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Introduction

1. Introduction

Depuis plusieurs années, la fréquence des infections fongiques a connu une augmentation
dramatique en se classant au quatrieme rang des infections nosocomiales (IN). Cette émergence
est liée aux insuffisances encore perceptibles constatées lors des traitements des mycoses, la
recrudescence des maladies microbiennes et la résistance de plus en plus rapide des
microorganismes aux antibiotiques (Nafis et al.,2017).

Avec l'augmentation des situations d'immunodéficience, les infections fongiques sont devenues
aujourd'hui a travers le monde une cause importante de mortalité. Ces infections sont déterminées
par deux types de micro-organismes, les champignons filamenteux et les levures. Parmi ces

derniéres,

Le Candida albicans est plus couramment impliqué dans les infections fongiques chez I'nomme,
représente aujourd’hui un probleme sérieux pour la santé publique (Papon et al.,2013) ,allant des

candidoses superficielles aux candidoses profondes ou systémiques(Francois et al..2013).

Tout cela révele, la nécessité de recherche de nouvelles substances pour lutter contre ce genre
d’infections, et ce, en accordant un intérét a 1’étude des microorganismes du sol qui peuvent former
un réservoir de substances bioactives, en particulier, les enzymes de dégradation de la paroi

fongique.

De ce fait, I’objectif de notre travail repose sur la mise en évidence et la caractérisation de I’activité
anti-Candida albicans par une souche bactérienne d’origine tellurique, ainsi que mise en évidence

de son pouvoir producteur d’enzyme protéase.
En effet le travail porte sur :

1- L’étude, invitro, de I’activité anti- C. albicans par I’isolat bactérien SoB sur milieu solide ;
2- L’identification morphologique et biochimique de I’isolat SoB ;

3- La production de I’enzyme protéase sur milieu spécifique par la bactérie SoB ;

4- Le dosage de I’activité protéolytique ;

5- L’optimisation de la production d’enzyme protéase par la bactérie SoB, en se basant sur le

pH, la température et la composition du milieu de culture.
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2. Revue bibliographique

2.1- Généralités sur les Candida spp.

Les champignons ou mycétes sont des organismes eucaryotes, uni-ou pluricellulaires,
thallophytes, non chlorophylliens. Ces organismes sont immobiles et hétérotrophes : incapables
de photosynthese, ils se développent a partir d’une source extérieure de carbone en tant que
saprophytes, parasites ou par symbiose. La structure du thalle ou appareil végétatif permet de
distinguer deux types de micromycetes les champignons filamenteux (thalle pluricellulaire, sous
forme de filament ou hyphe) regroupant les moisissures et les dermatophytes, et les levures (thalle
unicellulaire, circulaire ou ovoide). Certains champignons dits dimorphiques possédent des
morphologies différentes a I’état saprophytique (forme filamenteuse) et a 1’état pathogene (forme
levure) (Bouchara J-P et al.,2010).

Le genre Candida spp, appartient au phylum des ascomycétes (Ascomycota) et au sous-phylum

Saccharomycotina regroupant les "levures vraies” (James TY et al.,2006).

Il comprend plus de 350 especes de levures ubiquitaires. La plupart d'entre elles n'ont pas la
capacité de croissance a 37°C, et seule une minorité d'especes (environ 10%) est impliquée en
pathologie humaine Le genre Candida spp. est un groupe polyphylétique (Figure 1). La plupart
des especes de Candida spp. Impliguées en pathologie humaine appartiennent a un méme clade, le
clade CTG, caractérisé par un code génétique alternatif : le codon CUG est traduit en sérine et non
en leucine. Ce clade Candida peut étre divisé en deux sous-clades : I’un contenant des espéces
diploides fréquentes en pathologie humaine comme Candida albicans, C. tropicalis et
C.parapsilosis, I’autre contenant des espéces haploides plus rares parmi lesquelles C. lusitaniae.
L’espéce C .glabrata appartient au Saccharomycetaceae, et plus précisément au clade WGD
(whole-genome duplication) : cette levure haploide est génétiqguement plus proche de
Saccharomyces cerevisiae, que des autres especes du genre Candida spp. (Bennet RJ et Papon et
Al., 2010 et 2013).
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C. krusei
C. norvegensis
C. inconspicva

Phylogénie des principales especes pathogenes du genre Candida spp . (Papon, 2013)

2.2- Candida albicans

2.2.1- Généralité

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires se multipliant par
bourgeonnement. Le candida albicans, souvent associé a un champignon microscopique, est un
microorganisme de la famille des levures qui se trouvent normalement dans I’organisme humain
en quantité relativement limitée (Pfaller et Diekema, 2007) Cette levure représente la cause de
pathologies graves et dont la fréquence reste constante malgré le développement de nouveaux

moyens thérapeutiques, en particulier chez des patients immunodéprimés (Anofel, 2007).

Candida albicans fait partie de notre microflore naturelle - ou des micro-organismes qui vivent
habituellement dans ou sur notre corps. On peut le trouver dans le tractus gastro-intestinal, la
bouche et le vagin. La plupart du temps, cela ne pose aucun probleme, mais il est possible que des
surcroissances et des infections se produisent. Candida albicans est la cause la plus répandue
d'infections fongiques chez I'nomme. Son nom d'espéce, Albicans, vient du mot latin
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"blanc”. La levure apparait blanche lorsqu'elle est cultivée sur une plaque. Et dans le cas de
certaines infections, comme le muguet, cela peut créer des plaques blanches. (Jill Seladi-
Schulman., 2018)

2.2.2.- Taxonomie

Le genre Candida comprend environ 154 especes. Parmi ceux - ci, Six sont le plus souvent isolées
dans les infections humaines. Bien que Candida albicans est Il'espéce la plus abondante et
importante, Candida tropicalis ,Candida glabrata , Candida parapsilosis , Candida
krusei et Candida  lusitaniae sont ~ également  isolés comme  agents  pathogénes
de Candida infections ; (https://drfungus.org/knowledge-base/candida-species/) Candida peut
étre divisé en deux sous-clades : I’'un contenant des especes diploides fréquentes en pathologie
humaine comme Candida albicans, C. tropicalis et C. parapsilosis, I’autre contenant des espéces

haploides plus rares parmi lesquelles C.lusitaniae.

Embranchement Fungi

Division: Ascomycota
Sous-division Ascomycotina
Classe Ascomycetes

Sous classe Hémiascomycetes
Order Saccharomycete
Famille Saccharomycetaceae
Genus Candida

Espéce Candida albicans

La classification généralement admise de C.ablicans (Bialkova et Subik, 2006)
2.2.3-Morphologie
» Caractéristique morphologique

Le genre Candida compte un peu moins de 200 espéces et regroupe des levures non pigmentées,
non capsulées, a bourgeonnement multilatéral, produisant sauf pour C. glabrata des filaments.
(Anofel., 2014)

Le C. albicans peut se présenter sous trois formes principales : levure, pseudo-filament et filament
(Figure 2). La forme levure est une cellule ronde a ovale de 4-6 x 6-10 um, ayant la capacité de se
multiplier par bourgeonnement. La forme filament (ou hyphe) se développe a partir d'une levure

non bourgeonnante (ou blastopore) : aucune constriction n'est observée au niveau de la jonction

4
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avec la cellule-meére. Le filament posséde des bords paralleles sur toute sa longueur. A Il'inverse,
la forme pseudo-filament est caractérisée par la présence d'une constriction au niveau de la jonction
avec la cellule-mere, ainsi qu'a chaque jonction secondaire. De plus, la largeur et la longueur des
pseudo filaments sont trés variables (Noble et Al., 2017, Sudberyet al.,2011 ,Sudbery P et al 2004).

La transition morphologique levure-filament est associée a la capacité d’invasion et a la virulence
de C. albicans (Sudbery et Al., 2011,Gow et al 2012).

Figure 2 : C. albicans : reproductions asexuée et parasexuée ( Ene, 2014)
Enfin en conditions hostiles comme I'hypoxie ou la privation de nutriments, C. albicans peut

Produire des chlamydospores, cellules sphériques caractérisées par la présence d'une paroi épaisse.

Ces formes n'ont toutefois jamais été observeées in vivo.

Figure 3 : Morphologie de C. albicans(Sudbery, 2011 et Gow, 2013)
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2.2.4-Ecologie

Les levures Candida sont utilisées pour obtenir une grande variété de substances
biotechnologiques.des composés intéressants comme les alcools supérieurs, les acides organiques,
les esters, le diacétyle, les aldéhydes, les cétones, acides dicarboxyliques a longue chaine, xylitol
et glycérol. Candida domine dans une grande variété d'habitats riches en nutriments. Ces habitats
sont associés avec des plantes, de la végétation en décomposition et des insectes qui se nourrissent
de plantes. Insectes (drosophiles, abeilles et bourdons, etc.) agissent en tant que vecteurs et les
levures sont une source de nourriture importante pour les stades larvaire et adulte de nombreux
insectes Certaines especes de Candida telles que C. famata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C.
parapsilosis et d’autres peuvent étre isolés d’eaux ou de sédiments naturels et pollués. Autres
especes comme C.glabrata et C. parapsilosis sont souvent isolés des fruits de mer; (Garcia et al
2018).

Le Candida couvre de nombreux habitats qui déterminent un large éventail de propriétés
physiologiques. La plupart de Candida est mésophile et pousse bien a des températures de 25 a 30
° C, avec des extrémes inférieurs a 0 ° C et plus a 50 ° C. Le genre Candida n’a pas de capacité

photosynthétique ni d’azote fixe et ne peut normalement pas grandir anaérobiquement.
2.2.5- La structure cellulaire

Candida albicans est un eucaryote avec un noyau, une double membrane nucléaire, des
chromosomes, des mitochondries et des inclusions lipidiques. Il existe également dans ces cellules
des enzymes de type phosphatase, oxydase et peroxydase (Bourée,2001). La seule structure
différenciant la levure d’une cellule eucaryote « classique » est la présence d’un systéme vaculo-
vésiculaire, évoluant en relation avec le cycle cellulaire et la division et impliqué en majeure partie
dans la synthese de la paroi (Barelle et al.,2006). Cette derniére donne a la levure sa forme et sa
stabilité mécanique. Elle est aussi une zone de contact entre la cellule et son environnement (Ruiz-
Herrera, 2006).

