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Introduction

Les Haloarchaea sont des micro-organismes qui se développent dans les environnements

hypersalins de 1.5 M à la saturation en NaCl. Ils sont considérés comme un réservoir pour

plusieurs biomolécules d’intérêt industriel, tels que les enzymes, les exopolysaccharides, les

bacteriorhodopsines, les enzymes hydrolytiques, polyhydroxyalkanoates (PHAs).

Les bactériocines sont des substances de nature protéique ou polypeptidique produit par

les bactéries possédant une activité antibiotique à l’encontre de souches étroitement

apparentées. Ils peuvent être utilisés comme conservateurs naturels dans l’industrie

alimentaire (Zacharof et Lovitt, 2012). Les halophiles extrêmes sont caractérisés par la

synthèse de molécules semblables appelées halocines, qui sont libérées dans l'environnement

et provoquent la mort cellulaire (O'Connor et Shand, 2002). L’utilisation abusive des

antibiotiques et l’ d’émergence de bactéries naturellement ou ayant acquis des mécanismes de

résistantes (Zahar, 2015) font que la recherche de nouvelles molécules s’impose. Les

halocines représentent de nouvelles substances bioactives pouvant aboutir à de nouvelles

molécules plus efficaces et moins néfastes, appliquées aussi bien en industries alimentaires

(conservateurs naturelles) ou en industries pharmaceutiques dans le traitement des maladies

infectieuses.

Ce travail de recherche s’est déroulé au Laboratoire de Génie Biologique du

Département de Microbiologie, notre objectif est l’extraction et la caractérisation

d’antibiotiques produits par des souches d’haloarchées.

Notre travail est réparti en deux parties :

-Une partie bibliographique qui comporte trois volets : haloarchaea, bactériocines et le

troisième consacré aux halocines.

-Dans la partie pratique, nous avons abordé deux aspects :

Le premier c’est l’extraction en milieu hypersalins des antibiotiques produits

par quelques souches d’haloarchées

Le deuxième aspect, la caractérisation physico-chimique et biologique de ces

substances actives.
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1. Généralité

Les micro-organismes halophiles et halotolérants existent dans tous les trois domaines

de la vie : Archaea, Bacteria et Eucarya (figure 1). Les halophile extrêmes s’épanouissent

dans les environnements hypersalins car ils exigent plus de 0.2 M de NaCl pour leur

croissance et peuvent résister aux effets de stress osmotique. Pour se développer dans ces

environnements extrêmes, caractérisés par la faible activité de l’eau, la variation de la

température et de hauts niveaux d'irradiation de la lumière solaire, ils ont évolué pour

produire des enzymes et métabolites capables de s’adapter à ces conditions sévères (Oren,

2008 ; Litchfield, 2011).

Figure 1 : L'arbre phylogénétique universel de la vie (Oren, 2008).

2. Intérêt des halophiles

Les halophiles synthétisent plusieurs métabolites tels que les polymères, surfactants,

bacteriorhodopsines et halocines. Ces micro-organismes pourraient être utilisés comme une

source de ces métabolites, des solutés compatibles et autres composés de valeur industrielle.

Dans les dernières deux décennies, il y a eu beaucoup de rapports sur la biodégradation

d'hydrocarbures dans les environnements à forte salinité (Oren, 2010).
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1. Définition

Haloarchaea appartiennent à la famille Halobacteriaceae du domaine Archaea.

Beaucoup d’archaea halophiles extrêmes sont isolés dans les environnements hypersalins où

la forte salinité est toxique à la plupart des cellules. Ils se développent à des concentrations de

NaCl de 1.5-5.0 M, pH alcalin, et température modérée. Actuellement, les haloarchées sont

connues pour sécréter des halocines représentant une partie de leur mécanisme de la défense.

Ce sont de petits peptides ou protéines inhibant d’autres haloarchaea (Karthikeyan et al.,

2013).

2. Classification

Les haloarchaea sont classées dans le domaine archaea, règne Euryarchaeota et dans

l’ordre haloarchaeal. Ils construisent une famille appelée Halobacteriaceae comprend 47

genres et 165 espèces. Peu de genre ont un grand nombre d'espèce en 2014 (Halorubrum :

25 ; Haloferax : 12 ; Haloarcula : 10) (Oren, 2014).

3. Les Caractères des Haloarchaea

La plupart des espèces décrites ont un optimum en NaCl au-dessus de 150 g/l, et

aucune croissance n'est obtenue en son absence. La plupart des espèces lyse à des

concentrations de sel au-dessous de 100 g/l. Récemment, des espèces pouvant survivre ou

même croitre à des concentrations de sel au-dessous de 100 g/l ont été isolées. Ils sont aussi

trouvés dans des produits salés (poisson salé ou des viandes, fermenté nourritures), dépô ts du

sel (mines), peaux salées, et sols salins. La plupart des haloarchaea se développent à pH

neutre mais quelques espèces sont des haloalkaliphilie, en étant capable de croitre

optimalement à pH alcalin (Ventosa al., 2014).

Les Haloarchaea sont d’excellents modèles pour l'étude de la biologie moléculaire,

dont plusieurs espèces ont été utilisées pour les tels buts dus à leur facilité de manipulation

sous conditions de laboratoire : ils se développent dans les moyens complexes (avec le

contenu du sel approprié) sous conditions aérobique qui utilisent la procédure standard.

Quelques-uns des espèces utilisées pour les telles études incluent Halobacterium salinarum,

Haloarcula marismortui, Haloferax, volcanii, et plus récemment, l'haloarchaea carré

Haloquadratum walsbyi (Ventosa al., 2014).
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Ils ne sont pas pathogènes, quelques-uns sont plutô t utilisés dans la production

traditionnelle d’aliments fermentés pour la consommation humaine (Oren, 2002).

Haloarchaea sont des modèles excellents pour l'étude de la biologie moléculaire et

autres traits structurels d’Archaea, aussi bien que leurs mécanismes d'adaptation à des

conditions extrêmes de salinité, pH alcalin, et température modérée, et plusieurs espèces ont

été utilisées pour les tels buts dû à leur facilité de manipulation sous conditions de laboratoire

(Enache et al., 2015).

4. Mécanismes d'adaptation

Les Haloarchaea compensent pour la concentration élevée de sel dans l'environnement

en accumulant des ions, principalement le KCl à 5 M. Ce sont des habitants normaux

d'environnements hypersalins (Ventosa et al., 2014). Des adaptations spéciales sont requises

pour les protéines et les enzymes, qui se traduisent par l’augmentation des résidus d'acides

aminés acides sur leur surface (Oren, 1999).

5. Intérêt biotechnologique

Les haloarchaea présentes une possibilité biotechnologique particulière dû à la

capacité de produire des exopolysaccharides, bacteriorhodopsines, la production d’enzymes

hydrolytique extracellulaire, polyhydroxyalkanoates (PHAs) comme bioplastiques, ou la

production d'halocins (Litchfield, 2011). Ces métabolites fonctionnent bien dans des

conditions de salinité élevée, et parfois même à des températures et pH extrêmes, et une

tolérance aux solvants organiques, qui rendre ces molécules convenable pour les applications

biotechnologiques dans traitement de nourritures, bioremediation de l'environnement et le

traitement biosynthétique Ces qualités exceptionnelles ont attiré un grand intérêt dans les

recherches scientifiques pour une exploitation biotechnologique putative (Oren, 2010).



