fourni

aux microorganismes, leurs besoins énergétiques sont relativement réduits. Par conséquent, la
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production de metabolites secondaires est significativement augmentée, avec des rendements
bien plus élevés et en un temps plus court (Al-Ansari et al., 2019).

Hosny et al. (2011) ont observé des résultats analogues avec leur isolat bactérien
provenant de la mer Méditerranée, identifié comme Bacillus licheniformis NRC-18. Cette
souche est capable de produire des substances antimicrobiennes exclusivement en milieu solide.
IIs ont attribué cette particularité a lI'incapacité des composes antimicrobiens produits par cette
bactérie de se diffuser dans un environnement aqueux.

Dans leur étude comparative utilisant la chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS), Kibret et ses collaborateurs (2018) ont identifiés de
nouveaux métabolites secondaires dans les extraits de Streptomyces spp obtenus a partir de
milieu gélosé par rapport au milieu liquide.

Un autre exemple remarquable est la conoicétine, un antibiotique efficace contre les
bactéries et les champignons ainsi que contre Staphylococcus aureus multi-résistants. Cet
antibiotique est produit par I’ascomycéte Coniochaeta ellipsoidea en fermentation solide alors
que sur milieu liquide ce champignon ne 1’a jamais produit malgré une bonne croissance
(Kumar et al., 2021).

Sur la base des résultats du screening primaire des activités antimicrobiennes et en tenant
compte des observations antérieures sur I'impact du type de fermentation (solide ou liquide) sur
la production d'antimicrobiens, nous avons sélectionné I’isolat LMB3S01 pour extraire ses
activités antimicrobiennes a partir de sa culture sur milieu solide. Nous avons utilisé une série
de solvants de différentes polarités : chloroforme, acétate d'éthyle et méthanol. Les trois extrais
obtenus ont démontré un effet inhibiteurs vis-a-vis les germes précédemment testés bien que
les zones d'inhibition observées aient été significativement plus petites que celles obtenues par
la méthode des cylindre d'agar. Cette diminution pourrait s'expliquer par une extraction ou une
concentration inefficace des métabolites actifs produits par les solvants utilisés. Ainsi, il est
nécessaire d'explorer d'autres types de solvants pour optimiser cette extraction.

L'isolat LMB3S01 a été également retenu pour faire 1’object d’une caractérisation

phénotypique dans la phase suivante de notre étude.
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I1. Caractérisation phénotypique de I’isolat LMB3S01

Il. 1. Résultats

La caractérisation de I’isolat LMB3S01 a été effectuée selon les tests proposes par Logan
et al. (2009).
I1. 1. 1. Caractéres microscopiques et macroscopiques

Les caractéres microscopiques ont été déterminés aprés 24 heures d’incubation a 30°C sur
Gélose Nutritive a 15% de NaCl (p/v) par un état frais et apres coloration de Gram.

L’observation au microscope optique de 1’état frais (objectif X40) a montré que les
cellules sont des batonnets mobiles.

L’observation des cellules fixées, aprés coloration de Gram a été effectuée a objectif 100
a immersion, elle a montré que les cellules de 1’isolat LMB3S01 possédent la forme batonnet,
elles sont soit isolées ou formant de chainettes avec un type de paroi a Gram positif.

Les caractéres macroscopique ont été également déterminé apres 24 heures d’incubation
a 30°C sur Gélose Nutritive a 15% de NaCl (p/v), I’isolat LMB3S01 donne de colonies de 3 a
4 mm de diameétre non odorantes, a surface bombée, lisse et brillante avec un contour régulier,
translucides de couleur beige avec une consistance muqueuse.

