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Introduction

Introduction :

Les études récentes se concentrent sur la recherche de nouvelles sources d'agents
antimicrobiens naturels. L'une de ces études majeures concerne le criblage des activités
halocines chez des isolats halophiles, c'est-a-dire la recherche de substances produites par des
micro-organismes capables de résister a des conditions de haute salinité et pouvant
éventuellement étre utilisées dans des applications industrielles, pharmaceutiques ou
environnementales ( Birbir et al., 2004 ; Lee, 2013; Kumar et al., 2021).

Dans ce contexte, avant d'aborder cette étude, revenons sur la découverte des organismes
halophiles jusqu'au 20e siécle. On croyait alors que la vie n'était possible que dans des
environnements "naturels”, c'est-a-dire des conditions compatibles avec la vie humaine. Des
chercheurs ont entrepris de trouver des créatures vivant en dehors de ces parametres, dans des
environnements présentant des contraintes physiques et/ou des caractéristiques chimiques
radicales (Peduzzi et al., 2006).

Les halophiles sont des organismes capables de survivre et de prospérer dans des
environnements trés salins tels que les lacs salés, les marais salants et les salines (Garcia,
2002). Ces micro-organismes sont non seulement tolérants a ces conditions difficiles, mais ils
en ont également besoin pour leur croissance et leur développement (Echigo et al., 2005 ;
Pikuta et al., 2007 ; in Khallef et al.,2019). Les marais salants sont des environnements
hostiles abritant des micro-organismes capables de survivre dans des conditions de haute
salinité, de températures élevées et de fortes radiations solaires. Ces lieux sont explorés pour
découvrir leur potentiel de production de nouvelles molécules bioactives (Mota et al .,2004).
Les halophiles sont trés répandus dans ces environnements extrémes et sont définis comme

des organismes" amants du sel"(salt-loving).

Le terme "halophile” est généralement utilisé pour décrire les organismes nécessitant une
quantité specifique de sel, qui est généralement du chlorure de sodium. La distinction entre les
différents groupes d'organismes halophiles est basée sur leur besoin ou leur tolérance au sel
(Kushner, 2020).les bactéries qui prospérent dans des environnements faiblement salins, en
dessous de 1 % (p/v) de sel, ne sont généralement pas considérées comme halophiles. Ces
micro-organismes sont un outil puissant dans la recherche fondamentale car ils fournissent un
modéle unique pour I'étude de la stabilité des biomolécules dans des conditions

environnementales difficiles.



Introduction

Le terme "halocine™ a été inventé pour la premiere fois par Francisco Rodriguez-Valera
en1982.Les halocines sont des peptides antimicrobiens produits par des bactéries halophiles et
présentent une activité antimicrobienne contre d'autres bactéries (Rodriguez-Valera, 1982;
Meseguer et al., 1985 ; O'Conner et Shand, 2002 ; Bouktit et al.,2003 ; Sun et al., 2005).

La présente etude avait pour objectif majeur de cribler les activités halocines chez des
isolats halophiles extraits de roches de sel de la wilaya de Djelfa. Cette étude a été subdivisée

en trois parties principales :

La premiére partie consistait a vérifier les souches pures.
La deuxiéme partie était consacrée aux différentes méthodes utilisées pour
rechercher une activité antibactérienne.

> La troisieme partie présentait les résultats obtenus, suivis d'une discussion et

enfin d'une conclusion relatant les perspectives du travail réalisé.






Synthése bibliographique

I. Micro-organismes halophiles:

Sur notre planéte, une variété de micro-organismes peuple différents écosystémes
aquatiques, Ces micro-organismes prospérent dans des conditions physico-chimiques propices
a leur croissance, qui comprennent généralement une disponibilité abondante en eau, des
températures comprises entre 20 et 30 °C, une pression atmosphérique et un pH neutre
(Rothschild et Mancinelli 2001, Satyanarayana et al., 2005). Cependant, d'autres micro-
organismes appelés extrémophiles sont capables de coloniser des environnements extrémes
caractérisés par des conditions physico-chimiques difficiles telles que la température, le pH, la
salinité, la profondeur ou dautres facteurs. Parmi ces environnements extrémes, les
environnements hypersalins sont habités par des micro-organismes connus sous le nom
d'halophiles, qui peuvent étre trouvés dans les marais salés, les lacs hypersalins (acides,
neutres ou alcalins) et d'autres habitats similaires (Oren, 2002a). Depuis les années 1980, de
nombreuses techniques ont été developpées pour l'identification et la détermination de la
composition des communautés microbiennes halophiles au sein des environnements
hypersalins. L'étude de ces communautés est essentielle pour comprendre le fonctionnement
de ces écosystemes et les interactions entre les communautés microbiennes (Fernandez et al.,
2014, Leon et al., 2014, Oren ,2015). Plusieurs études ont porté sur la biodiversité de ces
micro-organismes dans les marais salants, qui sont des écosystemes particulierement
intéressants pour étudier la diversité microbienne en relation avec la concentration en sel. Ces
études ont démontré que les micro-organismes halophiles sont présents dans les trois
domaines du vivant : archées, bactéries, et eucaryotes (Woese et al .,1990,) (Figure 1), et leurs
proportions et identités varient en fonction de la salinité. Pour des salinités inférieures a 190-
200 ¢/L, la vie microbienne au sein de ces milieux est principalement représentée par
différentes communautés de bactéries halophiles ou modérément halophiles (Oren 2008,
2015). Ces bactéries halophiles appartiennent a divers phylums: notamment les
Cyanobactéries, les Protéobactéries, les Firmicutes et les Bacteroidetes, et englobent de
nombreux genres tels que Shewanella, Halomonas, Idiomarina, Alcanivorax, Pseudomonas
ou Marinobacter (Tazi et al., 2014). Plusieurs recherches sur la diversité microbienne,
menées a l'aide d'approches moléculaires, ont révélé que la prédominance des micro-
organismes halophiles est étroitement liée a la salinité. Aux salinités proches de la saturation
en NaCl, ce sont principalement les archées halophiles qui dominent, tandis qu'a de faibles
salinités, ce sont les bactéries halophiles qui prédominent, telles que les actinobacteries
(Anton et al., 1999 ; Ghai et al.,2011 ; Boujelben et al.,2012a, 2012b, 2014 ; Hozzein ,2015).



Synthése bibliographique

Bactéries Archées Eucaryotes
Bactéries
vertes Myxomycétes
Spirochétes filamenteuses Amibes Animalia
Gram Methanosarcina .
.\ positives|  wiothanobacterium Halophiles
Protéobactéries Plantae

¥ Methanococcus b
Cyanobactéries Ciliés
Planctomyces Thermoproteus Flagellés

Pyrodicticum

Bacteroides Trichomonades

Cytophaga
Microsporides

Thermotoga

Diplomonades
Aquifex

Figure N° 01: Représentation des 3 grands phylums du monde vivant avec un arbre « classique »
(Woese et a/ ., 1990,).