2.2.6 -La paroi

La paroi et ses constituants (Figure 04) jouent un rdle important dans les mecanismes de
reconnaissance de la levure par I’hote (Jouault et al.,2009). En effet, elle est le point de
contact/d’échange avec I’hdte, mais aussi de communication avec I’extérieur. C’est un déterminant
antigénique puissant responsable de I’adhérence de la levure a 1’h6te (Sundstrom, 2002 ;Gozalbo
et al.,2004, Ruiz-Herrera, et al.,2006).
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C’est une structure complexe et dynamique représentant 15 a 20% du poids sec de la cellule. Sa
composition particuliéere lui fournit une protection contre les agressions physiques, chimiques,
biologiques, et détermine sa morphologie. Elle est formée en grande partie de polysaccharides
(90%), protéines et lipides (Reiss et al, 1992).

Plusieurs couches ont été identifiées :

> Une couche interne constituée de mannoprotéines enzymatiques et structurales - Une
couche intermédiaire composee de B-glucanes et de chitine (Klis,1994), ainsi que de
protéines ancrées GPI et de protéines Pir (Proteins with Internal Repeats) (Kapteyn et al.,
1999).

> Une couche externe formée de mannoprotéines enzymatiques, structurales, du
phosphopeptidomannane (PPM ou mannane) et du phospholipomannane (PLM) (Poulain
et al., 2002)

Figure 4 :Représentation schématique de la paroi de C. albicans adaptée de (Smits et al. 2001 par
D. Poulain)

» Roles de la paroi cellulaire

La surface de la cellule a deux réles essentiels: maintenir I'intégrité de la cellule et interagir) avec
I'environnement. Une paroi cellulaire rigide fournit la surface qui entoure la cellule. La surface est
le point de contact entre la surface du microbe et celle de I’hote, y compris les cellules
phagocytaires. 1l peut également étre la cible de la réponse anticorps. De plus, les microbes
commensaux présents dans les biofilms situés a la surface des mugueuses ou les microbes présents
dans les biofilms formés sur des dispositifs médicaux et des prothéses présentent des interactions

de surface.
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2.3 -Epidémiologie et pouvoir pathogéne

Les Candida sont des levures, micro-organismes endogenes ou exogenes, dont le pouvoir
pathogéne ne s’exprime qu’en présence de facteurs favorisants locaux ou généraux. Les
candidoses peuvent donc étre des infections opportunistes dont les causes sont trés variées. Le
spectre clinique s’étend des formes localisées (cutanées et/ou muqueuses), d’une grande fréquence
en médecine générale, aux atteintes invasives rencontrées chez les patients hospitalisés cumulant
de nombreux facteurs de risque et dont le pronostic est souvent réservé. La seule présence de ces
levures n’est pas synonyme de maladie, car I’isolat responsable de I’infection est le plus souvent
celui que le malade héberge spontanément. Les atteintes invasives sont un exemple d’infections

nosocomiales (Anofel., 2014)

L’¢épidémiologie des candidoses, aussi bien superficielles que profondes, a ét¢ marquée par une
augmentation majeure de leur fréquence durant les 25 dernieres années, liée en grande partie a

I’accroissement du nombre des patients a risque.

Les facteurs favorisants des candidoses Les facteurs favorisants peuvent étre décomposés en

facteurs intrinseques ou extrinseques.
2.3.1-Facteurs intrinséques (liés a I'n6te)

Les facteurs liés a 1’hote sont multiples. Ils peuvent étre physiologiques (Nouveau-né, vieillard,
surcharge pondérale, grossesse), locaux (transpiration, macération, irritations...) ou liés au terrain
du patient (diabete, immunodépression en particulier au cours de I’infection a VIH, d’une

hémopathie maligne ou d’un cancer) (Anofel,2014).
2.3.2-Facteurs extrinséques (iatrogénes)

Les facteurs iatrogeénes sont également trés divers et comprennent ’usage de corticoides,
immunosuppresseurs, ’antibiothérapie a large spectre et les antiseptiques, la toxicomanie
intraveineuse, les gestes chirurgicaux (chirurgie digestive, cardiaque) ; la transplantation d’organes
ou bien encore la pose de dispositifs intravasculaires (cathéters veineux centraux notamment)
(Anofel,2014).

2.4-les candidoses

La candidose est une infection courante de la peau, de la cavité buccale et de 1'cesophage, du
tractus gastro-intestinal, du vagin et du systéme vasculaire de I'nomme. Candida albicans est
I’agent le plus impliqué dans la candidose humaine. Habituellement, cette levure agit comme un

8
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microorganisme saprophyte commun de la microflore humaine normale (Calderone et al.,2001).
Cependant, il peut soumettre une transition de phase commensale a une phase pathogene pour
devenir un agent pathogeéne opportuniste (Papon et al.,2013)Bien que la plupart des infections
surviennent chez des patients immunodéprimés, elles vont d’infections mineures a graves et fatales

(McCullough et al.,1996).
2.4.1 -Candidose superficielle

Les champignons (levures) du genre Candida peuvent provoquer des infections superficielles
touchant les muqueuses et la peau et des infections viscerales : elles peuvent se limiter a un organe

ou disséminer a travers 1’organisme. (Francoise Dromer ,2013) ;

Ces formes cutanéo-muqueuses sont le plus souvent bénignes. Cependant des formes graves,
chroniques ou récidivantes peuvent étre observeées. La levure Candida albicans est responsable de
presque tous les cas de candidoses buccales et oesophagiennes et de plus de 80 % des candidoses

vaginales (Ruhnke, 2002). En effet, les Candida sont les plus fréquemment isolés de la cavité

buccale et sont détectés chez environ 31 a 55 % des individus sains; (Gudlaugsson et al.,2003).

2.4.2- Candidose invasive

Le genre de Candida peut occasionner des candidoses invasives. On parle généralement de ce type
de candidose lorsqu'il se produit un passage des Candida au travers de la barriere
cutanéomuqueuse .L’émergence des infections fongiques invasives (IFI) dans les pays
industrialisés est une conséquence des techniques de soins modernes, qui permettent la prise en
charge de patients trés fragilisés. Les candidoses sont les plus fréquentes des IFI. Elles sont en

majorité endogeénes, a partir de la flore commensale du patient. (Alain Bonnin.,2012).

Les candidoses invasives ont des signes cliniques peu spécifiques par la fiévre résistante aux
antibiotiques, choc septique avec des manifestations cutanées (maculo-papules), cardiaques
(endocardite),cérébro-méningées,ostéo-articulaires(osteomyeélites,spondylodiscites), oculaires
(choriorétinite, endophtalmie avec vitréite), hépatospléniques, ..., chez des patients de
réanimation, d’onco-hématologie (aplasies), dans les transplantations d’organes, les grands
briilés, ... Les aspects particuliers de l'infection a VIH/Sida sont les candidoses oro-pharyngée et

oesophagienne (Professeur Pierre Aubry et al .,2018).
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2.4.3- Candidose profondes

Le nombre de candidoses profondes telles que les bactériémies a Candida (candidemies) a été
multiplié par 12 entre 1981 et 1992, et elles occupent le quatrieme rang des bactériémies
nosocomiales aux USA (Pittet et Wenzel, 1995; Edmond et al., 1999; NNIS, 2002). Du fait de leur
survenue au cours des traitements des pathologies lourdes chez des patients fragiles ou
immunodéprimés, les candidoses profondes se déclarent le plus souvent a I’hdpital et sont donc
considérées comme des infections nosocomiales (appelées aussi, infections liées aux soins).C.
albicans est responsable d’environ 50% des candidoses profondes devant C. glabrata, C.

parapsilosis, C. tropicalis et C. krusei.
2.5 -Traitements des candidoses ; Mode d’action des antifongiques,

Les antifongiques sont des molécules capables d’affecter spécifiquement les différents
champignons impliqués en mycologie médicale, ou au moins, de réduire leur prolifération
Contrairement au grand nombre d’antibiotiques et malgré d’importants progres, la quantité

d’antifongiques disponibles reste limitée a un petit nombre de produits (Anofel, 2007).

Il existe actuellement plusieurs antifongiques systémiques appartenant a quatre classes

pharmacologiques, chaque famille possédant un mode d’action particulier(Dannaoui, 2013).
2.5.1-Cibles cellulaire

Les antifongiques systémiques utilisés pour traiter les infections fongiques disséminées ou
profondes se répartissent en quatre familles chimiques principales et possedent globalement trois
cibles Les cellulaires chez le champignon : les pyrimidines fluorées agissent sur la réplication
d’ADN et la synthése des protéines ; les polyénes et les azolés ont pour cible I'ergostérol et sa voie
de biosynthése ; les lipopeptides inhibent la biosynthese de glucanes pariétaux. (accocebery et
al.,2006)
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Figure 5 : Les cibles des antifongiques (Bellet, 2017)

» L’amphotéricine B agit en se fixant sur ’ergosterol, qui conduit & la formation des pores
dans la membrane

Polyold subsamit

Figure 6 : Représentation schématique des stérols et de I'amphotéricine B (Kamin“ski, 2014)

» Les azolés inhibent la synthése de 1’ergostérol.Ces antifongiques sont fongistatiques sur

Candida spp. : ils permettent d’inhiber la croissance des levures, sans les supprimer.
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Figure7 : Structure des antifongiques triazolés (Ostrosky-Zeichner, 2010)

» Les échinocandines inhibent la synthese des 1-3-béta-glucanes de la paroi.