La figure montre I’aspect des cellules (examen microscopique) et des colonies (examen

macroscopique) de 1’isolat LMB3S01
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Figure 6 : I’aspect des cellules (A) et des colonies (B) de I’isolat LMB3S01 aprés 24 heures
d’incubation a 30°C sur Gélose Nutritive a 15% de NaCl.
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Il. 1. 2. Caractérisation physiologique

La caracterisation physiologique a été déterminée en suivant quotidiennement durant 72
heures leur croissance sur milieu gélosé (Gélose nutritive) a différents paramétres de salinité,
de température et de pH

Les différents résultats de cette étude sont mentionnés dans le tableau 5, ils montrent que

’isolat a poussé sur tous les intervalles de salinité, de pH et de Température explorés.

Tableau 5 : intervalles de salinité, de température et de pH permettant la croissance des isolats.

Parameétres de croissance LMB3S01
Concentration de NaCl (%) 0 a30%
Optimum de concentration de NaCl de croissance 15%
Température (°C) 25 a55°C
Optimum de température de croissance 30°C - 37°C
pH 5a 9
Optimum de pH de croissance 6-7

Il. 1. 3. Caractérisation biochimique

L’¢étude du profil biochimique et des propriétés métaboliques de ’isolat a été effectuce
en utilisant les systemes API 20E et ID 32E, et d’autres techniques de la microbiologie classique
pour la recherche de la catalase, le cytochrome oxydase, la mobilité et la dégradation du

mannitol sur le milieu Mannitol-Mobilité et le type respiratoire sur milieu VF.

D’apres les résultats de la galerie API® 20E ont montré que 1’isolat LMB3S01 utilise
tous les sucres de la galerie. Il ne posséde pas la B-galactosidase, 1’ Arginine dihydrolase, la
Lysine décarboxylase, I’Ornithine décarboxylase, I’Uréase la Tryptophane désaminase, et la
G¢élatinase. Il est incapable de produire I’acétoine, I’indole et I’H>S, et n’utilise pas le citrate
Simmons. Les résultats de la galerie ID32 confirment celles de la galerie APl pour la
dégradation des sucres. lls montrent également la production des enzymes [-
Glucusidase, B-Glucuronidase, a- et B- Glusosidase, et la N-Acétyl-3-Glucosaminidase.par
I’isolat LMB3SO01. Les résultats des différents caractéres biochimiques étudiés sont représentés

dans le tableau 6 et la figure 7.
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Tableau 6 : Caractéres biochimiques de I’isolat LMB3S01

La galerie ID 32

OoDC - RP - IND - aGAL +
ADH - BGLU + BNAG - TRE -
LDC - MAN + PGAL + RHA +
URE + MAL - GLU + INO +
LARL - ADO - SAC + CEL -
GAT - PLE - LARA + SOR +
5KG - BGUR + DAL + ¢MAL -
LIP + MNT + oGLU - AspA +
La galerie API 20F
ONPG - H2S - GEL - RHA +
ADH - URE - GLU + SAC +
LDC - TDA - MAN + MEL +
oDC - Indole - INO + 1AMY +
CIT _ VP _ SOR + ARA +
Autres tests
Catalase + Oxydase +
Mannitol-Mobilité +/+ Type respiratoire Aérobie Stricte
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LMB3S01

A. Résultat du test ‘catalase’ B. Résultat du test ‘cytochrome oxydase’

C. Résultat du test ‘Manitol-Mobilité’ D. Résultat du type respiratoire

F. Résultat de la caractérisation par la galerie ID 32

Figure 7 : Résultats de la caractérisation biochimique (A, B, C, D, E, F) de I’isolat LMB3S01
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I1. 1. 4. Etude de la sensibilité de ’isolat aux antibiotiques

La sensibilité de I’isolat aux antibiotiques a été testée sur le milieu gélosé Muller-Hinton
a 15% de NaCl (p/v) en utilisant les antibiotiques suivants : Fosfomycine (50 pg), Kanamycine
(30 pg), Vanomycine (30 pg), Tobramycine (10 pg) et Amoxicilline (30 pg). En comparant
les diamétres des zones d’inhibition obtenus avec les valeurs critiques données par CA-SFM
(2023), il s’avére que notre isolat est résistant a la Fosfomycine, 1’Amoxicillineet et a la
Vanomycine. Sa sensibilité est enregistrée avec les antibiotiques Kanamycine et Tobramycine.
Les diametres lus sont représentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Résultats de I’antibiogramme de 1’isolat LMB3S01