Les bactéries halophiles des milieux hypersalins sont majoritairement représentées par
trois groupes : les halotolérantes, les halophiles modérées et les halophiles extrémes. (Anton
et al., 2002).

e Bactéries halotolérantes :

Les bactéries halotolérantes sont capables de tolérer des concentrations élevées de
sel, mais elles ne nécessitent pas des niveaux extrémes de salinité pour leur croissance
optimale. Elles se répartissent dans différents groupes phylogénétiques et peuvent (Ventosa et

al., 1998). Se développer dans des concentrations de NaCl comprises entre 10et60 g/L.
e Bactéries halophiles modérées :

Les bactéries halophiles modérées peuvent pousser dans une gamme de salinité plus
élevée, allant jusqu™a environ220g/L de NaCl (Ventosa et al.,1998).Elles sont également
présentes dans divers groupes phylogénétiques et ont des exigences en sel plus élevées que les

halotolérantes.
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Bactéries halophiles extrémes :

Les bactéries halophiles extrémes, sont principalement représentées par le genre
Salinibacter et I'espece Salinibacter ruber, une bactérie halophile extréme isolée pour la
premiere fois de la saline d'Alicante en Espagne (Anton et al., 2002). Les caroténoides se
trouvent dans cette bactérie, Des caroténoides tels que bacteriorubérine et le caroténoideC40-
acyle glycoside sont présents au niveau de sa membrane cellulaire. Ce sont des pigments dont
la fonction est de protéger les cellules contre les dommages dus a la photo-oxydation, contre
les UV et par conséquent contre le stress oxydant (Oren, 2009 a,b). Cette bactérie subit une
pigmentée en rouge grace a la présence de ces pigments. Salinibacter ruber emploie la méme
méthode d'accumulation de KCI (stratégie<«<salt-in») que les archées halophiles aérobies
afin de maintenir I'équilibre osmotique intracellulaire (Anton et al.,2002). De plus, cette
souche présente des similitudes avec les archées halophiles de la classe des Halobacteria en
ce qui concerne sa physiologie et ses conditions de culture (Colwell et al.,1979,Bardavid et
al.,2007).Effectivement, cette bactérie est capable de tolérer des concentrations en sel trés
élevées, avec une croissance optimale dons des concentrations comprises entre 200 et 300g de
NaCl, une température situées entre37et47°C,et une gamme de pH entre 6et 8. En outre, cette
souche chimio-organotrophe est strictement aérobie. Des analyses de cellules de Salinibacter
révelent la présence de concentrations élevées en ions (K+) dans le cytoplasme. Des
concentrations similaires ont été observées chez la souche d'archées halophiles extrémes Hbt.
salinarum R1 (Anton et al., 2002). Ces espéces sont semblables au archées halophiles et
cohabitent le méme environnement. La caractéristique partagée est le besoin en sel pour leur
croissance et une capacité a tolérer des concentrations élevées en fonction de la température
et des nutriments disponibles (Kushner, 2020). Ces bactéries affichent une croissance
optimale a des concentrations de NaCl entre 100 et 300 g.L et elles utilisent les acides
organiques comme sources de carbone et d'énergie (Romano et al.,1996, Sorokin et al., 2006).

Parmi les genres les plus en évidence de ces bactéries halophiles, on retrouve Salinivibrio,
Dichotomicrobium et Arhodomonas (Ventosa et al., 1998, Kamekura ,1998). Ces espéces ont
été isolées a partir de divers environnements hypersalins, tels que les lacs salés alcalins, la
Mer Morte ou les marais salants (Arahal et al.,2002, Oren,2008). Cependant, quelques
bacteries halophiles présentent une coloration de Gram positive, et se trouvent surtout dans le

phylum des Firmicutes et la famille des Bacillaceae (Oren, 2002b).
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I.1. Osmorégulation:

Les organismes qui poussent dans des environnements a haute salinité sont affectés par
une forte pression osmotique. Pour atteindre un équilibre osmotique entre le cytoplasme et le
milieu environnant contenant de fortes concentrations de Na+, les halophiles ont développé
des stratégies qui conduisent & une pression osmotique intracellulaire élevée tout en
maintenant de faibles concentrations de Na+ dans le cytoplasme (Gunde- Cimerman et
al.,2018). Les deux stratégies d’osmorégulation sont utilisées : I'accumulation de chlorure de
potassium (KCI) ou d'osmorégulateurs organiques tels que les acides aminés, les polyalcools
ou les sucres, dans le cytoplasme (Oren, 2006) .

Dans le cas de I'accumulation de KCI, les phénomenes d'osmoregulation s'effectuent a
I'aide de pompes membranaires qui permettent les échanges bidirectionnels de molécules et
d'ions. Ces différents échanges sont illustrés dans la Figure 02.Chez les archées halophiles
extrémes, le transport des électrons s'effectue par l'intermédiaire de la chaine respiratoire et
est accompagné par l'extrusion des protons (voiel.Figure02) .Les bacteriorhodopsines sont
des protéines membranaires caractérisées par la présence de Rétinal qui sous l'effet de la
lumiére peuvent aussi étre utilisées pour la génération d'un gradient de protons (voie 2. Figure
02). Le gradient de protons H' entraine la formation d'ATP par I'ATP synthase (voie 3. Figure
02). A des concentrations en sel élevees, le fludes ions Na diffuse vers I'espace extracellulaire
a l'aide de I'échangeur Na/H (voie 4, Figure 02). Cet échangeur permettrait également la
régulation du pH intracellulaire .Le Na extracellulaire peut également étre utilisé pour
permettre I'import de différentes substances organiques telles que les acides aminés (voie 5,
Figure 02). L'export de Na' via I'échangeur Na'/H est compensé par l'entrée a travers la

membrane d'ions K', ce qui permet le maintien de I'électro neutralité (voic6, Figure02).

Na*CI- K+  Amino Na*

acids

Figure N°02:Transport des ions et des acides aminés chez les archées halophiles selon la stratégie

<<Saltin».Les numéros indiquent les différentes voies de la stratégie <<salt-in>> (Oren ,2006).
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I1. Bactériocines:

Les micro-organismes produisent en effet des toxines et des antimicrobiens dans le but de
survivre dans leur environnement. Cela s'applique aux organismes cellulaires des trois
domaines de la vie, (Shand et Levya, 2007). a savoir les bactéries, les archées et les
eucaryotes.

Il est intéressant de noter que les bactériocines ont suscité un intérét constant depuis leur
découverte en 1925, non seulement en raison de leur efficacité contre les bactéries
indésirables, mais aussi en raison de leur capacité a étre synthétisées par différents types de
micro-organismes tels que les bactéries Gram négatif, Gram positif et les archées.(Taale, E.,
etal., 2016).

Les bactériocines produites par les bactéries sont de petits peptides thermostables que les
bactéries utilisent dans le cadre de la compétition contre d'autres bactéries de la méme espéce
(a spectre étroit) ou contre des bactéries d'autres genres (a large spectre) (Taale, E., et al.,
2016).