Les Bactériocine

5

1. Historique :

La production bactérienne de substances antagonistes aux autres bactéries a été connue

depuis 1925, avec la découverte d'antagonisme entre les espèces de l’Escherichia coli, ces

substances ont été nommées « colicines ». Le deuxième cas fut découvert en 1927 par

Lactococcus lactis, dénommée «Nisine ». Plusieurs décennies plus tard, de nombreux

peptides eucaryotes (Eucaryocins) ont été décrits (O’Connor and Shand 2002).

2. Définition

Les Bactériocines sont des protéines ou peptides bactériens synthétisés par voix

ribosomale, elles ont une activité bactériostatique ou bactéricide contre des bactéries

phylogénétiquement apparentées, qui possèdent un mécanisme d'immunité spécifique

(O’Sullivan et al., 2013). Elles sont produites par l’ensemble des principales lignées de

bactéries et archées et constituent un groupe hétérogène de peptides par rapport à la taille,

la structure, le mode d'action, l’activité antimicrobienne, les mécanismes de l’immunité et

les récepteurs des cellules cibles (Dobson, et al 2011).

3. Classification:

Les bactériocines sont divisés généralement en deux classes :

 La Classe I : lantibiotiques, constituée par un groupe de petits peptides hydrophobes

caractérisés par leur teneur en acides aminés peu communs comme les lantionines

 La classe II : Non lantibiotiquess, constituée par un groupe de petites bactériocines

thermostables avec un poids moléculaire inférieur à 10 kDa

 La classe III : constituée de bactériocines thermolabiles, elle rassemble les molécules

de taille supérieure à 10 kDa.

 La classe IV : composée d'un mélange de protéines non définies exigeant des parties

lipidiques ou glucidiques pour l’activité (O’Connor and Shand 2002).
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4. Mode d’action

Les Bactériocines ont différents mécanismes d’action. Généralement les bactériocines,

comme les autres peptides antimicrobiens induisent des changements violents dans la

perméabilité de la membrane cytoplasmique des cellules sensibles, qui créent l'épuisement de

la force de mouvement des protons et la perte de petites molécules telles que les minéraux,

ATP, sucres et acides aminés. Leurs mécanismes bactéricides varient et incluent la formation

de pores (Etivier et al., 2001).

5. Spectre d’action

Les Bactériocines sont actifs contre les bactéries pathogènes apportées par les aliments

telles que bactérie à Gram positif comme Listeria monocytogenes, Staphylocoque aureus,

Bacillus subtilis et spores de Clostridium perfringens. Pour cette raison, ils ont reçu beaucoup

d'attention pour une utilisation comme bio-conservateurs naturels. Les bactériocines sont

produits habituellement par les bactéries Gram-Positif possèdent peu ou aucune activité contre

les pathogènes à Gram Négatif (Klaenhammer 1993).

6. Intérêt biotechnologique

Pendant la dernière décennie, les antibiotiques protéiniques ont été largement étudiés pour

leur potentiel comme conservateur dans l'industrie alimentaire ou comme agents anti-

infectieux, et comme marqueurs génétiques (Zamfir et al., 1999).

Les bactériocines des bactéries lactiques sont d'intérêt particulier pour leurs applications

potentielles comme agents naturel de conservation des aliments.

Dans l’industrie alimentaire, les bactériocines telles que la nisine et la pediocine

peuvent améliorer la sécurité et la qualité des aliments (O’Sullivan et al., 2013).

Plus récemment, la contribution de la production de bactériocine à l'efficacité de

certains probiotiques a été reconnue. Dans l'industrie de la santé, l'usage de bactériocines

comme une alternative aux antibiotiques a longtemps été soulevé. En médecine vétérinaire,

les bactériocines sont utilisés dans le contrô le de mastites du bétail et comme un additif

alimentaire des animaux en vue d’améliorer la santé animale générale (Antón et al., 2008).
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1. Historique

Le terme “halocine”a été inventé en 1982 par Francisco Rodriguez-Valera qui a supposé

que ces substances étaient des bactériocines et par conséquent il a appliqué une même

nomenclature (Price et Shand, 2000).

2. Définition

Les Halocines sont des peptides ou des protéines antibiotiques produits par plusieurs

halophiles extrêmes du domaine Archaea, qui sont excrétés dans l'environnement pour tuer ou

inhiber les haloarchaea sensibles qui occupent la même niche. Bien que la production d'halocine

soit un caractère pratiquement universel des haloarchées, quelques halocines seulement ont été

purifiés et caractérisés au niveau de la protéine, et seulement les gènes pour halocine H4 (halH4)

et S8 (halS8) ont été clonés. Le spectre d’action des halocines est variable, il peut viser des

organismes éloignés (phylum, genre) ou bien des espèce étroitement apparentées (Imadalou Idres

et al., 2013 ; O'Connor et Shand, 2002).

3. Classification

Les halocins se distinguent selon leur poids moléculaire, qui varie de 3 à 35 kDa. Les

halocines de poids moléculaire supérieur à 10 kDa perdent leurs activités à température au-

dessus de 60 °C et/ou concentration du sel au-dessous de 5%. Les plus petites protéines,

connues comme microhalocines, sont assez robustes, et la plupart d'entre elles résistent aux

pH acide, base et aux solvants organiques. Habituellement, leur activité est non affectée par le

dessalage ou l’ébullition (O'Connor et Shand, 2002).

4. Production des halocines

Les halocins sont produites habituellement quand les cultures entrent en phase

stationnaire. Il a été montré que les transcrits de l'expression des gènes halH4 et halS8 sont

présents à de faibles concentrations pendant la phase exponentielle mais, ils atteignent

rapidement des niveaux maximaux au cours de la transition entre la phase exponentielle et la

phase stationnaire (Price et Shand, 2000).
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5. Caractéristiques de quelques halocines

 Halocine S8

L’Halocine S8 est une microhalocine hydrophobe de 36 acides aminés (3.580 Da). Elle

est la première microhalocine à être décrite. Elle a un spectre d'activité étroit sur les

haloarchaea, inhibant seulement Hbt. Salinarum NRC817, Halobacterium sp souche GRB et

HFR. Gibonsii. Elle est particulièrement robuste car elle peut être dessalée, traitée après 1 h à

93°C soumise aux solvants organiques et stockée à 4°C pendant plusieurs mois sans perdre

son activité. L’activité HalS8 est due à la présence d'une substance protéique, puisqu’elle est

résistante à la trypsine mais sensible à la protéinase K. L'activité maximale de l'halocine a

lieu à la phase stationnaire et persiste pendant 80 h (Price 2000).