Figure 8 : Les Structures chimique des echinocandiens ( Talarmin, 2010)
» La 5-fluorocytosine inhibe la synthése d’ADN et la synthése protéique
2.5.2 — les mécanismes de résistance

Les mécanismes de résistance mis en place par certaines souches de champignons sont maintenant
mieux connus, en particulier chez les levures du genre Candida. Dans la majorité des cas, ces
mécanismes reposent soit sur des mutations qui ont pour effet de modifier la cible de I'antifongique
ou d'en bloquer I'accés, soit sur la surexpression de génes codant pour la cible ou pour des
transporteurs membranaires impliqués dans un rejet actif de I'antifongique. (Isabelle et al.,2006)

La résistance a I’amphotéricine B reste exceptionnelle et peut étre liée a une disparition de
I’ergostérol membranaire. La résistance a la 5-fluorocytosine peut apparaitre rapidement et peut

étre due a un défaut de pénétration intracellulaire ou a un défaut de transformation en 5-fluorouracil
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qui est la molécule active. La résistance aux azolés peut étre liée a des mécanismes variés qui
peuvent s’associer chez une souche donnée. On en distingue quatre grands groupes qui incluent
(i) des modifications de la cible (la 14-alpha-déméthylase) par mutation du géne codant pour
I’enzyme, (ii) une surproduction de la cible, (iii) des phénomenes d’efflux, par surproduction de
transporteurs, (iv) des altérations d’autres étapes de la voie de synthése de I’ergostérol. La
résistance aux échinocandines est liée a une modification de la cible par mutations des

genes fks qui codent pour la béta-1-3-D-glucane synthase.(Dannaoui,2013)

2.6-Généralités sur Bacillus

2.6.1-Taxonomie du genre Bacillus

Le genre Bacillus appartient au phylum des Firmicutes, découvert pour la premiere fois en 1872
par Ferdinand Cohn. Les membres ce genre sont des bactéries a Gram positif, formant des
endospores. lls se distinguent des autres bactéries formant des endospores par leur morphologie
cellulaire (en forme de batonnet généralement), aérobies ou aéro anaérobie facultatifs, par la
production de catalase et par leur distribution ubiquitaire (Nicholson, 2002).

Ce genre englobe une variété d’espéces phénotypiquement hétérogeénes, présentant un large
éventail de besoins nutritionnels, de diversité physiologique et métabolique ainsi que dans la
composition en base d’ADN (Claus et Berkeley, 1986).

Historiquement, les espéces ont été regroupées en six grands groupes bases sur de nombreux
caracteres physiologiques, biochimiques et morphologiques), ainsi que sur la capacité a former
des spores (Priest et al.,1993)

Les ¢tudes de la taxonomie numérique ont €té un succes pour I’analyse des Bacillus provenant
des sols et ont contribué & la compréhension de la distribution des espéces de ce genre. La
classification moderne est basée sur l'analyse comparative des séquences d’ARNr 16S. Des
recherches récentes utilisant cette analyse ont confirmé des niveaux élevés d’hétérogénéité

phylogénétique dans ce genre (Garveba et al.,2003).

(Rossler et al.,1991) regroupent neuf espéces du genre Bacillus en quatre groupes. (Ash et al.1991)

ont séparé 51 especes du genre Bacillus en cing groupes phylogénétiqguement distincts.
Ce genre regroupe un grand nombre d'espéces tres répandues dans la nature.
Les caractérisations génotypiques et phénotypiques complémentaires au niveau des espéces du

genre Bacillus selectionnées ont mené a la création de nouveaux genres multiples : Amphibacillus

13



Revue Bibliographique

(Niimura et al.,1990 ) ,Alicyclobacillus (Wisotzkey et al.,1992) ,Paenibacillus (Ash et al.,1993),
Aneurinibacillus et Brevibacillus (Shida et al., 1996) ,Virgibacillus (Heyndrickx et al., 1998),
Gracilibacillus et Salibacillus (Waind et al., 1999), Filobacillus (Schlesner et al., 2001),
Geobacillus (Nazina et al., 2001), Ureibacillus (Fortina et al.,2001),Jeotgalibacillus et
Marinibacillus (Yoon et al., 2001).

De ce fait, I'image finale de la taxonomie du genre Bacillus est encore loin d'étre établie car de
nombreuses especes initialement décrites comme Bacillus ont été transférées vers des genres
voisins. Néanmoins, Le genre Bacillus comprend plus de 200 especes et est I'un des plus grands

genres bactériens (Logan et al.2007).
2.6.2-La germination des endospores

Trois étapes sont impliquées dans le processus de conversion a partir d'une spore a une cellule

végétative: activation, la germination et I’excroissance (figure9)
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Figure 9 : les étapes de germination des endospores chez Bacillus (Ponte et al.,2008)
2.6.3- Habitat de Bacillus sp .

Leur habitat principal est le sol, pour lequel la variété de la flore en Bacillus sera fonction de la
richesse en matieres organiques (B. subtilis, B. licheniformis, B.cereus, pour les sols les plus
pauvres). La plupart de ces bactéries ont la capacité de désintégrer les protéines, a savoir l'activité
protéolytique. Les enzymes protéases ont non seulement une importance industrielle utilisations,
mais aussi les protéases de ces micro-organismes jouent un réle important dans le cycle de I'azote,
qui contribue a la fertilité du sol. Dans les sols de riziere, la plupart des la source d’azote est stockée
sous forme de protéine de biomasse et se décompose lentement en acides aminés de bas poids
moléculaire par l'activité de la protéase du sol. On pense que la protéase du sol étre principalement

alimenté par des microorganismes du sol (Belma et al.,2000)
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2.6.4- Identifications du genre Bacillus

Les membres du genre Bacillus se trouvent généralement dans le sol et représentent un large
éventail de capacités physiologiques, permettant a 1’organisme de se développer dans tous les
environnements et de rivaliser de maniére souhaitable avec d’autres organismes de
I’environnement en raison de sa capacité a former des spores extrémement resistantes et a effets

antagonistes sur d'autres micro-organismes (Kuta ,2008).

Tableau 1 : Classification du genre de Bacillus (Priest et al.,1993).

Groupes Espéces représentantes Caractéristiques
B. polymyxa e Anaérobies facultatives, fermentent une variété de
sucres.
Groupe | e Besoins de croissance : vitamines et acides aminés.
B. subtilis e Sécrétent : amylases, glucanases pectinases et
pullulanases.
Groupe Il B. pumilus, e Endospores ovales, aérobies stricts pour la plus

B. licheniformis part des especes.

e Certaines espéces sécrétent de nombreuses

enzymes extracellulaires : les B-glucanases et
B. amyloliquefaciens

protéases
Groupe Il Brevibacillus brevis Taxonomiquement moins définis.
B. sphaericus, e Groupe phylogénétiquement homogéne.
Groupe 1V B.insolitus, et e Tous aérobies stricts.

B.psychrophilus o ]
Méso-diaminopiméliqgue du peptidoglycane est

remplacé par de la lysine ou de ornithine.

Groupe V B. stearothermophilus Thermophiles.  Groupe  physiologiquement et

morphologiquement hétérogenes.

Métabolisme diverses allant de la aérobies stricts a des

types microaérophiles.

Groupe VI Alicyclobacillus (genre) Thermophiles acidophiles.
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2.7-Généralités sur les enzymes pour la dégradation de la paroi fongique
2.7.1-Les enzymes

Les enzymes sont des protéines de hautes masses moléculaires (10 000 a 100 000 daltons) et sont
constituees de longues chaines d'acides aminés unis par des liens peptidiques. Ce sont des
macromolécules qui appartiennent a la classe des protéines globulaires. Elles sont présentes dans
les cellules de tous les organismes vivants ou elles jouent un réle essentiel en contrélant les
procédés métaboliques permettant aux nutriments d'étre transformés en énergie et en matériaux
cellulaires. Autre fonction importante, les enzymes sont responsables de la dégradation des

molécules complexes en molécules plus facilement assimilables (Meunier, 1999).

Les enzymes agissent comme catalyseurs de plusieurs réactions chimiques. Une caractéristique
importante des enzymes est leur tres grande sélectivité a catalyser des réactions chimiques
précises. En effet, contrairement aux agents chimiques qu'elles tendent a remplacer, les enzymes
sont tres spécifiques. De facon générale, la majorité des réactions enzymatiques peut étre

représentée de la facon suivante (Meunier,1999) :
Enzyme + Substrat ~ Complexe Enzyme-Substrat ~ Produit + Enzyme Les enzyme
2.7.2-Enzymes protéolytiques(les protéases)

Les Bacillus représentent une source d'enzymes industrielles telles les amylases, utilisées dans
I'industrie du pain, ou encore des protéases et cellulases, dans I'industrie des détergents (Cho et
al.,2011). aussi ces Bacillus sont d'intérét pour I'industrie pharmaceutique par la produit un grand

nombre de métabolites bioactifs, qui présentent une activité antibactérienne et / ou antifongique

Les enzymes peuvent étre divisées en plusieurs classes selon leur action spécifique. Chacune des

six classes principales est décrite dans le Tableau 3 (Meunier, 1999).
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Tableau 2 :Principales classes d'enzymes selon Meunier (1999).

Classes Réactions catalytiques
Oxydoréductase Reéactions de transfert d'électrons (ou d'atomes d'hydrogéne)
Transférases Transfert de radicaux (Groupements phosphates, amines,

méthyle, etc.)