Les bactériocines ont une activité bactéricide intra-especes, ce qui signifie qu’elles agissent
specifiquement contre d'autres bactéries de la méme espéce. (Kleanhammer, 1988 ; Riley,
1998). Cette spécificité est genéralement liée a I'organisme qui les produit. Les bactériocines
constituent le groupe le plus abondant et le plus divers de systemes de défense bactériens
(Riley et Wertz, 2002).

Le mode d'action des bactériocines varie, mais en général, elles ciblent la cellule
bactérienne en identifiant des récepteurs spécifiques a sa surface. Une fois attachées, elles
peuvent former des canaux ion-perméables dans la membrane cytoplasmique, ce qui provoque
la lyse cellulaire. Elles peuvent également dé grader I'ADN ou inhiber la synthése du
peptidoglycane, qui est un constituant essentiel de la paroi cellulaire bactérienne (Riley
,1998).

I11. Archéocines produites par les halobactéries:

Les halobactéries, un groupe de micro-organismes halophiles adaptés a des
Environnements salins, fabriquent des substances antibactériennes appelées archéocines. Ces
archeocines sont des peptides de nature protéique qui possedent la capacité d'inhiber la
croissance d'autres halobactéries (Rodriguez-Valera et al., 1982 ; Tamar et Oren, 2000). Le

terme "archéocine™ a été utilisé pour distinguer ces peptides Antibactériens produits par les
7
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archées (Archaea) des autres types d'antibiotiques produits par des micro-organismes
halophiles (Archaea, bactéries) (Taale et al., 2016).

IV. Halocine:
IV.1.Histoire d’halocine:

Les études sur les bactériocines ont commenceé avec les travaux de Gratia en 1925(Shand
et Levya, 2007), Par la suite, la recherche s'est également intéressée aux eucaryocines, qui
sont des protéines antimicrobiennes sécrétées par les eucaryotes, a partir du déebut des années
1960 (O’Connor et Shand, 2002). Cependant, la caractérisation des peptides et protéines
inhibitrices produites par les Archaea, appelées "archéocines”, n'a commencé que récemment
(Shand et Levya, 2007).

Le terme "halocine” a été inventé en 1982 par Francisco Rodriguez-Valera. Il a supposé
que ces substances étaient similaires aux bactériocines et a donc proposé une nomenclature
similaire (Joyce et al., 1997; Price et Shande, 2000) ; Cela faisait suite a des recherches
mettant en évidence un antagonisme entre les souches halophiles isolées des marais salants

d'Alicante, en Espagne (Torreblanca et al.,1994).

Les archéocines sont produites par deux groupes phylogénétiques : les Euryarchaeota,
comprenant les Haloarchaeca (O’Connor et Shand, 2002 ; Shand et Levya, 2007), et les
Crenarchaeota (hyperthermophiles) (Prangishvili et al., 2000 ; Haseltine et al., 2001; Paul,
2008). Cependant, sept autres halocines, dont une sulfolobicine, n'ont été que partiellement
caractérisées. Par conséquent, la plupart des Archaea n'ont pas encore été examinées pour la

production de ces molécules (Shand et Levya, 2007).

De plus, certaines souches de batonnets halophiles, probablement des halobacteéries,
produisent des substances qui inhibent la croissance d'autres halobactéries, mais pas celle des
halococcus (Rodriguez-Valera et al., 1982). La sécrétion de ces agents inhibiteurs peut se
faire soit en phase exponentielle, soit en phase stationnaire de la croissance de I'organisme
producteur (Haseltine et al., 2001).

Bien que la production d'halocines soit largement répandue parmi les halobactéries en
forme de batonnet. (Torreblanca, 1994 ; O’Connor et Shand, 2002 ; Kharroub, 2007) seules
trois halocines ont été caractérisées en détail jusqu'a présent. Les deux premiéres halocines
sont appelées H4 et H6, et elles sont produites respectivement par les genres Haloferax et

Halobactérium. La troisieme halocine, appelée HalR1, est produite par une autre espéce de
8
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Halobactérium. Ces halocines ont été initialement détectées lors de cultures de ces
microorganismes en phase de croissance exponentielle, ainsi qu'en entrant dans la phase

stationnaire (Joyce et al., 1997).

Bactéries Gram posisif : o
Animauy :

Lactococow lacts

Amphibuns
(Lantixotique, nisine)

Scorpions,

Crabes en ferd

Cremarchaeats g /
Halocires
Suifolods
{ /
Sulfolobicines \ /
\\
Ardtaeaw e Eucarya

S .

Protesbacieria: Gram Négatif

E cob (cobicmes) ; P.

Asrugnosa (pyocme)

K pneumcase : (Klebcme)

Eubacteria

Figure N° 03: exemple de protéines et de peptides antimicrobiens(AMP) présents dans
les trois domaines de la vie sur un arbre phylogénétique (Meknaci 2015).

IVV.2. Types de halocines:

Lorsqu'on examine les communautés microbiennes dans les environnements salins, de
nombreuses recherches ont été axées sur la biodiversité des communautés microbiennes au
sein des environnements hyper salins afin de comprendre la dominance de la population des
archées halophiles extrémes productrices d'halocines. La production d'halocines pourrait
constituer un mécanisme utilisé par ces archées pour dominer ces écosystéemes en inhibant

leurs concurrents.

Cependant, méme si certaines recherches ont suggéré que la production des halocines est
une caractéristique universelle de toutes les archées halophiles (Messeguer et al., 1986 ;
Torreblanca et al., 1994), seules quelques halocines ont été décrites, identifiées et

caractérisees, et ce, uniquement de maniere préliminaire (Torreblanca et al.,1994)
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Les halocines ont été divisées en petites halocines peptidiques de petite taille de 3,6 kDa
(micro-halocines) et en grandes halocines protéiques de 35 kDa(macro-halocines) (O'Connor
et Chand, 2002; Chand et Livie, 2007).

1VV.2.1. Micro-halocine:

Dans la nomenclature des bactériocines, les bactériocines ayant les poids moléculaires
suivants comprennent Entre 5 KDa et 10 KDa sont placés dans une catégorie spéciale appelée
microfilms (Price et Shande, 2000). Par consequent, ils sont de poids moléculaire inférieur a
10KDa, hydrophobe et Robuste, résistant a la chaleur, au dessalement et a I'exposition aux

solvants organiques.

Exister Contrairement aux bactériocines et aux cytokines eucaryotes, les microhalocine
ont un grand nombre de résidus neutres et ne sont pas cationiques (O'Connor et Shand, 2002;
Li et al.,2003).