 Halocine H6

La HalH6 de HFR. Gibonssii a été isolée et décrite pour la première fois par Torreblanca

et al. (1989). C’est la deuxième halocine à être caractérisée. La production de HalH6 n'est pas

affectée par la composition du milieu, et n’est pas inductible par la lumière UV ou l’acridine

orange. L'activité de HalH6 est résistante à la trypsine mais sensible à la pronase, démontrant

la nature protéique de cette substance. Elle est thermostable. La destruction totale de l'activité

est réalisée par stérilisation à l'autoclave (Meseguer, 1994).

 Halocine H4

L’Halocine H4 de Hfx. mediterranei R4 (ATCC 33500) est la première halocine à

être étudiée. C’est une protéine antibiotique avec des masses moléculaires calculées de 29.6

kDa (mature) et de 34.9 (pré-protéine). L’activité de l'halocine H4 apparaît pendant que la

culture entre en phase stationnaire. La durée de conservation des surnageants concentrés

contenant l’halocine H4 est entre 115 et 159 jours à 4°C. Aucune perte d’activité dans des

surnageants de culture à 51°C après 24h d’incubation n’a été constatée. Cependant, l'activité

est complètement perdue en 24h à 60°C, 4h à 70°C et en moins de 30 minutes à 80°C

(Cheung, 1997).
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 Halocine C8

C’est une microhalocine extrêmement stable et hydrophobe avec 76 acides aminés.

L'activité de HalC8 accroît rapidement à la transition entre la phase exponentielle et la phase

stationnaire. La HalC8 peut être dessalée, congelée, soumise aux solvants organiques et

bouillie pendant environ une heure sans perdre son activité. Le gène HalI code l’immunité de

la souche productrice en bloquant l'activité de l’halocine HalC8 in vitro. La HalI est localisée

sur la membrane cellulaire (O'Connor et Shand, 2002).

 Halocine H1

Halocine H1 est une protéine de 31 kDa produite par Hfr mediterranei Xia3. L’activité

de l’halocine H1 apparaît au milieu de la phase exponentielle. Elle est thermolabile au-

dessus de 50°C et sel-dépendante, se dénaturant en dessous des concentrations en sels de

moins de 10% (w/v). Le spectre d’action de l’halocine H1 est limité au haloarchées. Son

mécanisme d'action consiste en un changement de la perméabilité membranaire (PLATAS et

al., 2002).

6. Mode d’action

Le mécanisme d'action d'halocine peut impliquer une modification de la perméabilité

cellulaire en visant la membrane plasmique, en augmentant la perméabilité, et causer un

déséquilibre ionique. En effet, il a été rapporté que l’halocine H6 produite par Haloferax

gibbonsii inhibe l’antipore Na+/H+ des Haloarchaea (Price et Shand, 2000).

7. Spectre d’action

Le spectre d’activité des halocines varient largement, testés sur d’autres haloarchées,

certaines sont à large spectre (H1) et d’autres ont un spectre étroit (H4, H6). Il a été montré que

quelques microhalocines (R1, S8, et A4) sont actives contre quelques espèces de Sulfolobus ou

de Methanosarcina, appartenant respectivement à un autre phylum des hyper thermophiles

(Crenarchaeota) et un autre groupe (Méthanogène) du même phylum (Euryarchaeota). Ceci

suggère que des archées appartenant à différents phylum peuvent partager une cible spécifique

commune (O’Connor et Shand, 2002).
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8. Intérêt biotechnologique

Les halocines pourraient remplacer les antibiotiques classiques qui engendrent la

résistance des micro-organismes infectieux. De nouvelles molécules Bioactives peuvent offrir

la possibilité de découvrir des mécanismes nouveaux contre des micro-organismes

indésirables et pourraient être appliquées aussi bien en industries alimentaires (conservation

des aliments) ou en industries pharmaceutiques dans le traitement des maladies infectieuses

(Karthikeyan et al., 2013).
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I. Matériel

I. 1 Matériel biologique

I.1.1 Germes producteurs

Les haloarchées utilisées dans cette étude font partie de la collection de souches du

laboratoire de Génie Biologique (Tableau I) certaines d’entre-elles sont caractérisées par la

production d’antibiotiques.

Tableau I : les souches d’haloarchaea utilisés.

souches Source Année

d’isolement

Conditions

d’isolement

Genre affilié

(Gène ARNr 16S)

S1 Sabkha de Ouargla 1999 37°C, pH7 Haloarcula sp

S2 Sabkha de Ouargla 1999 43°C, pH7 Halorubrum

tebenquichens

S3 Sabkha de Ouargla 1999 43°C, pH7 Haloarcula

S4 Sabkha de Ouargla 2010 40°C, pH7 Halorubrum chaoviator

S5 Sabkha de Ouargla 2010 40°C, pH7 Halorubrum

ezzemoulens

S6 Sabkha de Ouargla 1999 40°C, pH9 Haloarchée

S7 Saline d’Ichekaben 2003 40°C, pH9 Haloarchée

S8 Sel d’Ichekaben 2009 40°C, pH7 Natrinema

S9 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 -

S10 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 -

S11 Saline d’oran 2010 40°C, pH7 Haloarcula sp

S12 Saline d’oran 2010 40°C, pH7 Haloarcula sp

S13 Saline d’oran 2010 40°C, pH7 Haloarcula sp

S14 Saline d’oran 2010 40°C, pH7 Haloarcula sp

S15 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 -

S16 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 -

- : non caractériser
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I.1.2 Germes cibles

Afin de mettre en évidence l’activité antimicrobienne, les souches de références

Halobacterium salinarum DSMZ3754 (MCAM.MNHN, France), Escherichia col

(ATCC25292), Staphylococcus aureus (ATCC29213), Staphylococcus aureus résistant à la

méticilline(ATCC103911), Staphylococcus aureus non résistant à la méticilline(ATCC2943), et les isolats

halophiles S2, S3, S4, S10 (ont été conservées 4°C) sont utilisées comme germes cibles.

I.1.3 Réactifs et appareillage

Les réactifs et appareillage utilisés dans cette étude sont donnés dans l’annexe I.

I.1.4 Milieux de culture

Pour la croissance des souches productrices d’antibiotiques, nous avons utilisés les

milieux MC, MA, MC1. Pour la mise en évidence de l’activité antimicrobienne nous avons

utilisé le milieu MH et MC semi solide. La composition de ces milieux est donnée en annexe

II.

II Méthodes

II.1 Culture des souches d’haloarchées en milieu liquide

II.1.1 Préparation de l’inoculum

Les souches d’haloarchées sont d’abord repiquées sur de milieux solides MC puis

incubées à 40°C jusqu’à apparition de colonies. Une colonie a été transférée dans un tube

contenant 3ml de MC, celui-ci est incubé dans bain marie à 40°C .avec agitation de 200 rpm

pendant 24 à 48 h. Deux à trois repiquages successifs sont réalisés dans les mêmes conditions.