Hydrolases Réactions d'hydrolyse (bris d'un lien chimique par addition

d'une molécule d'eau)

Lyases Addition de doubles liaisons a une molécule et enlevement de

groupements chimiques sans hydrolyse

Isomérases Réactions d'isomérisation (réaction ou un composé est

transformé en un de ses isomeres)

Ligases Formation de liens chimiques couplés avec la rupture d'ATP

Au niveau industriel, la classe d'enzyme la plus importante est la classe des hydrolases ou enzymes
hydrolytiques. En 1998, 75% des enzymes destinées a I'industrie étaient hydrolytiques (Rao et al.,
1998).

Les protéases, ou enzymes protéolytiques, font partie de cette classe. En effet, les protéases sont
des enzymes qui catalysent 1 'hydrolyse des protéines, en scindant la liaison peptidique qui lie
deux acides aminés dans une chaine peptidique. Les protéases sont divisées en deux groupes selon
leur site d'action, soit les protéases intracellulaires et extracellulaires. (Kalisz, 1988) .

Les protéases intracellulaires sont importantes pour une variété de processus cellulaires et
métaboliques comme la sporulation et la différentiation, la maturation d'hormones et d'enzymes,
et la maintenance du pool de protéines cellulaires. Ce type de protéase est moins intéressant a
utiliser en industrie car ces enzymes nécessitent une étape de lyse cellulaire pour en faire
I'extraction. Les protéases extracellulaires, excrétées a I'extérieur de la cellule, sont importantes
pour I'hydrolyse des protéines dans I'environnement extérieur de la cellule et aident ainsi la cellule

a absorber et a utiliser les produits de cette hydrolyse (Kalisz, 1988).
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2.7.2.1 Classification des protéases

La production de protéases par les micro-organismes est fortement influencée par les composants
du milieu, en particulier les sources de carbone et d'azote, et par des facteurs physiques tels que la
température, le pH, la durée d'incubation, I'agitation et la densité de I'inoculums (Abidi, Ferid et
al.,2008) Les protéases se différencient également selon leur mode d'action: les endopeptidases et
les exopeptidases. Les deux types de protéases sont divisés en plusieurs classes et sous-classes. Le

Tableau 3 présente les classes et sous-classes de protéases.

Tableau 3 : Classification des protéases (Rao et al.,1998).

Types de protéase

Aminopeptidases
Exopeptidases - Peptidyle peptidase

- Dipeptidyle peptidases

Tripeptidyle peptidases
Carboxypeptidases

- Sérine carboxypeptidase

Metallo carboxypeptidase

- Cystéine carboxypeptidase

Protéases sérines

Endopeptidases Protéases cystéines ou protéases thiols
Protéases aspartiques ou protéases acides

Métallo-protéases
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2.8-Protéase d’origine microbienne

Les protéases se trouvent dans plusieurs microorganismes tels que les protozoaires, les bactéries,
les levures et les champignons. Les protéases constituent 60 a 65% du marché industriel mondial,
dont la plupart sont des protéases alcalines (Banerjeeet al,1999 ;Ellaiah et al.,2003 )Parmi les
diverses protéases, les protéases bactériennes sont plus importantes que les protéases animales et

fongiques.
2.8.1-protéase des moisissures

Les enzymes fongiques représentent 40% du marché mondiale des enzymes industrielle. Les
protéase constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent étre produites par genres
fongique,,Aspergillus,Penicillium, Trichoderma,Mucor,Rhizopus,Geotrichum,Fusarium

,Rhizomucor,Endothia etc ;Ce groupe d’enzyme dispose de possibilités d’application
biotechnologie trés entendus, Actuellement elles sont de plus en plus utilisées en boulangerie, dans
industrie alimentaire humaine et animale, dans les détergents pour lessives, dans 1’industrie des

tenneries et 1I’industrie pharmaceutique (Frazier, 1967 ; Ul,haq et al.,2003)
2.8.2-Protéase des levures

Certaines levures produisent aussi des enzymes protéolytiques, ils s’agissent essentiellement des
genres Saccharomyces, Rhodotorula, Candida, Debaryomyce.,Par exemples produit trois types de
protéase ; une aspartyl protéase, une sérine protéase et un métalloprotéase, 1’activité protéolytique

de ces genres utilisées particulierement pour I’affinage des fromages (Kresze ,1991 ; Boiron ,1996)
2.8.3-Protéase des bactéries

il s’agit essentiellement de la subtilisine ou subtilase, une protéase produite par Bacillus subtillis
et quelques genre apparentes, celles-ci est tres stable et résiste bien a ’action des détergents, par
ailleurs, elle est naturellement excretes dans le milieu, ce qui facilite sa purification (Calk et
al.,2000 ; Fraizer ,1967).

Le genre Bacillus étant la source la plus importante, en raison de leur capacité a produire une
grande quantité de protéase ayant une activité protéolytique et une stabilité significatives a des
températures et un pH élevés. Les protéases microbiennes sont généralement produites par des
cellules libres ou immobilisées. (Joo H S et al,.2003)Bacillus subtilis est I'une des bactéries les
plus largement utilisées pour la production des produits chimiques spécifiques et des enzymes

industrielles et également une source majeure d'enzymes d'amylase et de protéase.
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Les protéases de Bacillus sont des enzymes secrétées dans le milieu extracellulaire. Parfois leurs
productions sont réprimées par 1’adjonction en milieu de culture d’un hydrolysat de protéines ou

de mélange d’acides aminés (Arnaud et Guiraud, 1993).

Elles sont parmi les enzymes les plus anciennement connues et sécrétées par la plupart des especes
de Bacillus telles que : Bacillus megaterium et Bacillus subtilis (Sastryet Mathur, 1979).

La quasi-totalité des protéases extracellulaires du genre Bacillus sont :
» Les protéases alcalines (sérines protéases) :

Leur appellation est due a leur pH optimum d’action compris entre 9 et 11. Les sérines protéases
ont un poids moléculaire compris entre 25 000 et 30 000 et sont caractérisées par la présence d’un

résidu seérine au niveau de leur site actif.
Elles sont stabilisées aux hautes températures par les ions Ca2+.

En fonction de leurs propriétés générales, elles peuvent étre classées en deux groupes :
Subtilopeptidase A : enzymes sécrétées par Bacillus licheniformis et Bacillus pumilus.
Subtilopeptidase B : enzymes sécrétées par Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus subtilis.
» Les protéases neutres (métallo protéases)

Elles ont un poids moléculaire variant entre 32,9 et 47,5 KDa. Les métallo protéases représentent
le groupe du métallo endopeptidases ayant une activité maximale a un pH neutre ou se rapprochant

de la neutralité.

Les protéases neutres ne présentent aucune activité estérasique. L’insertion de 1’ion de zinc au

niveau de la molécule enzymatique est primordiale pour son activité
2.9-Intérét de souche du Bacillus

2.9.1-Production des composés antimicrobiens

Le genre Bacillus a le potentiel de produire plus de 45 molécules antimicrobiennes ; certains de
ces composés ont une valeur clinique, d'autres sont testés in vitro pour contrdler les maladies des
plantes et dans la conservation des denrées alimentaires. En fonction de leur voie de biosynthése,
ces métabolites peuvent étre regroupés en deux catégories différentes : la premiére classe

comprend les peptides ribosomiques synthétisés, y compris les bactériocines tandis que la seconde
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classe comprend les petits peptides synthétisés par voie enzymatique ou par des voies non-
ribosomiques (Stein, 2005).

» Production des antibiotiques

Face au probléme de I’émergence de la résistance aux antibiotiques des bactéries pathogenes, Les
bactéries qui offrent une grande production de ces molécules sont celles qui appartiennent au genre
Bacillus (Pinchuk et al.,2001). En effet, ce genre est réputé par la production des antibiotiques
contre les bactéries, les champignons et les levures. La synthése de ces substances inhibitrices est
décrite par différentes especes, telles que Bacillus subtilis, Bacillus polymixa, B.
amyloliquefaciens, B . stearothermophilus, B ,brevis, B.thuringiensis, B.megaterium, B.circulans
et B. licheniformis (Whipps ,2001 ; Stein,2005) et sont géneralement produites au debut de la
sporulation (Schallmey et al., 2004).

2.9.2- La lutte biologique

L'intérét pour la lutte biologique contre les agents pathogenes pour les plantes a augmenté au cours
de cette derniére décennie di a l'importance a utiliser des alternatives respectueuses pour
I’environnement d’une part et éviter 1’utilisation intensive des pesticides chimiques d’une autre
part (Ongena et Jacques, 2008). Ce controle n’est pas seulement une alternative aux pesticides
chimiques, mais il peut également assurer le contrdle des maladies qui ne peuvent étre gérer (ou

partiellement gérer) par d'autres stratégies (Cook, 1993).

La plupart des especes du genre Bacillus sont bien connues pour leur capacité a controler les
maladies des plantes et sont considérées comme des microorganismes sans danger. Les bactéries
halotolérantes et halophiles de ce genre possedent des capacités remarquables a synthétiser
de nombreuses substances par le biais de divers mécanismes et qui ont été utilisées avec

succes dans Il'agriculture et pour l'industrie fine (Stein, 2005).

Les métabolites secondaires produits par ces souches ont montré une activité antifongique contre

les différents phytopathogénes (Ongena et Jacques, 2008).
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3. Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’optimisation de la production de protéase par Bacillus sp.utilisé
comme agent de lutte contre les Candidoses.Ce travail a été réalise au sein du laboratoire de
Mycologie, de Biotechnologies et de 1’ Activité Microbienne (LaMyBAM) Université des Freres

Mentouri Constantine 1.

3.1- Origine des souches utilisées

La souche bactérienne utilisée dans ce travail, en I’occurrence SoB,est fournie par le LaMyBAM,
elle a éte isolée a partir du sol de palmeraie de la région de Tolgua et conservée au congélateur
dans des cryotubes, tandis que la souche de Candida albicans est fournie par le laboratoire de
Mycologie-Parasitologie, CHU Constantine, elle est originaire d’un prélévement buccal d’un
patient souffrant de Candidoses et conservée a +4°C dans des tubes contenants la gélose Sabouraud
inclinée additionnée au Chloramphénicol.