Les uniques halocines décrits au niveau peptidique sont C8 (Sun et al.,2005) et (Price et
Shande, 2000), au fil du temps, les chercheurs ont découvert d'autres types de micro-halocines

On distingue les types suivants :

1VV.2.1.1.Halocin S8 :

L’halocine S8 (HalS8), produite par la souche S8a isolée du Grand Lac Salé, est un
microhalocine hydrophobe composée de 36 acides aminés (3,58KDa), représentant ainsi le
premier micro-halocine a été décrit. Cet antibiotique peptidique est unique. Ils sont également
localisés dans la protéine au niveau du résidu 311, a partir duquel ils sont libérés par un
mécanisme inconnu (Shand et O’Connor, 2002).Halocin S8 est tres fort car il peut dessaler,
bouillir, résister solvants organiques, et stockage longue durée a 4°C sans aucun Perdre de
I'activité. De plus, I'nalocine S8 est résistante a la trypsine mais sensible a la protéase.
L'activité de I'halocine est paralléle au niveau des transcrits du géne Hal S8, Leur activité est
plus caractéristique pendant la période de repos (Price et Shand, 2000 ;O’Connor et
Shand,2002; Riley et al.,2002).

1VV.2.1.2. Halocine R1 :

Il s'agit de la deuxieme halocine caractérisée produite a partir de la souche Haloarchaeoma
salinarum isolée a l'origine a Néger de Guerrero (Mexique);est la microhalocine avec 38
acides aminés (3,8 kDa) (O’Connor et Shand., 2002; Sun et al., 2005).
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Telle la majorité des halocines, l'activité de Hal R1 est initialement observée dans le
surnageant de la culture pendant la transition vers la phase stationnaire (Cheung et al.,
1997).par rapport a H6, I'halocine R1 ne semble pas étre archéolitic, puisqu’elles ne
provoquent pas de changements dans la densité optique de la cellule. Comme I'hlocine S8,
I'activité de HalR1 reste inchangée lors du dessalage, elle est également résistante aux acides,
bases et solvants organiques, son activité est résistante a la DNAase, laRNase, des protéases
spécifiques telles que la pipérine, la trypsine et la thermo-lysine ;mais un total de protéases

telles que la proteinase.

L’activité de Hal R1 était stable a 48°C cette année, bien que moins thermostable que
HalS8, HalR1conserve une activité de 100° aprés incubation a 60°C pendant 24 heures a ;

cependant, perd toute activité apres 5Sminutes a 93°C (O'Connor et Shand, 2002).

1VV.2.1.3. HalocinC8:

Halocin C8 est une micro-halocine trés stable avec une puissante activité antibactérienne de
contre Halo-archaea (Mei et al.,2008) et une activité hydrophobe allant jusqu'a lors de la
transition de la phase exponentielle & la phase stationnaire (Sun et al.,2005), excrété par
Halobacterium.

C'est une microhalocine composée de 76 acides aminés et de 6,3 kDa. (Meknaci et al.,
2014) Il est sensible a la protéinase K mais pas a la trypsine. L'halocine C8 est assez stable car
elle peut étre dessalée, bouillie, congelée et traitée avec des solvants organiques et stockée
dans le surnageant de culture a 4°C.L'halocine C8 a un trés large spectre d'activité (Li et al.,
2003).

IV.2.1.4. HalocineA4 :

L'halocine A4 est produite par des halo-bactéries non caractérisées isolées par Pfeiffer dans
les marais salants tunisiens. Son poids moléculaire est de 7 435 Da (tres similaire a
HalocinC8), (Meknaci, 2015).

IV.2.2. Macro-halocines:
Macro-halocines (>10KDa) Sont des protéines de plus de 10KDa, on peut identifier les

halocines H1 et H4, jusqu’a présent, ces deux types sont déterminer au niveau protéique:

IV.2.2.1. HalocineH1 :
L’halocine H1 est une bactériocine produite par un halophiles extrémes que a été isolée en

méditerranée. Cette bactériocine est produite par I’archaca Haloferax, Pour une production
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optimale de I’halocineH 1, il faut la concentration en sel de 20% et une température comprise
entre 37et42°C (Platasetal ,1996).

Le poids moléculaire de cette bactériocine atteint 31 KDa et un large spectre d’activité
contre les haloarchées. L’activité de cette bactériocine est décelable pendant la phase
exponentielle au lieu du début de la phase stationnaire. Comme pour la plupart des autres
halocines (O'Connor et Shand 2002 ; Li et al., 2003).

1VV.2.2.2. HalocineH4:

Halocine H4 a été étudié en tant que premier halocine produit a partir de Haloferax
mediterrane R4 (ATCC33500). Cette souche a été isolée d'une mare salée ensoleilléee a
Alicante, en Espagne (Rodriguez-valera et al.,1982 ; Meseguer et Rodriguez-valera, 1985).est
un antibiotique de nature protéique avec une masse moléculaire de 34.9 KDa (mdre) et 39.6
KDa (pré-protéine), mais a partir les études qui fait par Rodriguez-Valera et Perey:La masse
moléculaire est de 30 a 33.5 KDa (O'Connor et Shand,2002).L’activité d’halocine H4 est
produite en phase stationnaire (Messuger et Rodriguez —valera, 1985 ; Cheung et al., 1997).
Halocin H4 Propriétés : sensible aux protéases et a la chaleur, la durée de conservation du
concentré HalocinH4 est de 115-159joursa48°C, bien qu'il n'y ait pas de perte d'activité a
51°C aprés 24 heures d'incubation, mais complétement disparait a 60 °C aprés 24 heures.
L'activité a également été perdue lorsque la concentration en sel a chuté de 5 % en dessous de
(O'Connor et Shand, 2002).

1VV.2.2.3. HalocineH6/H7:

L'halocine H6/H7 a été obtenue a partir du surnageant de culture de la souche Haloferax
gibbonsii (Torreblanca et al., 1989), elle a d'abord été isolée et décrite par Torreblanca et
al.1989 activité se produit dans la transition de phase stationnaire, pics d'activité dans la phase
stationnaire, puis diminue progressivement. Le est une substance d'un poids moléculaire de 32
kDa (O'Connor et Shand, 2002). De plus, le mécanisme d'action n'est connu que pour
HalocinH6. (Shand et Price, 2000 ; Riley et al., 2002). L'halocine H6 inhibe la libération
induite par la lumiére de Na+ dans les vésicules membrane halobium de Halobacterium
(Meseguer et al., 1995).

IV.3. Applications biotechnologiques des halocines:

En plus de cela, les halocines ont de nombreux avantages et propriétés qui peuvent étre
utilisés dans certaines applications biotechnologiques, notamment :
1V.3.1. Outil d’adsorption de ’ADN:

Pour connaitre les transformations génétiques et les traitements des Archaea, certains des
12
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hallucinogenes peuvent lui servir d'outil moléculaire .
Q22 a des propriétés uniques qui se sont averées agir comme un nouveau stimulateur de
I'absorption d’ADN par H.Mediterranei (Chen et al., 2019 ; Kumar et al., 2021).