II.1.2Culture en Erlenmeyer

Des Erlens de 250 ml contenant 50 ml de milieu MC, ont été inoculés de 1 % (v/v) de la pré-

culture. Ils sont Incubés à 40°C dans bain marie avec agitation de 200 rpm.
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II .2 Mise en évidence de l’activité antibiotique produite par les souches

d’haloarchées

100 µ l de l’inoculum sont mélangés à 150 ml d’une gélose MH semi solide en surfusion,

après homogénéisation, la gélose est répartie dans des boîtes de Petri contenant une couche

fine d’un milieu solide.

5 µ l de surnageants ou d’extrait protéique sont déposés à la surface des boites. Après

incubation jusqu’au développement du germe cible, l’activité antibiotique se manifeste par

l’apparition d’une zone claire autour du dépô t.

II. 3. Extraction des protéines totales

Les cultures sont centrifugées à 10 000 rpm pendant 15 min, le surnageant et les cellules

récupérés ont subi un traitement acide et à froid dans le but d’extraire les protéines totales

(Figure 1 et 2).



Matériel et Méthodes

14

Figure 2 : Protocole d’extraction acide et à froid des protéines totales du surnageant de

culture.
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Figure 3 : Protocole d’extraction des protéines membranaires (Yang et al.1992).
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II.4 Caractérisation des antibiotiques produits par les souches S1 et S15

II.4.1Détermination du titre de l’extrait protéique

Pour déterminer le titre de l’extrait actif, nous avons réalisé une série des dilutions au

1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,1/128,1/256,1/512 ,1/1024 de l’extrait protéique dans une

solution saline. La première dilution où l’activité disparait est la dilution permettant de

déterminer le titre : UA =inverse de la dilution

II.4.2 Effet de quelques facteurs physico-chimique sur l’activité antibiotique

II.4.2.1 Effet de la température

Les extraits protéiques et les surnageants actifs sont traités par chauffage à 60 °C, 80 °C

et100 °C pendant 10 min, 30 min, 1 h et à 120 C° pendant 20 min (autoclave). 5µ l de chaque

échantillon traité est testé pour son activité antibiotique.

II.4.2.2 Effet du pH

La stabilité de la substance aux pH acides et basiques est étudiée en mélangeant 5µ l d’EP

ou de surnagent avec 5µ l des solutions tampons allant de 1 à 9. Les pH 10 à 12 sont testés en

ajustant les EP et surnageant avec NaOH à 1 M. 5µ l de chaque mixture est testé pour activité

antibiotique résiduelle en présence d’un témoin négatif (les différents tampons).

II.4.2.3 Effet des enzymes

Le surnageant doté d’activité inhibitrice est traité avec différentes enzymes à 4 et 10

mg/ml de concentration finale en : pronase (pH7) ; pepsine (pH2) ; α-amylase (pH8) ; α-

chymotrypsine (pH 6) puis incubé à la température d’activité de L’enzyme pendant une heure.

L’activité résiduelle est déterminée après chauffage à 100 °C/10 min des solutions

d’enzymes.

II.4.2.4 Effet de quelques solvants et surfactants

L’extrait protéique et le surnageant sont traités (v/v) avec les solvants suivants :

méthanol, éthanol, isopropanol, tween 80, tween 20, SDS, acétone, Acétate d'éthyle,

Acétonitrile, EDTA. Après incubation pendant 1 h à température ambiante, l’activité

résiduelle est déterminée en présence des différents solvants comme témoins négatifs.
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II.4.2.5 Effet de la salinité sur l’activité antibiotique

90 ml de surnageant de culture sont réparti en 6 parts égales, après extraction des

protéines totales à l’acide phosphorique, les extraits protéiques sont récupérés dans un même

volume d’un gradient de concentration de NaCl (0 %, 5 %, 10 %,15%, 20 % ,25 %). Les

extraits sont testés pour leur activité antibiotique.

II.4.2.6 Effet de l’extrait protéique sur quelques souches bactériennes

20µ l de chaque culture bactérienne est inoculé à 10 ml du milieu Mueller-Hinton en

surfusion, après homogénéisation, 5µ l de l’extrait protéique de S15 dans de l’eau distillé,

extrait protéique S1 (SS) et SS comme témoin positif sont déposés.

III. Caractérisation Biologique des antibiotiques produits par les souches S1

et S15 en milieu liquide

III.1 Effet des extraits protéiques sur Halobacterium salinarum

 Effet de la concentration d’antibiotique sur les cellules en

croissance

4 tubes contenant 3ml du milieu complexe MC, sont inoculés à 3% d’une suspension

d’une DO 600nm de 0,73 de Halobacterium salinarum DSMZ 3754. 20µ l, 30µ l et 50µ l d’extrait

protéique de S15 sont respectivement ajoutés dans trois tubes et le quatrième est resté tel quel

c’est le témoin. Après 24h et 48h incubation à 40°C et 200rmp la densité optique des cultures

et des observations microscopiques sont réalisés.

 Effet de 20µl sur la culture en biomasse

Nous avons préparé 2 tubes contenant 1 ml de culture de H. salinarum DSMZ3754, le

premier c’est un témoin, au deuxième tube 20 µ l de l’extrait protéique de S15 sont ajoutés.

Après incubation à 40 °C avec 200 rpm d’agitation, des prélèvements sont réalisés à différents

intervalles de temps pour mesurer la densité optique et observer au microscope optique.

III.2 Effet des surnageants de S1 et S15 sur la souche S3

Des cultures de la souche S3 sont réalisées dans des Erlen-Meyer de 100 ml, après 23 h

incubation à 40 °C avec 200 rpm d’agitation, à chaqu’un des Erlens nous avons ajouté

respectivement ajouté 30µ l de MC (témoin), 30 µ l de SC S15 et 30 µ l SC de S1. Des
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prélèvements sont réalisés à différents intervalles de temps pour mesurer la densité optique et

observer au microscope optique.

IV. Dosage des protéines dans les extraits actifs

La quantité de protéine dans les l’extrait protéique de S15 est déterminée par la méthode de

Bradford.

IV.1 préparation de réactif de Bradford

50 mg du Bleu de coomassie sont mélangé avec 25 ml de l’éthanol, 50 ml d’acide

phosphorique et sont complétés à 500 ml avec de l’eau distillée.

IV.2 préparation de la solution de BSA 1mg /ml

3 mg de BSA sont mélangés dans 3 ml de la solution saline.

 Une série de dilution de la solution stocke BSA dans la solution saline a été réalisée selon

le tableau suivant :

Tableau II : Gamme de concentration de BSA utilisée

Solution de BSA (ml) Quantité de diluant (µ l) Concentration BSA finale

µ g/(ml)

1 0 1000

750 250 750

500 500 500

250 750 250

 pour réaliser la courbe d’étalonnage, 5 ml de réactif de Bradford ont été mélangé à 100 µ l

de solution de BSA, après 5 min on mesure l’absorbance à 595 nm.

 pour déterminer la teneur en protéines, nous avons mélangé 5 ml de réactif de Bradford à

100 µ l de l’extrait protéique de S15, après 5 min on mesure l’absorbance à 595 nm.
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Résultats et discussion

I. Extraction des protéines totales

I.1. Effet du pH sur l’extraction des protéines totales

L’extraction des protéines totales avec l’acide phosphorique à 4°C à différents pH a montré

que le culot récupéré est plus important dans la gamme de pH de 0.5, 1, 1.5. L’activité contre

H. salinarum DSMZ 3754 est optimale à pH 1,0 (Figure 4). Nous avons également observé

que l’activité obtenue dans les EP extraits pendant 1h, 2h ou une nuit est la même.