Antibiotique Sigle Charge de Diametres lus
disque
Amoxicilline AMC 30 Résistante
Vanomycine VA 30 Résistante
Fosfomycine FF 50 14 mm (Résistante)
Kanamycine K 30 28 mm (Sensible)
Tobramycine TOB 10 12 mm (Sensible)
I1. 2. Discussion

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a la caractérisation, sur le plan
phénotypique, de I’isolat LMB3S01 selon les recommandations de Logan et al. (2009) pour la
description de nouveaux taxons aérobies. Cet isolat a été sélectionné en se basant sur son
potentiel intéressant de production des activités antimicrobiennes par rapport aux autres isolats.

Nous avons initié la caractérisation par un examen microscopique, a la fois a I'état frais
et aprés coloration de Gram. Cet examen a révélé que les cellules de l'isolat LMB3S01
apparaissent sous forme de bacilles a Gram positif et mobiles.

L’¢tude de la croissance de I’isolat a ¢été effectuée sur milieu gélosé contenant des
concentrations croissantes de NaCl allons de 0 jusqu’au 30%. La croissance de 1’isolat a été
observée en I’absence de NaCl ainsi qu'a une de 30% (point de saturation). Selon la
classification de Rahman et al. (2017), ce résultat permet de classer cet isolat parmi les
halotolérants extrémes. Ce resultat contredit les études antérieures, qui indiquent généralement
que les bactéries halotolérantes et halophiles sont plut6t modérément tolérantes au sel, alors que

I’halotolérance extréme est typiquement associée aux archées.
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La premiére concentration qui a favorise la croissance de 1’isolat est de 15% de NaCl, ce
qui ce qui en fait la concentration optimale pour la croissance de l'isolat. Cette concentration
correspond & la concentration saline utilisée dans le milieu de culture de son isolement.

L¢intervalle de la température de croissance de notre isolat s’étend de 25 a 55°C avec un
optimum observé entre 30 a 37°C. Un caractére qui selon Bowers et al. (2009) lui permet de
rejoindre la catégorie des bactéries thermo-tolérantes.

Notre isolat s’avérait avoir une croissance optimale a des pH neutres et proches de
I’alcalinité. Ce profil correspond a celui des espéces alcali-tolérantes qui croissent de fagon
optimale proche de la neutralité et tolérent des pH alcalins (Bowers et al., 2009).

La tolérance des microorganismes halophiles ou halotolérants au pH peut s’étendre sur
des intervalles larges de pH, ce qui signifie qu’ils peuvent se développer également a des pH
acides grace a d’autres mécanismes d’acidotolérance comme exemple 1’accumulation de
solutés compatibles et de protons H* (Lewinson et al., 2004). Ce qui peut expliquer
probablement la tolérance de notre isolat a un pH acide égal a 5

La combinaison des caractéres de I’halotolérance extréme, 1’alcali-tolérance et la thermo-
tolérance chez notre isolat permet de le qualifier comme poly-extrémophile selon Mesbah et
al. (2009).

Les caracteres biochimiques de I’isolat ont été¢ déterminés en utilisant des méthodes
classiques de la microbiologie et les systémes miniaturisés API 20E et ID 32. L’isolat posséde
la catalase, et le cytochrome oxydase, et il a un type respiratoire aérobie strict.