3.2-Réactivation des souches

La bactérie SoB et la levure C.ablicans ont été réactivées par ensemencement en stries sur la gélose
Nutritive (GN) et sur le milieu Sabouraud (SAB) respectivement. Des repiquages consecutifs a

30°C pour SoB et a 37°C pour C. albicans ont permis de vérifier la pureté des deux souches.
3.3- Etude de P’activité anti- C. albicans par I’isolat SoB (test d’antagonisme)

Le test d’antagonisme de 1’isolat SoB vis-a-vis du Candida, consiste a rechercher 1’activité
biologique de cet isolat sur le développement de Candida albicans. Ce test est réalisé par la
méthode de diffusion sur gélose. Un écouvillon stérile trempé dans la suspension levurienne a servi
a ensemencer uniformément toute la surface de la boite contenant la gélose Saboraud (annexe 1).
Aprés un séchage de la surface (environ 5min), un disque de 5mm de colonies bactériennes
réactivées préalablement sur GN est déposé sur la gélose SAB. Apres un deuxiéme séchage, la
boite de Pétri est incubée a 30°C pendant 24 a 48h. Le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré
au millimetre pres (Errakhi et al.,2007).

3.4 - Etude morphologique de I’isolat SoB

L’identification de 1’isolat SoB est effectuée par une observation macroscopique qui repose sur la
détermination de 1’aspect de la colonie, sa couleur et sSon revers, et une observation microscopique
en considérant la taille, la forme, I’arrangement des cellules, leurs mobilités et leur pouvoir de

sporulation.
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3.4.1-Observation macroscopique

L’aspect macroscopique des colonies sur milicu gélosé, agées de 24h, est observé directement a
I’ceil nu (Guiraud, 1998).

3.4.2- Observation microscopique

3.4.2.1- Observation a I’état frais
L’état frais permet I'observation des bactéries vivantes et la détermination de leur morphologie, de
leur mode de regroupement, et surtout, de leur mobilité éventuelle. La méthode consiste a déposer
une goutte d'eau distillée ou d'eau physiologique stérile sur la lamelle, puis apporter et dissocier
dans la goutte un prélevement bactérien de la colonie a observer; la lamelle est recouverte par une
lame creuse de la maniére a obtenir une goutte pendante et 1’observation est faite a différents

grossissements (40X puis a immersion) (Singleton., 2005).
3.4.2.2-Coloration de Gram

Un frottis est prélevé a partir d’une colonie de 24h, fixé a la chaleur, puis recouvert par le violet
de Gentiane (annexe 2) pendant 1 min, ensuite I’élimination de ce colorant est effectuée par 1’ajout
de lugol pendant 1 min. Le frottis est décoloré par de 1’éthanol (environ 20 sec). Enfin, une contre-
coloration est réalisée avec de la Fuschine (Madigan et Martinko, 2007). L’observation est faite

au grossissement 40 X, puis a immersion 100 X.

NB : Les constatations faites a partir des études macroscopiques et microscopiques citées ci-
dessus, nous ont orienté vers la possibilité de caractérisation d’une bactérie développant des

endospores, ce qui justifie la nécessité de la réalisation d’un test de sporulation.
3.4.2.3-Test de sporulation

Le test consiste a cultiver I’isolat SoB pur dans un Erlen contenant le milieu de culture 863 (annexe
1) suivi d’incubation agitée a 30°C pendant4 jusqu’a 7 jours. La présence de spores est détectée a

I’aide d’une observation microscopique au grossissement (G X 40).

3.5-Etude quelques caractéres biochimiques de I’isolat SoB

3.5-1 Test catalase

Le test catalase sert a déterminer si la bactérie possede I’enzyme catalase servant a transformer

I’eau oxygénée en eau et oxygene. Elle est mise en évidence par contact de la culture bactérienne
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avec une solution fraiche d’eau oxygénée. Une réaction positive se traduit par 1’apparition de bulles

(Singleton, 2005).
3.5.2-Test oxydase

Ce test permet de mettre en évidence I’enzyme cytochrome oxydase des bactéries. En présence
d’oxygéne atmosphérique et de cytochrome C, I’enzyme de la bactérie oxyde le réactif

phénylénediamine pour former un composé violet, I’indophénol.

Ce test est mis en évidence par contact des colonies bactériennes avec un disque d’oxydase stérile
pré-imprégné par le réactif de phénylénediamine (Bibirou,2016). La lecture de ce test est

immédiate.
3.5.3- Test de nitrate réductase

La recherche de la nitrate réductase (NR) sur un bouillon nitraté par les réactifs de Griess permet
(annexe 3) de mettre en évidence la production des nitrites .Or il y’a deux NR et la réduction des
nitrates peut dépasser le stade nitrite (Meyer et al.,1994). La technique consiste a cultiver la
bactérie a tester dans un tube contenant du boillon nitrate, et I’incuber a 30°C pendant 48 a 72H.
Apres incubation, le milieu est examiné pour savoir si ’il y’a réduction des nitrates en nitrites, pour
révéler la présence du nitrite, 0,5 ml de réactif 1 et 0,5 ml de réactif 2 de Griess sont ajoutés. Ces

réactifs se combinent a tout nitrite présent pour former un colorant rouge azoique soluble.

L’absence de coloration rouge peut signifier soit (a)que le nitrate n’a pas été réduit, soit (b) que le
nitrite s’est formé mais a été ensuite réduit, par exemple en azote et ammoniac,pour distinguer
entre ces deux possibilités, le milieu est testé pour la présence de nitrate et cela en ajoutant une
trace de poudre de zinc qui réduit le Nitrate en nitrite,s’il y’a du nitrate (¢’est-a-dire s’il n’a pas
été reduit par la souche testé),’addition de zinc fera apparaitre une coloration rouge car le nitrite

nouvellement formé se combinera avec les réactifs du milieu (Singleton.,2005).

3.5.4-Détermination de la voie d’attaque des glucides

Cette technique est révélée sur milieu MEVAG contenant un indicateur de PH afin d’étudier
I’assimilation de divers glucides et de connaitre également la voie d’attaque des sucres (voie

oxydative ou fermentaire) (Guiraud, 1998).

La méthode consiste a ensemencer deux tubes dont 1’un recouvert d’une couche d’huile de
paraffine, par une piqure centrale avec un fil de platine chargé de semence prélevée d’une culture

de 18 a 24 heures. Aprés incubation, trois catégories de bactérie sont distinguées:les bactéries
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fermentatives, qui donnent une acidification rapide et égale dans les deux milieux qui deviennent
jaunes en 24h sur toute la hauteur de la piqure d’inoculation. Dans le cas ou il y’a production de
gaz,celui-ci est visible sous la couche de I’huile,les bactéries oxydative,qui révelent dans le tube
fermé peu ou pas de culture,et pas d’acidification (apres plusieurs jours, méme en I’absence de
culture visible, la couleur du milieu peu virer vers des teintes orangées si la huile utilisée est acide,
quant au tube ouvert il y’a acidification modérée et assez lente, débutant a la surface ,en 24-48
heures ou parfois d’avantage, jamais de gaz, enfin pour les bactéries inactives il y’a peu ou pas de
culture dans le tube fermé, quant au tube ouvert, il y’a culture sans modification du pH(sans
d’acidification) ou avec une alcanisation plus ou moins fort en surface(virage au rouge violet )
(Singleton,2005).

3.5.5-Détermination de la voie d’attaque des sucres (glucose, lactose, saccharose) et du sulfate
ferreux (TSI)

La gelose TSI Agar contient trois sucres (dextrose, lactose et saccharose), du rouge de phénol pour
détecter la fermentation des glucides, et du sulfate ferreux pour détecter la production d'acide
sulfhydrique (indiquée par le noircissement du culot dans le tube).Ce test consiste a ensemencer
un tube contenant la gélose inclinée Trypticase Soy Agar avec une culture agée de 18 a 24 h et
ce, en piquant le culot et en striant la surface de la pente par une anse de platine. L’incubation est
faite a 30°C Pendant 24 heures. Plusieurs cas peuvent se présenter apres incubation; si le lactose
(ou le saccharose) et le dextrose sont fermentés, une grande quantité d’acide est produite, ce qui
fait apparaitre I’indicateur rouge du phénol en jaune, en culot et en pente. Certains organismes
génerent des gaz qui produisent des bulles. Si le lactose n'est pas fermenté mais que la quantité de
glucose est faible, le culot déficient en oxygéne sera jaune (le culot a plus de glucose par rapport
a la pente, c'est-a-dire qu'il contient plus de dextrose), si ni le lactose / saccharose ni le dextrose,
ne sont fermentés, le culot et la pente seront rouges. La pente peut devenir rouge-violet plus foncé
(plus alcalin) a la suite de la production d'ammoniac a partir de la désamination oxydative d'acides
aminés. Enfin, si le HoS est produit, la couleur noire du sulfure ferreux sera visible (Tarig et
al.,2016).

NB : des répétitions pour tous les tests biochimiques sont effectuées afin de s’assurer des résultats

obtenus.