Figure 4 : Activité sur H. salinarum DSMZ3754 des extraits protéiques à différents pH

I.2 Effet du NaCl sur l’activité antibiotique de l’extrait protéique de S15

Après extraction d’un même volume (15 ml) de surnageant actif de la souche S15, les

EP récupérés ont été repris dans un gradient de NaCl (0 à 25%). Les résultats montrent que

l’activité antibiotique testée vis-à-vis de H. salinarum est restée stable (25mm) (figure 5)

aussi bien en absence de NaCl qu’en sa présence. La substance active de la souche S15 est

donc sel-indépendante. Certaines halocines connues sont indépendante au sel c’est le cas de

A4, H6, R1 et S8. Cependant, les halocines H1 et H4 sont complètement et partiellement

dépendantes au sel respectivement. (O’connor et Shand, 2002).
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Figure 5 : Activité sur H. salinarum DSMZ3754 des extraits protéiques à différents

concentration de sel

I.3. Extraction acide et à froid d’autres cultures halophiles

I.3.1. Extraction à partir du surnageant de culture

Différentes cultures ont fait l’objet d’une extraction acide et à froid :

 Culture en fermenteur de S1 conservée depuis 2011 à 4°C. extraction à l’acide

phosphorique à 85% n’a donné aucun une activité. Alors qu’à 5% d’acide phosphorique

une inhibition de 6 mm sur H. salinarum DSMZ3754 est obtenue mais qui a disparu après

3jours. Cela est peut être dû à la longue conservation de la culture à 4°C qui a fragilisé

d’une part l’activité inhibitrice et d’autre part n’a pas permis une bonne extraction.

 culture en Erlen-Meyer 250 MC

Après extraction de 50 ml de SC de la souche S15 avec de l’acide phosphorique à 5%, a

donner une grande activité (25 mm) sur la souche H. salinarum DSMZ3754. (Figure 6).
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Figure 6 : photographie de l’activité d’EP S15 sur Halobacterium salinarum DSMZ3754.

 Culture en tube

L’extraction de protéines à partir de faibles volumes de culture (1 à 3 ml) a permis d’obtenir

des activités moyennes. Nous avons également observé que pour une même souche l’activité

varie selon le milieu de culture et un même milieu ne permet pas toujours la production

d’activité antibiotique (Tableau III).

Activité
d’EP S15
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Tableau III : activité antibiotique des EP des souches d’haloarchées sur différents milieux

Germes cible

EP

DSM54 S2 S3 S4 S10

S1 (MA) 7 mm 6 mm (st) 0 0 0

S1 (MC1) 6 mm 5 mm (st) 0 0 0

S2 (t) 0 NT NT NT NT

S3 (MA) 0 NT NT NT NT

S4 (MC) 0 NT NT NT NT

S5 (MA) 0 0 0 0 0

S5 (MC1) 0 0 0 0 0

S6 (t) 0 NT NT NT NT

S7 (MC1) 0 NT NT NT NT

S8 (t) 0 NT NT NT NT

S9 (MA) 0 NT NT NT NT

S10 (t) 0 0 0 0 0

S11 (t) 0 NT NT NT NT

S12 (MA) 0 0 0 0 0

S13 (MC) 3 NT NT NT NT

S14 (t) 0 NT NT NT NT

S15 (MA) 0 0 0 0 0

S16 (t) 0 NT NT NT NT

NT : non testé

La plupart des cultures ne présentent pas d’activité antibiotique, nous avons alors testé

l’activité résiduelle des surnageant après extraction (SCE). Les résultats montrent que

l’activité antibiotique était présentes dans certaines cultures mais elle n’a pas été extraite

(Tableau IV). Nous avons également remarqué que les substances inhibitrices produites par

les souches S1, S12, S5, et S15 sont actives sur toutes les souches testées sauf la S10 qui ne

présente une activité inhibitrice que sur la souche S4.
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Tableau IV : activité antibiotique résiduelle dans les surnageants (SCE) après extraction acide

I.3.2. Extraction à partir des cellules

Les cellules récupérées après centrifugation ont été soumises à une extraction acide et à

froid afin d’extraire les protéines se trouvant à la surface cellulaire. Les résultats montrent

que tous les extraits protéiques de cellules testées ont une activité antibiotique de diamètre

varié (Tableau V).

Germe Cible

SCE

DSM54 S2 S3 S4 S10

S1 MA 6 mm 5 5 2 7

S1 MC1 7 mm 7 6 5 9

S12 MA 5 mm 5 5 7 8

S5 MA 4 mm 6 5 7 7

S15 MA 5 mm 7 0 7 6

S5 MC1 5 mm 6 5 5 4

S10 T 0 0 0 5 0
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Tableau V : activité antibiotique des Extraits protéiques de la surface cellulaire de souches

d’haloarchées

Extrait protéique de la surface cellulaire Activité sur H. salinarum DSMZ3754

(ZI : mm)

S1 5

S2 3

S3 4

S4 5

S5 3

S9 5

S16 6

S1 MA 3 st

S15 MC 3 st

S1 2011 EP1 6

S1 2011 EP2 6

S1 2011 SP 7

SI 2015 SP 12

SP : sans pigment

Comme les bactériocines de bactéries lactiques (Todorov et al., 2015), les substances
antibiotiques produites par les souches haloarchées s’adsorbent à la surface cellulaire.

II. Caractérisation des extraits protéiques actifs des souches S1 et

S15

II.1. Détermination du titre d’un extrait actif

D’après Shand (2006), le titre d’une solution d’halocine correspond à la dernière dilution pour

laquelle l’activité disparait. D’après les résultats obtenus, Le titre de l’extrait protéique utilisé

(S15) est de 8 UA (Tableau VI et Figure 7).
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Figure 7 : photographie de deux essais de titre de souche S15

Tableau VI : La dilution d’extinction de l’activité antibiotique des EPS15

Activité sur H.

salinarum

EP

ZI (mm)

1ieessai

ZI (mm)

2emeessai

Témoin (non dilué) 25 25

Dilutions : 1/2 14 14

1/4 8 8

1/8 0 0

1/18 0 0

1/32 0 0

1/64 0 0

1/128 0 0

1/258 0 0

1/518 0 0

1/1036 0 0
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II.2 Effet de certains facteurs physico-chimiques et enzymatique sur

l’activité antibiotique

II.2.1. Traitement thermique

Après les différents traitements thermiques, la substance antibiotique de la souche S1

conserve son activité, elle est donc thermostable. Par contre la substance antibiotique produite

par la souche S15 est thermolabile. En effet l’activité disparait après traitements thermiques à

60 et 80°C pendant 1h et à 100°C pendant 30 min. (Tableau VII)

Tableau VII : Effet de la température sur les substances actives des souches S1, S15

T+ : Témoin positif (non traité)

II.2.2.Effet du pH

Le surnageant de la souche S1 traitée à différents pH montre que l’activité est stable de pH

1 à pH 7, mais elle diminue à pH 8 pour disparaitre complètement à partir pH 9 (figure 8). Le

EP S15 est plus sensible aux variations de pH (figure 9). Ainsi, l’activité augmente suivant le

pH et l’optimum est à pH 5. l’halocine HA1 est stable au pH allant de 2 à 9 (Kumar et al.,

2016).

