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Résumé 

Le genre Bacillus sp est parmi les microorganismes à intérêt industriel, il se caractérise 

par un pouvoir enzymatique important et une forte activité antimicrobienne contre plusieurs 

agents pathogènes. L’objectif de la présente étude est d’isoler et de sélectionner des souches 

de Bacillus sp à partir des intestins des volailles et du sol pour évaluer leurs activités 

enzymatique et antimicrobienne. 

 Après une série de dilution et un traitement thermique et l’ensemencement de 

plusieurs échantillons, 25 souches différentes ont été isolées : 16 souches d’origine des 

intestins, 9 souches d’origine du sol .l’observation macroscopique et microscopique  permis 

de sélectionner 12 colonies : 8 d’origine des intestins, 4 d’origine du sol.  

Ces douze souches ont été sélectionnées pour étudier leur pouvoir enzymatique 

amylolytique sur un milieu à base d’amidon, cellulolytique à base de cellulose et 

protéolytique à base de lait. 

Ces isolats ont été également étudiés pour mettre en évidence leur activités 

antimicrobienne contre quatre souches pathogènes : Enterococcus faecalis, Acinetobacter 

baumannii, Staphylococcus aureus (MRSA) et Enterococcus faecium ; utilisant deux 

méthodes : l’ensemencement en spots et la culture des bouchons de gélose. 

Sept souches possèdent une activité amylolytique et protéolytique, cinq souches ont 

une activité cellulolytique. Les isolats avec un pouvoir enzymatique important sont : 3, 3’, 5’, 

S2. 

Parmi les douze souches, huit souches ont un pouvoir antimicrobien. Les souches 6’ et 

7 ont une activité antimicrobienne contre toutes les bactéries pathogènes testées. La meilleure 

activité a observée dans cette étude est : l’activité de la souche 8 contre Staphylococcus 

aureus (MRSA) avec une zone d’inhibition importante 28 mm de diamètre. 

Mots clés: Bacillus sp, activités biologiques, activité enzymatique, activité 

antimicrobienne, les intestins des volailles. 

 

 

 



 

Abstract  

Bacillus sp is among the microorganisms of industrial interest, this type of bacteria is 

characterized by significant enzymatic power and great antimicrobial activity against several 

pathogenic agents. The objective of the present study is to isolate and select Bacillus sp 

strains from poultry intestines and soil to evaluate their enzymatic and antimicrobial activities. 

After a series of dilution and heat treatment and seeding, 25 different strains were 

isolated: 16 strains of intestinal origin, 9 strains of soil origin. Macroscopic and microscopic 

observation allowed to select 12 colonies: 8 of intestinal origin, 4 of soil origin.  

These twelve strains were selected to study their enzymatic power: amylolytic on a 

selective starch-based medium, cellulolytic based on cellulose and proteolytic based on 

casein. 

These isolates were also studied to demonstrate their antimicrobial activities against 

four pathogenic strains: Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus 

aureus (MRSA) and Enterococcus faecium; using two methods: seeding in spots and culture 

of agar caps. 

Seven strains have amylolytic and proteolytic activity, five strains have cellulolytic 

activity. The isolates with significant enzymatic power are: 3, 3', 5', S2. 

Of the twelve strains, eight strains have antimicrobial power.. Strains 6' and 7 have 

antimicrobial activity against all pathogenic bacteria tested. The best activity observed in this 

study is: the activity of strain 8 against Staphylococcus aureus (MRSA) with a significant 

zone of inhibition 28 mm in diameter. 

Keywords: Bacillus sp, biological activities, antimicrobial activity, enzymatic activity, 

poultry intestines 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 الملخص

 

بنشاط  لبكتيريامن بين الكائنات الحية الدقيقة ذات الأهمية الصناعية، يتميز هذا النوع من اsp Bacillusتعتبر

و عزل و راسة هالهدف من هذه الد  إنزيمي و نشاط مضاد للميكروبات مرتفع ضد العديد من الكائنات المسببة للأمراض.

 .للميكروبات من أمعاء الدواجن و من التربة؛ لتقييم أنشطتها الإنزيمية و المضادةBacillus spإختيار السلالات من

 سلالة من 16 سلالة مختلفة: 25بعد القيام بسلسلة من التخفيف و معالجة العينات حراريا ثم زرعها، تم عزل 

 4اء الدواجن و مستعمرات من أمع 8عمرة: مست 12سمح الرصد العياني والمجهري باختيار .من التربة 9أمعاء الدواجن و 

 مستعمرات من أصل التربة. 