Dans ce travail, I’isolat bactérien SoB a fait ’objet d’une production d’enzyme de dégradation de
la paroi fongique a savoir, I’enzyme protéase puisque cette derniére est connue par son pouvoir

antifongique (Manjula et Podile, 2005).
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3.6-Test de production de protéase

Afin de révéler ’activité protéasique, des colonies bactériennes de 24h de I’isolat a tester ont servis
a inoculer un erlen contenant le milieu Luria (annexel). Aprés une nuit d’incubation agitée a 30°C,
la culture bactérienne est centrifugée a 10000g pendant 20min, le surnageant récupéré est filtré a
’aide de filtres stériles de 0.2um de diametre. Le surnageant filtré est testé sur des boites de Pétri
contenant le milieu protéase (annexel). Ces boites sont incubées a 30°C pendant 24h. La détection

de I’activité enzymatique est indiquée par la formation de zone d’hydrolyse (Degering et al.,2010).
3.7-Dosage de Pactivité protéolytique

Dans le présent travail, I’activité protéolytique a été mesurée par la méthode décrite par Kembhavi
et al,(1993).Pour ce faire, et en se basant sur différentes références bibliographiques, un pH
équivalent a 7 et une température de 60°C ont été fixées pour I’optimisation de la production de
protéase par 1’isolat SoB dans différentes conditions de culture bactérienne, a savoir; pH,

température et composition du milieu de culture.
3.7.1 -Principe

Les protéases catalysent I’hydrolyse des protéines en libérant des peptides simples et des acides
aminés libres qui se trouvent dans la phase soluble, les molécules non hydrolysées sont précipitées
par le TCA, ce qui permet de récupérer les fragments solubles dans le filtrat. Dans ce test, la
caséine agit comme un substrat. Lorsque la protéase que nous testons digere la caséine, une

tyrosine est libérée avec d'autres acides aminés ainsi que des fragments peptidiques.
3.7.2-La réaction enzymatique

Le mélange réactionnel a été préparé par addition des produits suivants :

a/ Le surnageant de culture bactérienne, contenant 1’enzyme protéase, décongelé juste avant le

dosage enzymatique ;
b/ Le tampon phosphate (KH2P04 /Na;HPO4 (0,1M), ajusté a pH 7 ;
¢/ La solution de cas€ine 1% (1g de caséine dans 100ml de tampon pH 7) ;

d/ Le TCA 20% (20g de TCA dans 100ml de I’cau distillée).
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3.7.3-Protocole de dosage

Une portion aliquote de 0,5 ml du surnageant de culture, convenablement diluée (480l de tampon
pH 7 additionné de 20ul de surnageant de culture) a été mélangée a 0,5 ml de tampon pH 7
(KH2P04 /Na2HPO4) a 100 Mm contenant 1% de caséine. Le mélange réactionnel a ensuite été
incubé pendant 15 min a 60° C. Aprés incubation, ce mélange a été complété par addition de 0,5
ml d'acide trichloracétique (TCA 20%) suivi d’une deuxiéme incubation a tempeérature ambiante
pendant 15 minutes. Enfin, le mélange réactionnel a été centrifugé a 12500 rpm pendant 15 minutes
afin d’éliminer le précipité. La matiére soluble dans I'acide a été estimée par spectrophotométrie a
280 nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible.Une unité de protéase est définie comme la
quantité d'enzyme qui hydrolyse la caséine pour produire une absorbance équivalente a 1umol de

tyrosine/min. La tyrosine servant de référence.

Le calcul de I’activité protéolytique se fait par 1’équation suivante:
U/ml =Do x D x d / tps X & avec:

U/ml: activité protéolytique

DO: densité optique

D: facteur de dilution de I’enzyme

d : facteur de dilution des réactions

tps : temps d’incubation de la premicre réaction

a: pente de la courbe d’étalonnage de tyrosine
3.8- Optimisation de la production d’enzyme protéase par I’isolat SoB

Cette partie a pour but d’optimiser certaines conditions de culture bactérienne afin d’arriver a une
meilleure activité protéasique de I’isolat SoB. Les parametres a optimiser sont: le pH de culture,

la température de culture et la composition du milieu de culture.
3.8.1- Optimisation du pH :

Un volume de 1ml de la culture bactérienne, agée de 24 h, a servi d’inoculer des erlensMeyer
contenants le milieu Luria (annexel) avec différents pH a savoir : 5,6,7, 8, 9,10 et 11. Apres une

nuit d’incubation agitée a 30°C, les cultures bactériennes sont centrifugées a 10000g pendant
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20min. Les surnageants récupérés sont filtrés a 1’aide de filtres stériles de 0.2um de diamétre afin

de procéder au dosage enzymatique.
3.8.2- Optimisation de la température:

Un volume de 1ml de la culture SoB, &gée de 24 h, a permis d’inoculer quatre erlensMeyer
contenants 50ml du milieu Luria & pH7.Les erlens sont incubés sous agitation permanente pendant
une nuit a différentes températures en 1I’occurrence ; 20°C, 30°C, 40°C, et 50°C. Apres incubation,
les cultures bactériennes sont centrifugées a 10000g pendant 20min. Les surnageants récupéres

sont filtrés a I’aide de filtres stériles de 0.2um de diametre afin de procéder au dosage enzymatique.
3.8.3-Optimisation de la composition du milieu de culture

Dans le présent travail, certaines modifications ont été apportées sur la composition du milieu de
culture, afin d’optimiser la production de protéase par I’isolat SoB. Les modifications ont concerné
la concentration du glucose contenue dans le milieu Luria. En effet, des concentrations allant de
0,1% jusqu’a 0,4%de glucose ont été choisies pour lancer les cultures bactériennes. Le choix du
glucose a €té fait en se basant sur certaines études préalables indiquant I’importance des sources
de carbone dans le métabolisme bactérien comme étant une source d’ATP et par conséquent, Sur

la production d’enzymes par les bactéries (Manoj et al.,1988 ;Ron et Phillips, 2015)

Pour ce faire, des erlens contenant le milieu luria avec différentes concentrations en Glucose a
savoir ; 0,1% ,0,3% et 0,4%sont inoculés avec 1ml d’une culture jeune de I’isolat SoB. Le pH et
la température sont fixés a 7 et 50°C respectivement. Aprés une nuit d’incubation sous agitation
permanente, les cultures bactériennes sont centrifugées a 10000g pendant 20min. Les
surnageants,ainsi, récupérés sont filtrés a 1’aide de filtres stériles de 0.2um de diamétre afin de

procéder au dosage enzymatique.
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4. Résultats et discussion

4.1- Réactivation des souches utilisées

Aprés 24h d’incubation, 1’isolat SOB a montré un bon développement sur milieu GN, de méme
pour la levure Candida albicans et ce, aprés 2 a 3 jours d’incubation sur milieu SAB a 37°C. La

pureté des deux souches a été vérifiée a 1’aide du microscope a différents grossissement.
4.2- Etude de ’activité anti —Candida albicans

Ce test tend & étudier la capacité de I’isolat SoB & produire des substances biologiques actives
contre Candida albicans. L’isolat SoB a montré un développement d’une importante zone

d’inhibition de 25 mm de diametre (figure 10).

En effet, les bactéries sont connues pour la production de substances antimicrobiennes (Prescott
et al.,2007).Les genres Acinetobacter,Bacillus,Pantoea et Pseudomonas présentent une activité
protectrice contre le champignon Botrytis cinerea (Trotel-Aziz et al.,2008),ainsi Badiji et al.,(2005)
ont démontré qu’une souche d’actinomycete isolée a partir du sol de la palmeraie d’ Adrar,oasis du
Sud-Ouest Algerian, a présenté une activité antifongique vis-a-vis du Candida albicans et de sept
espéces d’Aspergillus, De plus, I’étude effectuée par Mounyr et al.,(2015) a révélée qu’une souche

de Bacillus est capable d’inhiber la croissance de C. albicans.

Figure 10 Inhibition, in vitro, du développement de C. albicans par I’isolat SoB.
4. 3-Etude morphologique

4.3.1- Observation macroscopique

L’examen macroscopique de 1’isolat SoB sur milieu GN a révélé un développement rapide apres
24h d’incubation. Les colonies bactériennes présentent un aspect visqueux, une couleur créeme,

une forme et un contour irrégulier (figure 12). Ces observations sont faites directement sur gélose,
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a I’ceil nu. Ces résultats sont conformes aux caracteres généraux du genre Bacillus sp. décris par
Madigan et al.,(2007).

Figure 11 Aspect macroscopique des colonies de 1’isolat SoB sur milieu GN.
4 .3.2- Observation microscopique

L’observation a 1’état frais et la coloration de Gram ont permis de donner une idée sur la
morphologie des cellules bactériennes, sur leur mobilité et sur la composition de leurs paroi. La
figure (13, A) représente 1’aspect microscopique de la souche apres observation a 1’¢état frais sous
microscope optique. En effet, la souche se présente sous forme de batonnets mobiles tandis que la
coloration de Gram (figure 13.B) montre que les bacilles sont de couleur violette, signifiant que la
paroi est constituée d’une barriére imperméable a 1’alcool a cause de sa composition en
peptidoglycanes, ce qui nous a permis de conclure que la souche est de Gram positif.Ces résultats
sont identiques a ceux de Madigan et al.,(2007), décrivant les différents caractéres microscopiques

du genre Bacillus.

Figure 12 Aspect microscopique de I’isolat SoB sous microscope optique avec un grossissement X100,

(A) observation a I’état frais ; (B) coloration de Gram.
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4.3.3 Test de sporulation

Apres 7 jours d’incubation a 30°C, un prélévement a partir de la culture liquide obtenue a servi de
procéder a une observation microscopique. La figure 14 montre la présence de spores dans la
culture en question, ces spores représentent une forme de résistance et de protection pour 1’isolat
SoB face a des conditions drastiques et & de nombreuses perturbations environnementales comme
le manque de nutriments (Ponte et al.,2008). En effet, les résultats obtenus correspondent a ceux
de Ongena et al, (2007) et Youcef-Ali et al.,(2013), qui ont détecté la présence de spores de
Bacillus aprés incubation agitée dans le milieu 868. Ces constatations confirment I’appartenance

de I’isolat SoB au genre Bacillus.