Figure 8 : Effet du pH sur l’activité antibiotique du Surnageant(SC) de la souche S1
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Figure 9 : Effet du pH sur l’activité antibiotique d’extrait protéique S15.

3.4.3. Effet de quelques solvants organiques et surfactants sur l’extrait

protéine de S15

Après 1 h de contact de l’extrait protéique S15 actif avec différents solvants organiques et

surfactant. Les résultats montrent que 100% de l’activité résiduelle est conservée en présence

de méthanol, éthanol, acétone (tableau VIII) et disparait complètement avec isopropanol,

tween 80, tween 20. L’activité diminue d’environ 93% avec l’acétate d’éthyle et 71% en

contact avec Acétonitrile et l’EDTA. certaines halocines sont actives en contact avec tous ces

solvants tel que HA1 (Kumar et al., 2016).
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Tableau IX : Effet de quelques solvants organique et surfactants sur l’extrait protéine de la

souche S15

Les solvants EP de S15

Témoin positif 14

Méthanol 14

Ethanol 14

isopropanol 0

Tween 80 0

Tween 20 0

SDS 5

Acétone 14

Acétate Ethyle 13

Acétonitrile 10

EDTA 10

3.4.3. Effet de quelques enzymes

Différents enzymes (pronase, α-amylase, α-chymotrypsine, pepsine) à différentes 

concentrations (4mg/ml, 10mg/ml) ont été testées. Les résultats montrent que la plupart des

enzymes agissent sur l’extrait protéique de la souche S15 et le surnageant de S1 en inhibant

complètement leur activité, à l’exception de la pepsine et α-amylase qui n’ont aucun effet sur 

le surnageant actif de la S1. L’extrait protéique de la souche S15 est résistant à α-amylase et 

sensible aux autres protéases

Tableau IX : effet de quelques enzymes sur les substances actives de S1 et S15

Concentration des

enzymes (mg/ml) T+

Pronase pepsine  α-amylase α-chymotrypsine 

4 10 4 10 4 10 4 10

SC S1 6 mm 0 0 3mm 0 4mm 0 0 0

EP S15 9mm 0 0 0 0 8mm 0 0 0

T+ : témoin positif

 L’action des enzymes sur le extrait protéique et le surnageant confirme leurs nature

protéique, et on peut déduire sur les acides aminés constitutifs de ces extraits.

-L’activité de pepsine sur les substances indique la présence des liaisons peptidiques avant les

acides aminés aromatiques
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- L’activité de α-amylase indique la présence des liaisons α (1→ 4) glycosidiques à l'intérieur 

des chaînes de l'amylose et de l'amylopectine.

- L’activité de α-chymotrypsine indique la présence des liaison peptidique en aval d'un acide

aminé tyrosine, tryptophane, de phénylalanine ou la leucine. La bacteriocin S20a est sensible à la

α-chymotrypsine, résistante au pepsine et α-amylase. (Chin Y.Z. et al., 2015)

II.2.4. Action des extraits protéiques actifs de S1 et S15 sur quelques

souches bactériennes

L’extrait protéique de S15 présente une activité bactéricide vis-à-vis la souche Staphylococcus

aureus résistant à la méticilline (figure 10), et une activité bactériostatique sur

Staphylococcus aureus. L’extrait protéique de S1 et le témoin positif n’a aucun effet sur

toutes les souches bactériennes testées (Tableau X).

Tableau X : Effet des extraits protéique de S1 et S1 sur quelques souches bactériennes

Souche

bactérienne

Escherichia

coli

Staphylococcus

aureus

Staphylococcus

aureus résistant

à la méticilline

Staphylococcus

aureus

non résistant à la

méticilline

ZI d’EP S15 0 0 10mm 8 mm (st)

ZI d’EP S1 0 0 0 0

ZI de SS 0 0 0 0
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Figure 10 : photographie de l’effet de l’extrait protéique S15 sur SARM

III. Caractérisation Biologique des antibiotiques produits par les souches

S1 et S15 en milieu liquide

III.1 Effet des extraits protéiques sur la croissance de Halobacterium

salinarum

20, 30 et 50µ l d’EP S15 actifs ont été ajouté au début (t0) de la culture de la souche H.

salinarum DSMZ3754 en présence d’un témoin (culture H. salinarum DSMZ3754 sans

EP). Les résultats montrent que les EP agissent après 24h de croissance (figure 11). En effet,

pendant que la croissance de la souche cible se stabilise dans le témoin, elle chute de 69 et

82% en présence de 20µ l et 30 µ l de EP respectivement. En présence de 50µ l de EP aucun

une croissance est observée.

Action
d’EP S15
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Figure 11 : Croissance de Halobacterium salinarum DSMZ3754 en présence de 20, 30 et

50µ l de l’extrait protéique S15.
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III.1.2 Observation microscopique

La coloration de «Gram» effectuée sur la souche DSMZ3754 témoin, DSMZ3754+ 20µ l de

EP, DSMZ3754+ 30µ l de EP révèle que les cellules traitées ont un volume plus important que

celui de témoin (figure 12(A, B, C)).

Figure 12 : photographie du résultat de coloration de Gram de Halobacterium salinarum

DSMZ3754 A : témoin, B : DSMZ3754+ 20 µ l de EP S 15, C : DSMZ3754+30 µ l de EP S 15

1 : aspect des cellules non traité ; 2 : aspect gonflé des cellules après traitement

A

C

B

CC
C

1

2
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III.2 Effet des extraits protéiques sur la culture Halobacterium salinarum en

fin de phase exponentielle

20 µ l de EP S15 actifs sont ajoutés à la culture de la souche H. salinarum DSMZ3754 en

présence d’un témoin (culture H. salinarum DSMZ3754 sans EP). Les résultats montrent que

le EP agit sur la croissance. En effet, la biomasse continue de croitre dans le milieu témoin de

0 à 24 h puis diminue légèrement au-delà. Dans le milieu contenant 20µ l de EP actif, la

croissance se stabilise de 0 à 24 puis la DO diminue de 15% après 48 h et de 38,4% après 55h

d’incubation (figure13).

Figure 13 : effet de 20µ l de EP actif de la souche S15 sur la biomasse de Halobacterium

salinarum DSMZ3754 en fonction du temps
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DSMZ3754+ 30µ l de EP S15 après 1h(figure13(B), DSMZ3754+ 30µ l de EP S15 après

4h(figure14 (C)), révèle l’effet de la concentration de EP sur la biomasse de Halobacterium

salinarumDSMZ375. Nous constatons que dans la culture témoin les bâ tonnets sont plus ou
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qui expliquerait l’augmentation du volume des cellules qui conduirait à l’éclatement des

cellules, ce qui expliquerait la chute de la DO.