1VV.3.2. Conservateurs pour produits alimentaires salés :

L'halocine est un conservateur alimentaire qui a la capacité de contréler la voie des
hallucinogénes dans les produits salés contaminés tels que le poisson et la viande salés et
divers légumes salés ou fermentés. (Lee, 2013 ; Birbir et al., 2004 ; Kumar et al., 2021).
1VV.3.3. Prévention des maladies cardiaques:

L'halocine a des avantages méme dans le domaine médical, de sorte que jusqu'a présent il
n'y a pas de médicament pour les maladies cardiaques a I'exception de I'nalocineh6, c’est le
seul pour de tels cas, afin qu'il cible I'ancien et eucaryote échangeur Na+/H +(NHE), et agit
pour réguler le pH intracellulaire et le volume des cellules, et Maintient I’équilibre sodique.
(Meseguer et al., 1995 ; Price et Shand, 2000 ; Lequerica et al., 2006; V. Kumar et al., 2021).
IV.3.4. Action anticancéreuse:

Karttikeya (2013) a mené les études nécessaires sur SH10, qui a montré une bonne
efficacité contre de nombreux cancers, car il analyse les cellules cancéreuses telles que

(cancer du poumon) A549, (cancer u larynx), Hep2. (Kumar et al., 2021).
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Collection des souches tests: S3A1, S3A2, S5A1, S5A2, S6A1, S6A2, S3P1,
S3P2,S5P1; S5P2, S6P1, S6P2

Sélection des isolats halophiles les plus actives

Souche tests Souche cible

S3P1, S3P2, S5A1 S1IPA4

Revivification des souches

Purification des souches

Test d activité antagoniste

Sélection de souche la plus active

Test préliminaires

Figure N°04:0rganigramme général de méthode du travail.
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Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de faculté des
sciences de la nature et de la vie a I’'université Ziane -Achour de Djelfa ; durant trois mois de

I’année universitaire 2022_2023 et dans le laboratoire des doctorants 1.

Ce travail vise essentiellement la mise en évidence d’activité de substances
antibactériennes «Halocines» produites par des souches bactériennes extrémement halophiles
isolées a partir de milieu hypersalées, a savoir le Rocher de Sel dans la wilaya de Djelfa.

. Matériel:

I.1. Situation géographique des zones d’études:
I.1.1.Rocher de sel (Hadjer EI melh):

Le Rocher de sel est situé a 25Km au nord de la ville de Djelfa, dans la commune d’Ain-
Maabad, entre les coordonnées géographiques latitude : 34° 77'39.04" Nord et longitude :
3°17'37.89" Est, et s'éléve a une altitude de 1083 métres. Le nom de "Rocher de Sel" est
courant, et il ne s'agit pas d'une traduction exacte du nom autochtone qui est Khanguet-el-
Melah littéralement : le "défilé du sel”. Cependant, les deux noms ont sans doute été suggérés
en raison des falaises et canyons de sel gemme qui sont présents. D'autres noms sont utilisés
par les habitants de Dijelfa, le plus connu étant le nom de "HADJER EL-MELH", dont

I'origine du nom arabe est inspirée par la nature des gisements de gemmes (Gauttier, 1914) .

Figure N°05: Situation géographique de rocher de sel (Google Earth).
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1.2. Matériels biologiques:
1.2.1. Souches Tests:

En se basant sur les résultats des travaux d’Ammari khouloud Fatima et Bessaoud
Messaouda et Bouabdelli Achwak, (2021/2022), trois isolats ont été choisis pour cette étude a
savoir S3pl, S3p2 et S5A1, ces isolats ont montré une meilleure production de I’activité
halocine (d’Ammari khouloud Fatima, Bessaoud Messaouda, et Bouabdelli Achwak)
(2021/2022).

1.2.2. Souches cible:

En se basant sur les résultats des travaux de Ben khechiba Zakaria, Homida Siham,
Touati Zahra,(2021/2022),sélection de I’isolat S1IPAA4.
1.2.3. Milieux de cultures utilisées:

L’étude des bactéries halophile nécessite 1'utilisation de plus d’un milieu spécifique car
elles sont connues pour avoir des besoins nutritionnels différents. (Oren et al.,1997). Le
milieu approprié pour cette étude est le MSH car il contient des sels minéraux et une source
organique complexe (extrait de levure). (Kharoub ,2007). Le pH doit étre ajusté a7 (Hacéne
et al.,2004).

Tableau N°01: Composition du milieu MSH

Produit chimique Quantité en(g)
NaCl 200
MgSO47H20 50
MgCi26H20 32

KCI 05
CaCl22H20 0,8

NaBr 0,6

NaHCO3 0,16

Extrait de levure 05

Le milieu solide est obtenu par 1’ajout de 20 g/ d’Agar. Cependant le milieu semi
solide en contient uniquement 15¢/l. Le milieu liquide est bien entendu dépourvu
d’Agar.
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1.2.3.1. Préparation:
Afin de préparer le milieu de culture, nous avons suivi les étapes suivantes:

- Dans un Erlenmeyer sa capacité est de 1litre nous mettons environ 700ml d’ecau distillée
ajoutons les ingrédients mentionnés ci-dessus a une température de 200°C et sous
agitation 21400 tours par minute.

- Enfin nous ajoutons le NaCl pour éviter la précipitation des sels ; et laissons bien le
mélange se déplacer jusqu’a ce qu'il homogéneise Ajoutez20gd’agar et agiter bien pour
obtenir un milieu trés homogéne. Pour éviter 1’évaporation de la solution nous fermons
I’ouverture de I’erlenmeyer avec du papier aluminium.

- A ‘ébullition ajouter300 ml du volume d’cau distillée manquant pour fairel L.
(FigureN°06)

- Le milieu est réparti dans des flacons de 200ml & raison de 150 ml par flacon.

- Stériliser les flacons a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes. (FigureN°07)

- Verser environ 20 ml du milieu stérilisé dans les boites de Pétri (sous hotte)

- Laissez les boites refroidir.(FigureN°08)
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FigureN°06:Milieu FigureN°07:Milieu aprés
apres agitation. L’autoclavage

FigureN°08:Laissez les boites refroidir.

18




Matériel et Méthode

1. Méthodes:
I1.1. Revivification des souches :

La résurrection des souches ressuscitées a été realisee sur des milieux spécifiques pour

obtenir de jeunes cultures (Benhammou et Bekkara, 2009).

Cette étape a été effectuee afin de mettre a I'échelle les souches que nous avons étudiées
(S3P2, S3P1, S5A1, S1PA4) de la phase d’en durance a la phase d'activation comme suit:
Tout d'abord, les souches conservées dans de la gélose inclinée ont été sorties du réfrigérateur et
laissées reposer pendant 2 heures pour atteindre la température ambiante. Aprés cette période,
ensemencer les souches sur des boites de Pétri déja gélosées avec du MSH solide, étiquetées avec le
code de la souche, la date d'inoculation et Nom binomial. Ensemencement selon la méthode des trois
quadrants.