لوز حلل السليتلنشا، اتم اختيار هذه السلالات الاثني عشر لدراسة طاقتها الإنزيمية الانحلالية على وسط قائم على 

 وتحلل البروتين القائم على الحليب.

لميكروبات ضد أربع بكتيريا مسببة تمت دراسة هذه المستعمرات أيضا لإظهار نشاطها المضاد ل

  Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus (MRSA)للأمراض

Enterococcus faeciumبإستخدام طريقتين: تقنية البقع و طريقة أقراص الجيلوز.  

تحليل للات لها نشاط إنزيمي سبع سلالات تمتلك نشاط إنزيمي لتحليل الأميليات و البروتين و خمس سلا

 .S2 ' و5'، 3، 3السيليلوز. العزلات الأكثر نشاطا هي: 

بنشاط مضاد  7 و 6من بين السلالات الاثني عشر، ثماني سلالات لها قوة مضادة للميكروبات.؛ تتميز السلالتان 

 8و نشاط السلالة هفي هذه الدراسة : أفضل نشاط لوحظ .للميكروبات ضد كل البكتيريا المسببة للأمراض التي تم إختبارها

 .ملم 28بمنطقة تثبيط يبلغ قطرها حوالي Staphylococcus aureus (MRSA)ضد البكتيريا

أمعاء الدواجن. ,يميالنشاط الإنز,النشاط المضاد للبكتيريا ,الأنشطة البيولوجية ,Bacillus sp: المفتاحية الكلمات
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Introduction : 

Les bactéries du genre Bacillus sont présentes dans une grande variété de conditions 

environnementales, comme le sol et les intestins des volailles. Elles sont largement réparties 

dans des niches écologiques spécifiques, grâce à la résistance de leurs spores à la chaleur et 

aux agents chimiques. (Cano et Borucki, 1995 ; Cortezzo et Setlow, 2005 ; Setlow, 2006). 

Le tube digestif des volailles comprend une population microbienne très abondanteet 

variée tels que les bactéries et les champignons, parmi ces bactéries, les entérocoques, les 

lactobacilles, les coliforme, et le genre Bacillus (Wielen et al., 2000). 

Les bactéries de genre Bacillus ont la capacité de produire plusieurs métabolites tels 

que les enzymes et les antibiotiques. Parmi ces enzymes on distingue l’amylase, la protéase, le 

cellulase et le lipase. Ce genre est réputé par la production des antibiotiques contre les 

bactéries et les champignons. La synthèse de ces substances inhibitrices est décrite par 

différentes espèces, telles que Bacillus subtilis, Bacillus polymixa, 

B.amyloliquefaciens(Whipps ,2001 ; Stein, 2005). Et grâce à leur capacité à produire ces 

métabolites, ils ont utilisées come des espèces probiotiques dans le domaine d’aviculture, ce 

probiotique est utilisé come un supplément alimentaire microbien vivant quia un impact 

positif sur la santé de l’animal en améliorant son équilibre intestinal (Geert et al., 2013). 

Les genres Bacillus spp ont également la capacité d’agir comme des biofertilisants ou 

des biostimulateurs, en favorisant l’absorption de certains nutriments de l’environnement 

(fixation d’azote, solubilisation du phosphate) ou par la biosynthèse des hormones 

végétales(Borriss R et al., 2015) . 

L’objectif du présent travail est l’évaluation de l’activité enzymatique et 

antimicrobienne de certaines souches de Bacillus sp, par la réalisation des manipulations 

suivantes : 

 Isolement des espèces de genre Bacillus à partir les intestins des volailles. 

 Criblage des souches productrices des enzymes tels que les protéases, cellulase et 

amylase. 

 Evaluation de l’activité antibactérienne des souches isolées. 
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I. Le tube digestif des volailles 

I.1. Description de tube digestif du poulet 

Le système digestif du poulet se compose de deux sections principales : l'intestin grêle 

et le gros intestin. L'intestin grêle est principalement responsable de la digestion et de 

l'absorption des nutriments. 

Duodénum : il s'agit de la partie la plus basse de l'intestin dans la cavité abdominale, 

avec un diamètre moyen compris entre 0,8 et 2 cm chez la poule. (Salminen S et Gony M, 

2002). 