Figure 14 : photographie du résultat de coloration de Gram de Halobacterium salinarum

DSMZ3754 A : témoin, B : DSMZ3754 après 15min, C : DSMZ3754après 4h de l’ajout de

EP S15.

1 : aspect des cellules non traité ; 2 : aspect gonflé des cellules après traitement
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III.3 Effet des surnageants actifs de S1 et S15 sur les cellules de S3 en

croissance

30µ l de SC S1 et 30µ l de SC S15 actifs ont été ajoutés après 23h et 32h d’incubation à la

culture de la souche S3 en présence d’un témoin (culture S3 sans SC actif). Les résultats

montrent que les SC de S1 et S15 agissent sur la croissance en fonction du temps (figure 15).

En effet, l’addition des SC actifs n’a aucun effet sur les cultures lorsqu’ils sont ajoutés 23

après inoculation. Cependant, la croissance de la S3 est fortement affectée lorsqu’ils sont

ajoutés en fin de croissance (32h), une réduction de la DO de 65 et 75% en présence de SC S1

et SC S15 respectivement.

Figure 15 : courbe de l’absorbance de la souche S3 en croissance après l’ajout des surnageant

de S1et S15 en fonction du temps

III.3.1 Observation microscopique

La coloration de «Gram» effectuée sur la souche S3 (Figure 16(A)) (B (C)) révèle l‘effet de

ces surnageant sur la souche S3.

En présence des SC actifs les cellules S3 sont plus claires et augmentent de volume,

l’augmentation est plus importante avec SC S15. Ces SC actifs agissent probablement sur la

membrane de S3, ce qui explique l’aspect gonflé des cellules après contact avec les

substances inhibitrices qui mènerait vers la lyse des cellules de S3, d’oùla chute de la DO.
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Figure 16 : photographie du résultat de coloration de Gram de la souche S3 A : témoin, B :

S3+SC S15, C : S3 + SC 1.

1 : aspect des cellules non traité ; 2 : aspect gonflé des cellules après traitement
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VI. Quantification les protéines par la méthode de Bradford

Figure 17 : courbe d’étalonnage de BSA

En utilisant la courbe d’étalonnage de la BSA, nous constatons que nos extraits actifs

présentent une quantité appréciable de protéines (Tableau XI). De plus l’échantillon chauffé

contient moins de protéines. Le chauffage à 100°C pendant 10 min a dénaturé certaines

protéines (protéines contaminants) ce qui expliquerait la différence de DO

A partir de graphe :

Y=0,001x+0,108

Tableau XI : DO595nm de l’absorbance des EP de la souche S15

Mélange d’EP et réactif de

Bradford

DO

EP 1,55

Ep chauffé 1,30

Donc la quantité des protéines totales dans l’extrait protéique de S15 est :

 X Ep=0.9613 mg/ml

Après traitement de l’extrait protéique de S15 y a une diminution de la quantité

 X Ep chauffé=0.794 mg/ml



Conclusion

Notre travailavaitpourobjectifl’extractionetlacaractérisationd’antibiotiques produits

parquelques souches halophiles. Ainsi les effets de certains facteurs physico-chimiques ont

été étudiéssurlastabilité decessubstancesantibiotiques. L’effetinhibiteurdecessubstances

aété égalemententrepris enmilieuliquide surdes cultures encroissance de H.salinarum et

d’unisolatd’Haloarcula Sp.

D’aprèslesrésultatsobtenus, nouspouvonsconclureque:

 L’extraction acide (acide phosphorique) et à froid des protéines totale à partir du

surnageantapermis de récupérerles substances actives produites parquelques souches

d’haloarchées, L’acide phosphorique à 5% apermis d’avoirune meilleure extractiondes

protéinestotales.

 Lasubstance antibiotique élaborée parlasouche S15 présente laplus forte activité vis-à -

visdeH. salinarum DSMZ3754.


Commelesbactériocines debactérieslactiques, lessubstancesantibiotiquesproduitespar

quelquessouchesd’haloarchéess’adsorbentà lasurfacecellulaire.

 Lasubstance inhibitrice produite parlasouche S 1 estthermorésistante, stable dans une

largegammedepH (1 à 8).

 CependantlaS15 produitune activité thermolabile, l’activité disparaitaprès traitements

thermiques à 60 et 80 °C pendant 1h et à 100 °C pendant 30 min, elle est stable

uniquementà pH Acide(3 à 5).

 Certaines enzymes protéolytiques agissentsurl’extraitprotéique de lasouche S15 etle

surnageantde S1 en inhibantcomplètementleurs activités, ce qui confirme leurnature

protéique. Cequi indiquequ’ils’agitd’Halocines.

 Méthanol, éthanol, acétone n’ontaucun effetsurl’activité produite parla souche S15,

mais elle disparait complètement avec l’isopropanol, tween 80, tween 20. L’activité

diminue d’environ 93 % avec l’acétate d’éthyle et 71 % en contact d’Acétonitrile et

l’EDTA.

 La substance produite par la S15 présente une activité inhibitrice sur deux souches

pathogènesdeS. aureus.

 Les activités antibiotiques produites par les souches S1 et S15 semblent agir sur la

membrane de lasouche S3 etde celle de H. salinarum, l’aspectgonflé observé surles

cellules après contact avec les substances inhibitrices traduirait probablement une

perturbation au niveau de lamembrane qui mèneraitvers lalyse des cellules, d’oùla

chutedelaDO.



Conclusion

En perspective, pour des études ultérieures, afin d’approfondir la caractérisation de cette

substance, noussuggérons

 Purificationlessubstancesantimicrobiennes

 LaDéterminationdesonpoidsmoléculaireetsaséquenceenacidesaminés.

 L’étude de lastabilité de lasubstance vis-à -vis d’autres enzymes (lipases, Glucose-

oxydase) età d’autressolvantstelqueFormaldéhydeetChloroforme
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Annexe I

Appareillages et réactifs

1)- Appareillage

 Autoclave (PBI international)

 Microscope optique (ZEISSWEST)

 Réfrigérateur (ENIEM)

 Bain- marie muni d’un agitateur rotatif (HMR-Lnv).