11 .1.1. Mode opératoire :

A l'aide d'une boucle de platine, retirer I'inoculum du tube incliné contenant la souche
cible (aprés brllage en anneau, bien sir) et inoculer en série unidirectionnelle par la méthode
des trois quadrants, puis placer le para film sur la boite a plaques et il sera étre prét Placer les
boites dans un sac hermétique avec du papier humide pour éviter que la gélose ne se des séche
et les placer a I'envers( couvercle vers le bas) dans une étuve a 40°C pendant 21 jours, Lire les

résultats : Apres l'incubation : sont observés par I'apparition des colonies sur la gélose.
11.2. Ensemencement :

Ensuite, ensemencer la colonie sous forme de trois quarts de lignes série unilatérales sur
un milieu d'agar MSH. Et ce plan se fait aprés avoir retiré la colonie a I'aide d'un anneau de
platine, puis les liasses de boites sont enveloppées de para film et placées dans un sac bien
fermé contenant du coton humide pour éviter le dessechement de la gélose, puis insérées dans
une étuve a une température de 40 degrés Celsius, en mettant I'accent sur le placement des

boites a I'envers pendant 8jours .
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11.3. Purification des souches:

Les isolats ont été purifiés par inoculation dans un milieu gélosé MSH approprié. Les
colonies apparaissent apres environ 7 jours dans une étuve a 40°C, puis cultivent les souches
sur d'autres boites de gélose, puis les incubent a 40°C jusqu'a I'émergence d’autres colonies
bien isolées.(Purification des souches S3P1,S3P2,S5A1,S1PA4).

I1.4Conservation des souches:

On plante les souches en ligne a la surface de tubes inclinés contenant un milieu solide
MSH, elles sont conservées a une température de 40 C° Celsius pendant une durée de 7jours,

puis placées au réfrigérateur.(Figure N°09).
I1.5. Cinétique de croissance:

3 flacons bien stérilisés sont préparés, contenant chacun 50 ml de milieu de culture
liquide, et ensemencés avec les souches actives 'S3P1, S3P2, S5AL1', puis les flacons sont
placés dans une étuve sous agitation & 40 °C a une vitesse de 150 cycles/min pendant
15jours.Nous prélevons chaque jour des échantillons stériles pour mesurer la densité optique a

I'aide d'un spectrophotomeétre a 680 nm.
I1.6. Tests d’antagonisme:

Il existe différentes méthodes pour évaluer l'activité antibactérienne in vitro. Selon les
conditions expérimentales utilisées par I'opérateur, différents résultats peuvent étre obtenus
(Suhr et Niels en,2003).Les plus couramment utilisées sont la méthode de diffusion sur gélose
et la méthode des puits.

I1.6.1. Test d’antagonisme sur MSH liquide (test de puits):

En testant le puits, nous avons mené une étude de I'efficacité antibactérienne contre la

souche cible, et cela s'est fait en deux étapes :
11.6.1.1. Préparation de la solution saline:

Mettez 150 grammes de sel dans environ 1 litre d'eau stérilisée et remuez bien jusqu'a

homogénéité.
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11.6.1.2. Préparation de la souche cible:

On prend des colonies bien nettoyées de la souche cible S1pA4 puis on les met dans un
tube & essai contenant environ 3 ml de solution saline, puis on agite bien avec un vortex.
Ensuite, nous prenons 1 ml de la solution et la vidons dans des boites de Pétri contenant du
MSH semi-solide. Laisser sécher les boites de Pétri pendant environ deux heures, puis

marquer les puits a I'aide d'une pipette Pasteur sterile.
11.6.1.3. Préparation des souches tests:

Nous utilisons des flacons de 250 ml contenant chacun 50 ml de MSH liquide stérile
inoculé par les souches testées (S3P2, S3P1, S5AL1), vortex er et bien agiter et mesurer Do
préparation (t0), aprés incubation dans un incubateur a agitation Stuart-S1500)40°C pendant
15 jours. Prendre 1,5 ml par jour pour surveiller la croissance bactérienne, mettre en un
Cuvette de mesure de DO a 680 nm par spectrophotométrie de type BECKMAN La
croissance a été arrétée et une autre a été stockée dans un tube eppendorf. Enfin ce sont
Centrifuger a 5000 rpm (SIGMA320) pendant 20 min & 4°C. Pour chaque souche testée.
Prélever 400 pl de surnageant de (jour O & jour 15) et déposer dans des puits A la surface de la
boite; 2 heures a température ambiante sous une hotte (pour permettre Diffusion d'agents
antibactériens sur gélose). Ensuite, placez la boite dans un sac en plastique .et cultivé a 40°C
pendant 5 jours. L'activité inhibitrice n'a été observée que lorsque des zones d'inhibition
étaient présentes. (FigureN°09).

I1.6.2. Test d’antagonisme sur MSH solide (disque d’agar) :

Ce type de production d'agent antibactérien est réalisé par la méthode du disque d'agar
(Tortorano et al.,1979), dont le principe est basé sur I'étalement de I'agent antibactérien sur du

MSH semi-solide inoculé avec la souche cible S1IPAA4.

On met une seringue de la souche cible SIPA4 et on la met dans un tube a vide contenant
3 ml de solution saline 15, on fait bien tourner le mélange jusqu'a ce gu'il devienne homogene,
puis on mesure la DO de cette suspension bactérienne, et la DO doit étre comprise entre 0,2 et
0,5. Nous prélevons 1 ml de cette suspension bactérienne a l'aide d'une micropipette stérile et
on I'etale sur la surface du milieu MSH gélosé.

21



Matériel et Méthode

Nous laissons les boites pendant un certain temps jusqu'a ce qu'elles séchent, environ deux

heures. A partir de chagque souche testée, on prend un disque de gélose et on la place sur la
boite préalablement fixée a la souche cible.

Afin de permettre a I'agent antibactérien de se propager, nous avons placé les boites dans

des sacs en plastique a 4 °C pendant 4 heures, apres quoi elles ont été incubées dans une
étuvead0 °C pendant 5 jours.

Des zones d'inhibition apparaissent autour des disques de gélose, a travers lesquelles

I'activité antibactérienne peut étre estimée en mesurant leurs diametres. (FigureN°10) .
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Préparer une suspension de la
souche cible S1PA4 avec 3ml de
solution saline 15%

Mesurer la Do(0.2-0.5)a680nm

Prendre 1ml de suspension et inoculer
sur la boite gélosée par MSH semi-
solide

La croissance des souches sur le MSH
pendant 3h a température ambiante

Centrifugation des ependorffs

Préparer une culture jeune
(souches tests) sur MSH liquide.

‘—uﬁ

Tracer les disques sur la gélose
par de perce bouchons.

ﬁ_ﬁ

Prendre 400ul du surnageant
et mettez dans les puits.