Les systemes APl 20E et ID32 ont fait apparaitre un pouvoir métabolique
intéressant. La galerie APl 20E est largement utilisée dans le but de déterminer les profils
biochimiques des especes halophiles et halotolérant isolés a partir des habitats salins (Phillip et
al., 2012 ; NAS et al., 2021 ; Saibi et al., 2022)

En ce qui concerne le profil de sensibilité aux antibiotiques, I’isolat a montré une
sensibilité a la Kanamycine et Tobramycine et une résistance a la Fosfomycine, Vancomycine
et Amoxicilline. Singh et Jha (2016), dans leur étude ont isolé a partir des eaux du lac de
Sambhar, une souche de Bacillus licheniformis HSW-16 halotolérante qui est résistante a la

Kanamycine et a la vancomycine.
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de ce travail était d’une part de réaliser une évaluation de la
production des activités antimicrobiennes d’un ensemble de dix (10) souches isolées de la
grande sebkha d’Oran sur une concentration de 15% de NaCl (p/v) et d’autre part I’étude des
caractéres phénotypiques de ’isolat le plus prometteur. Ainsi plusieurs points ont été abordés
pour atteindre cet objectif.

Dans un premier temps, un screening primaire des activités antibactérienne et
antifongique a été realisé vis-a-vis des germes de référence (bactéries et levures). La production
de ces activités a été évaluée a partir des cultures des isolats sur milieu solide (fermentation sur
Gélose Nutritive) et liquide (fermentation sur Bouillon nutritif), en utilisant respectivement les
techniques des cylindres d’agar et des puits.

La technique des cylindres d’agar, ou les germes test sont en contact directe avec les
isolats, a révélé que six (6) sur dix (10) isolats présentaient un effet inhibiteur sur la croissance
d’au moins d’une bactérie. En revanche, I'évaluation des activités antimicrobiennes dans les
surnageants des isolats, en appliquant la technique des puits, n'a démontré un pouvoir inhibiteur
que pour trois isolats. Aucune activité antifongique n’a été détectée pour les deux types de
fermentation.

Selon les résultats du screening primaire des activités, I’isolat LMB3S01 a été sélectionné
pour I’extraction de ses activités et pour une caracterisation phénotypique. Cet isolat a démontré
un effet inhibiteur supérieur par rapport aux autres isolats avec un large spectre d’action et des
diamétres des zones d’inhibition significatifs obtenus, notamment a partir de sa fermentation
sur milieu solide vis-a-vis Micrococcus luteus (21 mm) Staphylococcus aureus (20 mm).

L’¢étude de la production des activités antimicrobiennes sur milieu liquide et sur milieu
solide a montré révélée également que la fermentation sur milieu solide est largement plus
rentable bien que cette technique est trés négligée en comparant avec la fermentation sur milieu
liquide, qui constitue la technique la plus couramment utilisée dans les études
s’intéressant a la recherche des activités antimicrobiennes.

L’extraction des activités antimicrobiennes de 1’isolat a été effectuée a partir de sa culture
sur milieu gélosé (Gélose nutritive a 15% NaCl) en utilisant trois solvants organiques de polarité
différente : le méthanol, I’acétate d’éthyle et le chloroforme. Les trois extrais obtenus ont
démontré un effet inhibiteurs vis-a-vis les germes testés mais avec des zones d'inhibition moins

importantes que celles obtenues dans le screening primaire par la méthode des cylindre d'agar.
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La caractérisation phénotypique I’isolat LMB3S01 a été réalisée en examinant ses
caractéristiques microscopiques, macroscopiques, physiologiques et biochimiques. L'analyse
microscopique a révélé qu'il s'agit d'un bacille Gram positif et mobile. Les caractéristiques
physiologiques ont été déterminées en cultivant I'isolat sous diverses conditions
physicochimiques, incluant des concentrations de NaCl de 0 a 30 %, des températures de 25 a
55°C, et des pH de 4 4 9. LMB3S01 s'est avéré étre un isolat poly-extrémophile, démontrant
une halotolérance extréme (croissance a 30% de NaCl), une thermo-tolérance (croissance a
55°C) et une alcali-tolérance (croissance a pH = 9).

Les caractéristiques biochimiques ont été déterminés a 1’aide des techniques de
microbiologie classique et par le systeme APl 20E et ID32. L’isolat posséde la catalase et
I’oxydase, il a un type respiratoire aérobie strict. Sa croissance sur mannitol-mobilité a confirmé
sa mobilité et mettre en évidence le caractere Mannitol positif. Les systéemes API 20E et ID32
ont démontré un profil métabolique et enzymatique étendu, I'isolat ayant utilisé la majorité des
sucres et substrats des galeries.