 Bain-marie

 Four Pasteur (TRAD RAYPA)

 Centrifugeuse ( 6000rpm (HETTICH, ZENTRIFUGEN. EBA20), 14800 rpm )

 Balance électronique

 Balance analytique de précision (AdventureTM)

 Vortex (VELP SCIENTIFICA)

 Etuves (TORRE PICENARDCCR, CBM)

 Four Pasteur

 Microscope photonique

 Micropipette (Fortuna)

 Plaque chauffante et agitateur magnétique (TRADE RAYPA)

 Spectrophotomètre

 venticell

 appareil photo de portable LG (L9)

 Boites de Petri

 Erlen-Meyers coniques à col large (25, 50, 100, 250ml, 500 ml )

 Béchers

 Poires

 Bec bunsen

 Portoir

 Spatule, anse de platine

 Eprouvettes graduées
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Réactifs :

Colorants

 Fushine

 Lugol

 Violet de gentiane

 Bleu de comassine G250

Solvant et Surfactant

 Acide acétique à 2%

 Acétone

 Acide chlorhydrique

 Ethanol

 Huile à immersion

 Méthanol

 Enzyme (amylase)

 Protéases (pepsine, pronase, chymotrypsine)

 NaOH



Annexe II

Milieu de culture :

 Milieu complexe (MC)
Peptone… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 5g/l

Extrait de levure… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..5g/l

Extrait de viande… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .2g/l

NaCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 250g/l

KCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..2g/l

MgSO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..20g/l

Citrate tri-sodique… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 3g/l

Agar… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ...20g/l

Eau distillée… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 1000ml

Le pH est ajusté à 7 avec (HCl/NaOH)

Stérilisation dans un autoclave à 120°C pendant 20mn.

 Milieu MC1
Peptone… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..10 g/l

Extrait de levure… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..2 g/l

Viande de caséique… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..1 g/l

K2HPO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..1 g/l

NaCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 180 g/l

KCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ...4 g/l

MgSO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ...20 g/l

Agar… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 20 g/l

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

Le pH est ajusté à7 avec (HCl/NaOH)

Stérilisation dans un autoclave à 120°C pendant 20mn.

 Milieu Brown

Extrait de levure… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..5 g/l

NaCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .250g/l

KCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ...2g/l

MgSO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ...20g/l

Citrate tri-sodique… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .3g/l

Agar… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 20g/l

Eau distillée… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .… 1000ml
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Le pH est ajusté à 7,2 et à 9 avec (HCl/NaOH)

Stérilisation dans un autoclave à 120°C pendant 20mn.

 Solution saline

Citrate trisodique… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..3g/l

Nacl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ...250g/l

KCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ...2g/l

MgSo4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 20g/l

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

Le pH est ajusté à 7,2 et à 2.

Stérilisation dans un autoclave à 120°C pendant 20mn.

 Milieu complexe semi solide

Extrait de levure… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 5 g/l

NaCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 250g/l

KCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..2g/l

MgSO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..20g/l

Citrate tri-sodique… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 3g/l

Agar… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 10g/l

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

Le pH est ajusté à 7 avec (HCl/NaOH)

Stérilisation dans un autoclave à 120°C pendant 20mn.

Milieu A: g/L

NaCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..250g

KCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 2g

MgSO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .… … … … … ..20g

FeCl2… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..… … … … … … .0,023g

Extrait de levure… … … … … … … … … … … … … … … … .… … … … … … ..10g

Extrait de viande… … … … … … … … … … … … … … … ..… … … … … … … .7,5g

Na.Citrate… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..… … … … .3g
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Milieu B :g/l

NaCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .… … … ..125g

Extrait de levure… … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..… .......5g

CaCl2… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..… … … .0,12g

Peptone… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..… .… … 5g

K2SO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..… … .… … 5g

MgCl2… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .… … … .50g

Milieu Halobacterium : g/L

NaCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..250g

KCl… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 5g

MgSO4… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … .… … … … … ..10g

CaCl2… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … ..… … … … … … .0,2g

Extrait de levure… … … … … … … … … … … … … … … … .… … … … … … ..5g

peptone pancréatique… … … … … … … … … … … … … … … … ..… … … … .3g
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Figure18 : photographiedeszonesd’inhibitionstotalesobtenuesaprèsextractiondes

protéinesà différentspH

Figure19 : photographiedel’activité del’extraitprotéiqueS15 surH. salinarum DSMZ3754

récupérerdansdifférentstampondepH
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TableauI : EffetdesPhsurlasubstanceantibiotique

pH ZI deEP s15 (mm) ZI deSCs1 (mm)

Témoin 25 6

Témoin- (tamponpH sansles

substancesactives) 00

1 14 6

2 16 6

3 22 6

4 19 6

5 23 6

6 17 6

7 17 6

8 16 3

9 14 0

10 11 0

11 06 0

12 04 0

TableauII : effetdeEP S15 surlacroissancedeHalobacterium salinarum

Temps 'h) T 20 30 50

24 0,33 0,36 0,35 0

48 0,33 0,11 0,06 0
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Figure20 : photographiedel’effetdeEP S15 surlacroissancedeHalobacterium salinarum t,

t+MC, +20µl, +30µl, +50µlrespectivement.

TableauIII : effetdeEP S15 surlabiomassedeHalobacterium salinarum

Temps(h) DO600nmdetémoin DO600nm 20µL EP 15

0 0,25 0,25

22 0,34 0,25

24 0,39 0,26

48 0,37 0,22

55 0,32 0,16
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Tableau21 : photographiedel’effetd’EP S15 surlabiomassedeHalobacterium salinarum

TableauIV : DO600nm del’absorbancedelasoucheS3.

TableauV : mesuredel’absorbancedesdifférentessolutionsdeBSA diluésavecSS

ConcentrationBSA finaleµg/ (ml) DO

0 0

250 0,5

500 1,05

750 1,24

1000 1,51

DO600nm 0 26H 28H 30H 32H 34H

S3t 0,035 0,42 0,7 2 2,4 4,5

s3t+MC 0,035 0,1 0,4 1,9 2 4

s3t+scs15 0,035 0,07 0,5 1,8 1,6 0,4

s3t+scs1 0,035 0,25 0,5 1,7 2 0,7



Résumé

Les méthodes d’extraction etde caractérisation des substances antibiotiques produite

parles Haloarchées etspécifiquementsurles Halocines aété faite parextraction acide età

froid, qui apermisd’extrairelessubstancesactifontété montré uneactivité inhibitrice. Ainsi

que certainparamètres physico-chimiques ontété effectués surleurs stabilités sont: effetde

pH allantde1 à 12, lessouchesS1 etS15 ontmontré unestabilité. Résistanteauxenzymes, la

souche S1 résiste au pepsine et α-amylase sensible à  d’autres enzymes testés. Les souches S1 

etS15 sontthermostables(résistentà unetempératurede100°C pendant1h), commerésisteà

certain solvants. La souche S15 agit sur d’autres microorganismes (Staphylococcus

aureus résistant à la méticilline).

Motsclés: Extraction, Caractérisation, Haloarchaea, Antibiotique, Halocines.

Abstract

Extraction methods and characterization of antibiotic substances produced by

HaloarchaeaandspecificallyonHalocines was made bycoldacidextraction, whichallowed

toextracttheactivesubstancehavebeenshowninhibitoryactivity. Aswellassomephysico-

chemicalparameters were performedontheirstabilities are: pH effectrangingfrom 1 to12,

S1 andS15 strains showedstability. Resistantenzymes, the S1 strainresistanttopepsinand

sensitive α -amylase other enzymes tested. Strains S1 and S15 are heat stable (resistant to a 

temperature of 100 °C for1 hour), as resists some solvents. The S15 strain acts on other

microorganisms(methicillin-resistant staphylococcus aureus).

Keywords: Extraction, characterization, Haloarchaea, Antibiotic, Halocines.