_

@ L’incubation a 40°C nendent Siours

FigureN°09: Méthode d’antibiogramme (technique des puits).
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Préparer une suspension de la
souche cible S1PA4 avec 3ml de
solution saline 15%

Mesurer la Do(0.2-0.5)a680nm

Prendre 1ml de suspension et inoculer
sur la boite gélosée par MSH semi-
solide

La croissance des souches sur le MSH
pendant 3h a température ambiante

Préparer une culture jeune
(souche tests ) sur MSH
solide.

Tracer les disques sur la
gélose par une pipette
pasteur.

Prendre les disques sur d’
agar et déposer sur la gélose
de la souche cible.

Lincubation a 40°C pendent Sjours.

FigureN°10:Méthode d’antibiogramme (technique des disques d’agar)
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Ensemencement des souches sur
milieu MSH solide

y

Incuber les souches dans I’étuve
a 40° Cependant jours

{

Fait le repiquage des souches sur
un autre MSH solide et
incubéesa40°C pendant jours

Ensemencement des souches dans

les tubes inclinés se fait par
striesetincubéesa40°C pendant
jours

Figure N°11:Conservation des souches sur MSH solide
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Résultats et discussion

I. Revivification des souches:

Aprés 7 jours d'incubation, nous avons observé lapparition de colonies. La
croissance dessouches indique que le milieu MSH est similaire a des milieux
favorables aux halophiles, car il contient les constituants nécessaires a la croissance
bactérienne, tels que le NaCl, 1leMgSO4 et le KCI (Hacene et al., 2004).De plus, la
température d'incubation de 40°C est tres appropriée pour la croissance des souches
halophiles. (Figure N°12) .

1. Ensemencement:

Apres 7jours d’incubation, On observe une trés faible croissance des souches
S3P1let S5A1 et S3P2. (Figure N°13).
I11. Purification des souches:

Une série de repiquage a été effectuée afin de bien purifier les souches (S3P2,
S3P1, S5A1, S1PA4). (Figure N°14), (Figure N°15).
IV. Conservation des souches:

A partir de la (Figure N°16), on remarque l'apparition de colonies dans le tube
incliné, qui Cela indique que les conditions d'incubation sont parfaites. Réfrigérateur

pour le plaisir apres le travail.
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Résultats et discussion

FigureN°12:La revivification des souches tests (S3P1, S3P2, S5A1)

Par la méthode de trois quadrants.

FigureN°13 Ensemencement des souches tests (S3P1, S3P2, S5A1)

Par la méthode de trois quadrants.
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Figure N°14: Série de repiquage Par la méthode de trois quadrants.
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Figure N°15: série de repiquage
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Aprés 7jours
d'incubation40C°.

Vv

Figure N°16: Conservation des
souches
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Résultats et discussion

VI. Tests d’antagonisme:
VI.1. Sur milieu semi solide (disque d’agar):
Nous avons utilisé la technique des disques de gélose afin de connaitre et de déterminer

I'anti-activité des souches testées. Les resultats de cette étude sont présentés dans la (Figure
N° :18).

Les souches testées ont produit une fraction inhibitrice, (’halocine), qui a été observée

par la présence d'une zone d'inhibition autour des disques d’agar.

La souche test S3P2 a donné une plus grande activité avec un diamétre d’inhibition de
11,05 mm par rapport aux deux souches test S3P1 S5A1 car elles avaient presque la méme

activité avec un diametre d’inhibition de8,84 mm.

V1.2. Sur milieu liquide: (Test de puits):

Nous avons utilisé la méthode de la gélose bien dispersée, afin de connaitre I'efficacité
de I'nalocine en milieu liquide .les résultats sont reportés sur les (Figure N° : 20, 22,24) En
mesurant les diameétres d'inhibition, nous avons remarqué que le surnageant de culture
apparaissait dans la souche S3P2 avec un halo de 17,68 mm de diamétre par rapport aux
autres souches S3P1, S5A1, dont les diamétres variaient entre 13,16 mm. Gréce a des
expériences sur des milieux solides et liquides, il a été constaté que la souche S3P2 est la plus
active, par rapport aux autres souches qui ont été testées sur la souche cible S1IPA4La
production d'halocine et la cinétique de croissance des souches étudiées semblent étre
étroitement liée, selon les résultats observés. Les souches S3P1 et S5Alcommencent &
produire de I'halocine des le 7e jour de croissance, avec un diametre d'inhibition compris entre
8 et 12 mm. La production atteint son maximum le 13e jour, avec un diametre d'inhibition de
13a 16 mm. Ensuite, la production d'halocine diminue Iégérement, et au 14e jour, le diametre

d'inhibition est compris entre10 et 14mm.

Pour la souche S3P2, la production d'halocine commence des les premiéres 24 heures de
la phase exponentielle de croissance bactérienne. Au cours de cette période, un halo
d'inhibition apparait, ce qui signifie qu'il y a une zone autour des colonies bactériennes ou la
croissance des autres organismes est empéchée. Ce halo d'inhibition mesure entre 8 etl4 mm
au depart, et il atteint son diameétre maximal le 13éme jour, mesurant entre 16 et18 mm. Apres
le 13 éme jour, la production d'halocine commence a diminuer lIégérement. Au 15éme jour, le

diamétre d'inhibition sesitueentre10et 15 mm.
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D'autres études sur une halocine H1 ont également montré une production dactivité
inhibitrice. (Redriguez-Valera et al., 1982 ; Platas et al., 2002). Ces résultats suggérent que la
sécrétion de ces agents inhibiteurs peut se produire soit en phase exponentielle, soit en phase

stationnaire de la croissance de I'organisme producteur.(Haseltine et al., 2001).

Bien que la production d'halocine soit une caractéristique courante chez les halobactéries,
seules trois halocines ont été caractérisées en détail jusqu'a présent : H4, H6 produites par
Haloferax et HalR1 produite par Halobactérium. (Torreblanca, 1994 ;O0’Connor et Shand,
2002 ; Kharroub, 2007) Toutes ces halocines ont été détectées lorsque les cultures étaient en

phase de croissance exponentielle ou entrant dans la phase stationnaire. (Joyce et al., 1997).

Ces résultats suggeérent que I'halocine est un métabolite primaire jouant un réle important

dans la croissance et la survie du microorganisme producteur.

En conclusion, la production de la substance inhibitrice (halocine) par les souches étudiées
suit la cinétique de croissance. L'activité inhibitrice débute pendant la phase de croissance, ce
qui indique que cette substance inhibitrice est un métabolite primaire pour les

microorganismes producteurs.

Figure N°17:Résultat de test d’activité (disque d’agar) Sur milieu semi solide
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D0Oa680nm

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

JO J1 12 3 J6 17 18 J9 J10 J13 J14 )15
Temps (jours)

== S3P1
== S3P2
=== S5A1

Figure N°18 :Cinétique de croissance pour les souches étudiées.
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Tableau N°02: Cinétique de croissance pour les souches étudiées.