Figure 13 Spores d’isolat SoB observées sous microscope optique (GX40).
4.4 -Caractérisation de quelques caractéres biochimiques de I’isolat SoB
4.4.1 -Test catalase

Le test de catalase a montré que la souche SoB est catalase positive (figurel5), par la formation
de bulles d’air apres le dépot du peroxyde d’hydrogéne H202 a 3%, Cette enzyme contient du Fer
qui catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogéne H20> (Guiraud, 1998).

Figure 14 Résultat positive du test de catalase de la souche SoB.
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4.4.2 —Test oxydase

Ce testa montré que la souche SoB est oxydase négative, car le disque de réactif d’oxydase n’a
présenté aucun changement de couleur aprées son contact avec les colonies bactériennes (figure
16), signifiant que la bactérie en question est oxydase négatif. En effet, le test oxydase détecte un
type particulier de chaine respiratoire qui comporte en fin de chaine un cytochrome C et I’oxydase
associee. La bactérie SoB ne posséde pas ce type de chaine qui peut oxyder des composés
chimiques comme le réactif de I’oxydase (dimethyl-paraphényléne diamine) (Bibirou, 2016).Selon

Sagar, (2018) certains Bacillus notamment,Bacillus subtilis sont d’oxydase variable.

Figure 15 Résultat négative du test d’oxydase de la souche SoB.
4.4.3- Test de nitrate réductase

Le test de la nitrate réductase a révélé que la bactérie en question possede une nitrate réductase
positive aprés le dépot des réactifs 1 et 2 de Griess, une couleur rouge azoique apparait (figure 17)

ce qui signifie la présence d’ions nitrite (NO2") combinés aux réactifs (Guiraud, 1998).

Figure 16 Test de nitrate réductase, la bactérie SoB produit les nitrites aprés ajout des réactif NR; et NR.
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4.4.4 -Détermination de la voie d’attaque des glucides

Le test du métabolisme des glucides révéle que la souche SoB posséde un métabolisme oxydatif
(figure 18) se traduisant par une acidification a la surface du milieu ouvert provoguant son

jaunissement (Joffin et leyral, 1998).

Figure 17 Détermination de la voie d’attaque des glucides, la souche SoB posséde un métabolisme

oxydatif.

4.4.5 -Détermination de la voie d’utilisation des sucres (glucose, lactose, saccharose) et du

sulfate ferreux (TSI)

La culture de la bactérie sur milieu TSI pendant 24h a 30°C a montré une acidification du milieu
de culture provoquant son jaunissement quelque soit au niveau du culot ou de la pente(figure 19)
ce signifie, que la bactérie a fermenté le lactose (ou le saccharose) et le glucose (Joffin et leyral,
1998).Cependant, I’apparition de la couleur noire au niveau du culot, ce qui signifiant la présence

du sulfate ferreux, n’a pas été observée ce qui est expliqué par 1’absence de la production de I’H>S.

Figure 18Voie d’utilisation des sucres par la souche SoB. Le milieu est devenu jaune signifiant la

fermentation du lactose (ou le saccharose) et le glucose.

En se basant sur les résultats des tests biochimiques et en les comparant a ceux de Guiraud,
(1998) ;Joffin et Leyral, (1998) nous pouvons conclure et confirmer que la souche SoB appartient
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effectivement au genre Bacillus car elle mobile, positive a la coloration de Gram, productrice de
spores, dotée de I’enzyme catalase, dépourvue de 1’enzyme oxydase, posséde la nitrate réductase,
son métabolisme vis-a-vis des glucide est par voie oxydative, et enfin, capable de fermenter le
lactose (ou le saccharose) et le glucose. En effet, cette souche peut appartenir a 1’une des
différentes especes du genre Bacillus en I’occurrence ; Bacillus subtilis, B. anthracis et B. cereus
(Sagar, 2018)

4.5 -Test de production de protéase

Le test de I’activité enzymatique par le surnageant de culture de Bacillus sp. a été effectué sur le
milieu a base de protéase. La figure 19montre un développement d’une importante zone
d’inhibition de 34 mm de diamétre dans le milieu en question par le surnageant de culture. En
effet, les résultats obtenus correspondent & ceux de Gibb et al.,(1987) ;Kalisz,(1988) ,qui montrent
que les protéases d’origine microbienne sont généralement capables a digérer des substances
nutritives insolubles telles que la cellulose, les protéines et I'amidon. De plus, 1’étude d’Ait Kaki
et al.,(2013) a révelé que Bacillus amyloliquefaciens: 9SRTS et FZB42i, isolés a partir de la
rhizospheére de la plante Calendula officinalis, sont dotés d’un pouvoir de sécrétion d’enzymes en
I’occurrence, cellulase et protéase. Les Bacillus représentent un genre bactérien connu par sa
capacité de production de substances biologiques actives, capables de degrader la paroi des
champignons (Tserkovniak et al.,2009), et les enzymes, sont considérées par conséquence, parmi
les substances bioactives exergant un effet inhibiteur sur les mycetes (Dunne et al.,1993). Dans
une autre étude, il a été démontré que les souches de B. subtilis KC341751 et de B.mojavensis
KC341749 sont dotées d’un pouvoir producteur de protéase et de cellulase, ces deux souches ont

été investiguées par rapport a leur activité antifongique (Youcef- Ali et al.,2014).

Dans le présent travail, 1’activité anti C. albicans observée peut étre expliquée par la capacité de
Bacillus sp, & secréter une des enzymes de dégradation de la paroi fongique en 1’occurrence :
I’enzyme protéase (Manjula et Podile, 2005), provoquant des altérations physiques directes sur les

parois cellulaires (Cho et al.,2011 ; Praveen Kumar et al.,2012).

Figure 19 Détection de I’activité protéase développée par I’isolat SoB.
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4.6-Optimisation de la production d’enzyme protéase par Bacillus sp.
4.6.1 -Optimisation du pH
La production de protéase par Bacillus sp. a été effectuée sur différents pH a savoir ; 5, 6, 7, 8,9,

10 et 11) dans le milieu liquide Luria, suivi du dosage enzymatique de 1’activité protéolytique en

utilisant les surnageants obtenus apreés centrifugation a 10.000g pendant 20min.

Apres incubation a 30°C, il a été constaté une absence totale de croissance de Bacillus sp. dans les
erlens contenant les milieux de culture a pH 9, 10 et 11. En effet, certaines espéce du groupe
Bacillus n’arrivent pas a se développer au-dela du pH 8 citant par exemple;B. subtilis (Sarkar et
al.,1993) ; B.cereus (Ghorbel et al ,2003) ;B.licheniformis (Olajuyigbe et Ajele ,2005) Cependant,
un bon développement de Bacillus sp. a été remarqué a pH 5, 6, 7 et 8ce qui correspond aux
observations de Barett, (1994).

Par ailleurs, les résultats du dosage de 1’activité protéolytique ont montré que 1’activité maximale
est obtenue a pH 7 (45,24U/ml) (tableau 4 et figure 20), en effet ce résultat correspond a celui de
Muthu et Christudhas, (2012) indiquant que ’activité protéolytique maximale d’une souche de

Bacillus subtillis BT MASC 3, isolée a partir du sol, a été observee a pH 7.

Tableau 4 Valeurs de I’activité protéolytique et de la densité optique dans différents pH.

pH DO activité enzymatique (U/ml)
5 0,072 42,86
6 0,025 14,88
7 0,076 45,24
8 0,012 7,14
50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0
5 6 7 8
pH

Figure 20 : Courbe montrant I’activité protéolytique a différents pH.
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4.6.2-Optimisation de la température

Les résultats du dosage de ’activité protéolytique ont montré que 1’activité maximale est obtenue
a50°C (17,85UL/ml) (tableau 5 et figure 21). En effet ,I’étude effectuée par Kandasamy et al.,
(2016) a révelé que I’activité protéolytiqgue maximale d’une souche de Bacillus sp.BTMASC3
isolée a partir de sol contenant des déchets d’agriculture, a été obtenue a 50°C.De plus, Mussarat
et ses collaborateurs, (2008) ont montré que Bacillus BS1 isolée a partir d’écume de sucre présente

un optimum d’activité protéolytique a 50°C.

Tableau 5 Valeurs de la densité optique et de I’activité protéolytique dans différentes températures.

T°C DO activité enzymatique (U/ml)
20° 0,02 1,19
30° 0,008 4,76
40° 0,0015 11,30
50° 0,03 17,85
20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0
20 30 40 50
T°C

Figure 21 : Courbe montrant I’activité protéolytique a différentes températures.

4.6.3-Optimisation de la composition du milieu de culture

La production de protéase par Bacillus sp. a été effectuée sur le méme milieu utilisé précédemment
(luria) tout en augmentant la concentration du glucose: de 0.1% jusqu’a 0.4%. Les résultats du

dosage de I’activité protéolytique ont montré que cette activité augmente en fonction de
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I’augmentation de la concentration en glucose, notant une activité maximale de 13,69UL/ml a
0,4% de glucose (tableau 6 et figure 22).

Tableau 6 : Variation de I’activité enzymatique et de la densité optique en fonction de la concentration en

glucose.
Concentration (%o) DO Activité enzymatique (U/ml)
0,1 0,012 7,14
0,3 0,017 10,11
0,4 0,023 13,69

15

13

11

-10 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45

Concentration en glucose(%)

Figure 22 Courbe montrant I’activité protéolytique a différentes concentrations en glucose.

L’étude de Abidi et al.,(2008) montre que la production des protéases par les micro-organismes
est fortement influencée par les composants du milieu de culture en particulier, les sources de
carbone et d’azote. Les mémes constations sont faites par Qadar et ses collaborateurs, (2008), en
effet, ces chercheurs ont montré que 1’activité protéolytique de Bacillus sp. PCSIR EA-3augmente

apres 1’ajout du glucose dans le milieu de culture et atteint son maximum (0,7U/ml) & 0,1%.
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5. Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail consiste a 1’étude de I’optimisation de la production de protéase par une
souche de Bacillus sp., d’origine tellurique, présentant un effet inhibiteur contre Candida albicans.