Les résultats acquis au cours de cette étude, nous incite a

e Tester le pouvoir antimicrobien de I’isolat vis-a-vis d’autres germes d’intérét médical.

e Optimiser les conditions de production en utilisant des stimulateurs dans le milieu de
culture ou d’autres approches comme la co-culture sur milieu liquide.

e Essayer d’autres solvants organiques pour I’extraction des activités antimicrobiens.

o faire une purification et une étude structurale des activités antimicrobiennes produites
par le biais des techniques de chimie analytique tels que la chromatographie en phase
gazeuse ou liquide couplée a la spectroscopie de masse.

e Poursuivre I’identification de I’isolat par des techniques moléculaire tel que le
séquencage de ’ARN et I’hybridation ADN-ADN.
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Composition des milieux de culture et solutions

Gélose nutritif (pH =6,8a7,4)
Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Chlorure de sodium

Agar

Eau distillée

Gélose Mueller- Hinton (pH = 7,4)
Infusion de viande de beeuf
Hydrolysat de caséine

Amidon

Agar

Eau distillée

Gélose Sabouraud (pH =7)
Glucose

Peptone

Agar

Eau distillée

Milieu Mannitol-Mobilité (pH = 8,1+ 0,2)
Peptone

Nitrate de potassium

Mannitol

Rouge de phénol

Agar

Eau distillée

Gélose viande-foie (pH = 7,6)
Extrait de viande

Peptone

Extrait de levure

Glucose

Agar

Eau distillée

Eau physiologique
Eau distillée
Chlorure de sodium (NaCl)

> Annexe 1

Annexes

05¢
10g
029
05¢g
209
1000ml

300g
17,59
01,5¢
179
1000 ml

40 ¢
109

15

1000 ml

209
Olg
02g

40 mg
04 g
1000 ml

109
209
109
05¢g
159
1000 ml

1000ml
99
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> Annexe 2

Catalogue analytique de plaque API® 20F

Annexes

résultats
Tests Composants actifs Reactions-enzymes négatif positif
ONPG 2-nitrophenyl- R-galactosidase (Ortho
RDgalactopyranoside | NitroPhényl- Incolore Jaune
RDGalactopyranosidase)
ADH | L-arginine Arginine DiHydrolase Jaune Rouge-orange
LDC | L-lysine Lysine DéCarboxylase Jaune Rouge-orange
ODC | L-ornithine Ornithine DéCarboxylase Jaune Rouge -orange
CIT trisodium citrate utilisation du ClTrate Vert pale-jaune | Bleu-vert-bleu
H2S sodium thiosulfate production d'H2S Incolore-grisatre | Depot noir-fin
lisere
URE | Urée UREase Jaune Rouge -orange
TDA | L-tryptophane Tryptophane DésAminase TDA-immédiat
Jaune Marron-rougeétre
IND L-tryptophane production d’INDole JAMES-immédiat
Incolore-vert pale-jaune  rose
VP sodium pyruvate production d’acétoine VP1+VP2/ 10 min
Incolore-rose pale rose-rouge
GEL | Gelatine (origine Gélatinase (GELatine) Non diffusion Diffusion du
bovine) pigment noir
GLU | D-glucose fermentation - oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(GLUcose)
MAN | D-mannitol fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(MANDitol)
INO Inositol fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(INOsitol)
SOR | D-sorbitol fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(SORDitol)
RHA | L-rhamnose fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(RHAmMnNose)
SAC | D-saccharose fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(SACcharose)
MEL | D-melibiose fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(MELibiose)
AMY | Amygdaline fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris
(AMYgdaline)
ARA | L-arabinose fermentation — oxydation bleu - bleu-vert | jaune - jaune gris