JOURS S3P1 S3P2 S5A1
JO 0,024 0,009 0,011
J1 0,074 0,088 0,012
J2 0,08 0,09 0,015
J3 0,085 0,092 0,019
J6 0,132 0,254 0,121
J7 0,263 0,337 0,213
J8 0,282 0,437 0,241
J9 0,323 0,437 0,324
J10 0,418 0,527 0,345
J13 0,674 0,833 0,595
J14 0,542 0,781 0,509
J15 0,41 0,63 0,494
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FigureN°19:Cinétique de croissance et de production de composé actif par la souche S3P1

Figure N°20:Résultat du test d’activité sur MSH liquide (test des puits) souche S3P1
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Tableau N°03:Cinétique de croissance et de production de compose actif par la souche

S3P1
jours DOa680 (nm) Activité d’halocine
(mm)
10 0,024 0
71 0,074 0
12 0,08 0
33 0,085 0
16 0,132 8,57
37 0,263 12,17
18 0,282 12,7
19 0,323 14,71
110 0,418 15,03
113 0,674 16,34
114 0,542 16,22
115 0,41 12,65
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FigureN°21:Cinétique de croissance et de production de composé actif par la souche S3P2

FigureN°22:Résultat de Test d’activité sur MSH liquide (test des puits) souche S3P2
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TableauN°04:Cinétique de croissance et de production de composé actif par la souche S3P2

Activité d’halocine

jours DO0a680 (nm) (mm)
JO 0,009 0
J1 0,088 8,49
J2 0,09 8,55
J3 0,092 8,66
J6 0,254 14,25
J7 0,337 14,45
18 0,437 17,05
19 0,437 17,06

110 0,527 17,49
113 0,833 17,86
114 0,781 /

115 0,63 16,05

38




Résultats et discussion

14 - 07
12 - - 06
210 | 05
.g g
= ©
=
NP 6 - 0’3 <3
= Q
Z =
N
S 4 - 02
<
2 1 - 01 o
== Diamétre des
halos d'inhibition
0 - ; ; . 0 .
0 J1 2 J3 J6 J7 )8 J9 10 J13 J14 15 =—DO de croissanse
JOURS

Figure N°23:Cinétique de croissance et de production de composé actif par la souche SSA1

Figure N°24:Résultat de test d’activité sur MSH liquide (test des puits) soucheS5A1
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TableauN°05:Cinétique de croissance et de production de composé actif la souche S5A1

jours DO3680 (nm) Activité d’halocine
(mm)
JO 0,011 0
J1 0,012 0
J2 0,015 0
J3 0,019 0
J6 0,121 0
J7 0,213 8,6
I8 0,241 11,14
19 0,324 12,8
110 0,345 12,85
113 0,595 13,28
114 0,509 10,14
115 0,494 9,52
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En conclusion, il est intéressant de souligner que les résultats obtenus dans cette étude
confirment de maniere éloquente l'incroyable adaptabilité des microorganismes aux
environnements extrémes. La richesse des voies métaboliques et des biomolécules spécifiques

découvertes dans les milieux halophiles suggere un potentiel biotechnologique prometteur.

Dans ce contexte, l'objectif initial de cette recherche, qui était de Vérifier les activites
antagonistes des bactéries halophiles dans les milieux liquides et solides. a travers I'analyse

des souches pures (S3P1, S3P2, S5A1), a été atteint avec succes

La mise en évidence de l'activité halocine de l'isolat S3P2, avec un diametre d'inhibition de
17,86 mm, ouvre des perspectives passionnantes pour le développement de solutions

antimicrobiennes innovantes.

Néanmoins, il est important de noter que pour exploiter pleinement ces découvertes, des
analyses microbiologiques et physico-chimiques plus approfondies seront necessaires. Ces
études complémentaires permettront de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents,

garantissant ainsi la securité et I'efficacité des applications futures.

Sur le plan biotechnologique, il est impératif d'envisager une optimisation des conditions
de production, une purification minutieuse et une caractérisation approfondie de l'activité
antimicrobienne. De plus, le clonage des genes de ces souches pourrait ouvrir une nouvelle
voie pour créer des especes adaptées a des conditions de haute salinité, ouvrant ainsi la voie a

des applications biotechnologiques novatrices.

En définitive, cette étude éclaire les perspectives prometteuses des microorganismes
halophiles dans le domaine de la biotechnologie. Ces découvertes ne font que renforcer la
nécessité de poursuivre la recherche dans ce domaine afin d'exploiter pleinement le potentiel
de ces organismes, que ce soit dans le domaine médical, industriel, agricole ou

environnemental.
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Matériel utilisé:
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Agitateur plague chauffante

Pied a coulisse
Centrifugeuse
Vortex

Balance analytique
Balance de paillasse
Hotte

Spectrometre
Incubateura40°C
Incubateur-agitateur
Autoclave

Etuve

Bain marie

Loupe

Chauffe ballon
Réfrigérateur

Bec Benzene
Portoirs de tubes
Micro pipettes (1ml)
Embouts jaunes
Embouts bleus

Micro-tubesl, 5ml Eppendorf

Anse de platine
Spatule

Papier aluminium
Para—film

Sac en plastique
Tubes a essai (20ml)
Boites Pétri

Erlenmeyer (500ml;1l)

Becher

Flacons (125ml;250ml;500ml)

Seringues (5ml)
Pipettes Pasteur
Micropipettes (200ul)
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Résumé

Les micro-organismes halophiles prospérent dans des environnements hautement salins et
possedent des adaptations uniques qui permettent leur survie. Ces micro-organismes produisent
des substances antimicrobiennes appelées halocines, qui conferent un avantage concurrentiel.
Cette etude étudie la production d'halocines a partir de trois souches (S3P2, S3P1, S5A1) isolées
de la région de rocher de sel dans I'état de Djelfa. L'objectif est de déterminer la souche la plus
productive contre la bactérie cible SIPA4 dans les milieux liquides et solides. Les résultats
indiquent que la souche S3P2 présente I'activité inhibitrice la plus élevée, estimée a
17,86mm.Cette recherche contribue a la compréhension des micro-organismes halophiles et de
leurs applications potentielles en milieu hypersalin .

Mots clés: Halophiles, Halocines, Milieux hypersalins, Peptides microbiens, Antimicrobiens.

Abstract:

Halophilic microorganisms thrive in highly saline environments and possess unique
adaptations that enable their survival. These microorganisms produce antimicrobial
substances known as halocins, which confer a competitive advantage. This study investigates
the production of halocins from three strains (S3P2,S3P1,S5A1)isolated from the salt rock
region in Djelfa state .The aim Is to determine the most productive strain against the target
bacteriaSIPA4 in both liquid and solid media. Results indicate that strain S3P2exhibits the
highest inhibitory activity, estimated at 17.86mm.This research contributes to understanding
halophilic microorganisms and their potential applications in hypersaline environments.

Key words.: Halophilic, Halocines, Hypersaline environments, Microbial peptides,
Antimicrobial.