Le test d’activité antifongique de Bacillus sp. (code: SoB), qui consiste en la recherche de I’activité
anti- Candida albicans, a révélé son pouvoir a développer un effet inhibiteur sur le développement
de Candida albicans, par la présence d’une zone de lyse de 25mm de diametre.

L’identification de la souche en question, basée sur un ensemble de tests macroscopiques,
microscopiques (état frais, coloration de Gram et test de sporulation) et biochimiques (catalase,
oxydase, nitrate réductase, voie d’attaque des glucides, test d’utilisation du glucose, lactose et

saccharose), a montré I’appartenance de cette souche au genre Bacillus.

Par ailleurs, la capacité de Bacillus sp. a produire une enzyme de dégradation de la paroi fongique
en I’occurrence ; I’enzyme protéase, a été mise en évidence sur un milieu de culture préparé a base
de lait. En effet, Bacillus sp. a montré son aptitude a produire cette enzyme en développant une

zone d’hydrolyse sur le milieu protéase.

En fin, I’étude menée sur I’optimisation de la production de I’enzyme protéase par Bacillus sp. a
montré que cette souche arrive a une activité protéolytique optimale lorsque elle est cultivée a
50°C (17.86U/ml) dans un milieu de culture riche en glucose (13.69U/ml) et ajusté a pH 7
(45.24U/ml). Ces constatations indiquent que la protéase synthétisée dans ce travail, est classée

parmi les protéases neutres présentant une thermostabilité élevée.
Au terme de cette étude nous pouvons nous fixer les points suivants comme perspectives :

- Identification compléte de Bacillus sp. ayant développé une activité anti candida albicans par
voie moléculaire (séquencage du géne 16S rDNA, gyrase....);

- Caractérisation de I’enzyme protéase par des méthodes biochimiques performantes ;

- Extraction et purification de I’enzyme protéase afin de confirmer 1’effet inhibiteur de cette
enzyme sur C. albicans ;

- Optimisation d’'autres parametres de production de I’enzyme protéase tels que; le temps

d’incubation, la composition du milieu de culture particuliérement, la source d’azote.
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Résumé

Dans cette ¢tude, une souche bactérienne codée SoB a fait I’objet d’une optimisation de la
production d’enzyme protéase dans différentes conditions de culture. Cette souche est dotée d’un

pouvoir antifongique vis-a-vis de la levure pathogéne Candida albicans.

Le test d’antagonisme effectué, in vitro, sur C. albicans a dévoilé la formation d’une zone

d’inhibition de 25mm sur la gélose sabouraud, préalablement étalé par la levure.

La caractérisation de la bactérie en question, basée sur une étude macroscopique, microscopique
et biochimique, a montré qu’il s’agit d’un Bacillus sp. En effet, cette derniere est Gram+, catalase
+, oxydase -, nitrate réductase positive, posséde un métabolisme oxydatif, peut fermenter le lactose
(ou le saccharose) et le glucose sur milieu TSI et enfin capable de produire des spores apres une

culture liquide agitée de 7 jours.

La capacité de Bacillus sp. a produire I’enzyme protéase sur milieu spécifique, via I’utilisation de
son surnageant de culture, a montré son pouvoir producteur de cette enzyme en développant une

zone d’hydrolyse de 34 mm de diameétre.

Enfin, la culture de Bacillus sp. dans de différentes conditions de culture, dans le but d’optimiser
la production de protéase, a révélé que le pH et la température optimale sont 7 et 50°C avec une
activité protéolytique de 45.24U/ml et 17.86U/ml respectivement. De plus, I’activité protéolytique
augmente en fonction de I’augmentation de la concentration du glucose dans le milieu de culture
a savoir ; 13.69U/ml pour 0,4% de glucose. Ces résultats expriment que la protéase produite dans
la présente étude est de type neutre et thermostable.

Mots clés: Bacillus sp., activité antifongique, Candida albicans, Protéase, dosage

protéolytique, optimisation.
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Abstract

In this study, a coded bacterial strain SoB was optimized for protease enzyme production under
different culture conditions. This strain is endowed with antifungal power against the pathogenic

yeast Candida albicans.

The antagonism test carried out in vitro on C. albicans revealed the formation of a 25 mm

inhibition zone on the sabouraud agar, previously spread by the yeast.

The characterization of the bacterium in question, based on a macroscopic, microscopic and
biochemical study, showed that it is a Bacillus sp. Indeed, the latter is Gram +, catalase +, oxidase
-, Nitrate reductase positive, has an oxidative metabolism, can ferment lactose (or sucrose) and

glucose on TSI medium and finally able to produce spores after a stirred liquid culture 7 days.

The capacity of Bacillus sp. to produce the protease enzyme on a specific medium, via the use of
its culture supernatant, has shown its producing power of this enzyme by developing a hydrolysis

zone of 34 mm in diameter.

Finally, the culture of Bacillus sp. under different culture conditions, in order to optimize the
production of protease, revealed that the pH and the optimal temperature are 7 and 50 ° C with a
proteolytic activity of 45.24U / ml and 17.86U / ml respectively. In addition, the proteolytic
activity increases as a function of the increase of the concentration of glucose in the culture
medium namely; 13.69U / ml for 0.4% glucose. These results express that the protease produced

in the present study is of neutral and thermostable.

Key WOrds: Bacillus sp., Antifungal activity, Candida albicans, Protease, proteolytic assay,

optimization.
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7-Annexes
Annexe 1

Composition des milieux de cultures

Gélose nutritive

Gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire (GNO) ou encore gélose ordinaire, est un milieu
d’isolement non-sélectif dont la composition chimique théorique en g/L d’eau purifiée est :

Peptone 10
Extrait de viande 5
Chlorure de sodium 5
Gélose 15

pH 7.2, autoclave 20 minutes a 120°C (Guiraud, 1998).

Gélose Sabouraud

La gélose Sabouraud est un milieu recommandé pour la culture des champignons. La composition
chimique théorique de ce milieu en g/L d’eau purifiée est :

Peptone de viande (bovin ou porcin) 3

Peptone de caséine (bovin) 3
Peptone de soja 3
Extrait de levure 2
Extrait de malt 1
Glucose 19
Phosphate monopotassique 0.5
Phosphate disodique 0.5
Agar 13

Le pH est de 6.4. La présence de trois peptones et du glucose, ainsi que le pH acide du milieu
favorisent la croissance des levures et des moisissures (Delarras, 2007).

Milieu 868

La composition chimique du milieu en g/L est :
Glucose 20

Peptone 10

Extrait de levure 10
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Agar 17

La préparation du milieu 863, liquide, est la méme, sauf qu’il n’ya pas 1’ajout de 1’agar (Ongena
et al.,2007).

Milieu Luria
La composition chimique en g/l d’eau distillée est :
Peptone 10

Extrait de levure 5

NaCl 5
Glucose 1
Agar 17

Le pH est de 7. Autoclave a 121°C pendant 15min (Guiraud, 1998).

Milieu Protéase

La préparation du milieu s’effectue de la manicre suivante : Flacon 1 : 13.5 g d’agar sont ajoutés
a 600ml d’eau distillée et sont bien mélangés. Flacon 2 : 10.5 g de I’ait en poudre sont ajoutés a
350ml d’eau distillée et sont bien mélangeés. Les deux flacons sont portés pour autoclavage 4 121°C

pendant 15min.

Apres autoclavage et refroidissement, le contenu des deux flacons est bien mélangeé et coulé sur

des boites de Pétri.
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Annexe 2
Colorants, antibiotiques et réactifs
Violet de Gentiane

Colorant utilisé pour la coloration de Gram, sa composition chimique par 100ml d’eau distillée est

la suivante :

Violet de Gentiane 19

Ethanol a 90% 10mi

Phénol 29 (Guiraud, 1998)
Lugol

lode 1g

lodure de potassium 29

Eau distillée 300ml  (Guiraud, 1998)

Fuschine

Fuschine basique 19
Alcool éthylique a 90° 10ml
Phénol 59

Eau distillée 100ml

(Guiraud, 1998).
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Antibiotiques et reactifs

Chloramphenicol

Le chloramphénicol est un antibiotique de la famille des phenicoles,il a été isolé la premiére fois
en 1947 de Streptomyces venezuelae,Une bactérie du genre Streptomyces,il est utilise dans les

milieux de culture en mycologie pour empécher la croissance des bactéries

Réactif de Griess

Reactif 1

Acide sulfanillique............................ 0,8g

Acide acetique 5N ............coooiiiiiin 100ml

Reactif 2

Dimethyl alpha Naphtylamine ou alpha Naphtylamine......... 0,5g

Acide acltique BN ... ... 100ml (Guiraud.,1998)
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Solution utilisées :

-Surnageant 0,5ml

Annexe 3:

Dosage de I’activité enzymatique

Tampon phosphate 50ml & 100 Mm a

Caséine 1g dans tampon phosphate 100ml

DO

-TCA 20%

Solutions/volume pul | Blanc Temoin Temoin casein | Reaction 1 Reaction

B enzyme TC R1 R2
TE

Tampon 1000 980 500 480 480
Enzyme 0 20 0 20 20
Caséine 0 0 500 500 500
TCA 500 500 500 500 500
Total 1500 1500 1500 1500 1500
Courbe d’étalonnage de la tyrosine.

0.9

0.8 y = 0.0084x

R% = 09506
0.7 =
.

0.6 =

0.5 o

04 ..... '..'.'
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02 | et
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80
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N° /tube 1 2 3 4 5
Solute de tyrosine( pl) 0 125 250 375 500
Tampon 7 ( ul) 500 375 250 125 0
Tyrosine ( ug/ml) 0 25 50 75 100
DO a 280 nm 0,085 0,394 0,566 0,729 0,859
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