(ARAbinose)
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Catalogue analytique de la galerie ID 32 E
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Résumé
Avec la réémergence de résistance aux antibiotiques, La recherche de composés antimicrobiens nouveaux ou alternatifs
demeure une priorité. Les écosystemes extrémes, notamment les habitats salins, représentent une source prometteuse pour
I'isolement de microorganismes capables de produire des composés naturels a fort potentiel qui peuvent faire face aux défis
actuels de résistance aux antimicrobiens.
L'objectif de notre travail est de réaliser un criblage des activités antimicrobiennes a partir des bactéries extrémophiles isolées
de la grande sebkha d’Oran. Pour cela, un screening primaire de leurs activités antimicrobiennes a été effectué. La production
des activités a été lancée sur milieu gélosé et sur milieu liquide. La recherche des activités inhibitrices a été effectuée par la
technique des cylindres d’agar pour les cultures sur milieu gélosé et la technique des puits pour les surnagents vis-a-vis des
germes de références (Bactéries a Gram positif et & Gram négatif, et des levures). Le screening primaire a montré que la
production sur milieu solide est la plus rentable et a fait ressortir I’isolat LMB3S01 comme I’isolat le plus prometteur, ses
activités antimicrobiennes ont été extraire a partir de sa culture sur milieu solide. Trois solvants de différentes polarités ont été
utilisés : chloroforme, acétate d'éthyle et méthanol. Les trois extrais obtenus ont démontré un effet inhibiteurs vis-a-vis les
germes précédemment testés mais avec des diamétres moins importants que ceux obtenus par le screening primaire. L'isolat
LMB3S01 a été également retenu pour faire 1’object d’une caractérisation phénotypique, c’est un batonnet a Gram positif
mobile, aérobie stricte, possédant la catalase et I’oxydase. L’évaluation de sa croissance a différentes conditions de salinité, de
température et de pH a révélé qu’il s’agit d’un isolat halotolérant extréme, thermotolérant et alcalotolérant. Sa caractérisation
biochimique par les systémes API 20E et ID32 a fait apparaitre un pouvoir métabolique intéressant. L’étude de son profil de
résistance aux antibiotiques a révélé une sensibilité & la Kanamycine et Tobramycine et une résistance & la Fosfomycine,
Vancomycine et Amoxicilline
Mots clés : microorganismes extrémophiles, activités antimicrobienne, habitats salins.

Abstract

With the re-emergence of antibiotic resistance, the search for new or alternative antimicrobial compounds remains a priority.
Extreme ecosystems, including saline habitats, represent a promising source for the isolation of microorganisms able to produce
high-potential natural compounds that can address current antimicrobial resistance challenges.

The objective of our work is to screen antimicrobial activities from the isolated extremophile bacteria of the great sebkha of
Oran. For this, a primary screening of their antimicrobial activities was carried out. The production of the activities was
searched on agar medium and liquid medium. The search for inhibitory activities was carried out by the technique of plug agar
for cultures on agar medium and the technique of wells for supernatants againdt reference germs (Gram positive and Gram
negative bacteria, and yeasts). Primary screening showed that solid medium production is the most effective and highlighted
isolate LMB3S01 as the most promising isolate; its antimicrobial activities were extracted from its solid medium culture. Three
solvents of different polarities were used: chloroform, ethyl acetate and methanol. The three obtained extract demonstrated an
inhibitory effect against the tested germs but with smaller diameters than those obtained by primary screening. Isolate
LMB3S01 was also selected for phenotypic characterization; it is an aerobic, motile, Gram positive rod-shaped bacterium,
possessing catalase and oxidase. The evaluation of its growth at different salinity, temperature and pH conditions revealed that
it is an extreme halotolerant, thermotolerant and alkaloolerant isolate. Its biochemical characterization by the APl 20E and
ID32 systems revealed an interesting metabolic power. The study of its antibiotic resistance profile revealed sensitivity to
Kanamycin and Tobramycin and resistance to Fosfomycin, Vancomycin and Amoxicillin

Keywords: extremophilic microorganisms, antimicrobial activities, saline habitats