Jéjunum : c'est la partie la plus étendue de l'intestin chez la poule, mesurant 120 cm de 

longueur, avec un diamètre variant entre 0,6 et 1 cm.(Thomson A.B.R et al., 2004). 

L’iléum c’est le dernier segment de l'intestin grêle est impliqué dans l'absorption de 

l'eau et des minéraux. Des études ont révélé que l'iléon peut également jouer un rôle 

significatif dans la digestion et l'absorption de l'amidon chez les poulets de chair à croissance 

rapide. (Svihus B, 2014). 

Le gros intestin représente seulement quelques centimètres par les deux caeca qui 

constituent une caractéristique morphologique distinctive chez le poulet. Leur fonction 

principale est d'absorber l'eau et les électrolytes restants après la digestion et l'absorption qui 

ont lieu dans l'intestin grêle. Ils agissent également comme une barrière, empêchant la 

contamination de l'intestin grêle par les bactéries du côlon.(Thomas D, 1982).  

 

Figure 1 : Anatomie du tube digestif du poulet. 
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I.2. Le microbiote intestinal des volailles : 

Le poulet a un intestin grêle composé à 92 % de bactéries, principalement des espèces 

telles que le Lactobacillus et l'Enterococcus, qui produisent de l'acide lactique 

Les caeca sont majoritairement peuplés de bactéries, représentant jusqu'à 98 % de leur 

composition. Le microbiote intestinal subit des changements tout au long de la vie de l'animal. 

Pendant la jeunesse, les bactéries productrices d'acide lactique comme le Lactobacillus et les 

Bactéroides prédominent. À mesure que les poulets vieillissent, les bactéries fermentatives 

telles que Clostridia et Bactéroides deviennent dominantes.. (Lu J et al., 2003). 

Tableau: Bilan des familles bactériennes détectées dans le contenu digestif de poulet de chair. 

 

 

 

Localisation Iléon Caeca 

Références Lu et 

al.,2003 

Bjerrum et 

al.,2006 

Lu et 

al.,2003 

Zhu et 

al.,2002 

Bjerrum et 

al.,2006 

Lan et 

al.,2002 

Familles Identifications (en%) 

Bifidobactérium 0.2      

Bactéroides 0.6  5 2.2 4.4 4.0 

Flavobactérium   0.2    

Bacillus 0.7  1.5   3.0 

Enterococcus 6.4 0.7 1.0  1.3  

Lactobacillus 67.6 93.8 7.8 3.9 5.3 24 

Staphylococcus 1.0 0.7     

Streptococcus 6.6 3.5 0.7  0.9  

Weisella 1.1  0.5    

Clostridium 9.7  39.3 9.5 62.4 55 

Eubactérium 0.7  9.9  15.5  

Faecalibactérium 0.7  13.9    
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I.3. Le rôle de microbiote intestinal : 

Le microbiote intestinal des poulets de chair joue un rôle crucial dans plusieurs aspects 

de leur santé et de leur croissance. 

I.3.1 Rôle nutritionnel 

Le microbiote digestif améliore la disponibilité des nutriments et des minéraux 

essentiels en modulant leur absorption par l'épithélium intestinal. Grâce à leurs enzymes, les 

bactéries participent au catabolisme des composants alimentaires que l'hôte digère 

difficilement (Manuel, 2013). 

I.3.1.1. Digestion des glucides 

Chez les volailles, les lactobacilles sont indispensables pour la digestion de l'amidon, 

qui ne peut pas être réalisée uniquement par l'amylase endogène de l'animal. De plus, la salive 

sécrétée dans le jabot des poulets ne contient pas d'enzymes digestives. Cependant, les 

populations bactériennes du microbiote de cet organe peuvent sécréter des amylases et initier 

la digestion de l'amidon dès le jabot. Les glucides complexes non digestibles sont fermentés 

par la microflore principalement au niveau des caeca (Guardia, 2011). La présence de ces 

bactéries fibrolytiques, cellulolytiques et amylolytiques (Prevotella ruminocola, 

Ruminococcus amylophilus, R. albus, R. flavefaciens, Streptococcus bovis, ...) assure un 

apport en énergie et la production de substrats disponibles (Florian, 2013). 

I.3.1.2. Digestion des protéines 

L'effet de la microflore sur la digestibilité des protéines varie, probablement en raison 

des différences de composition des régimes alimentaires. Le microbiote digestif améliore la 

digestion des protéines de mauvaise qualité, mal hydrolysées par l'hôte. Cependant, pour les 

protéines fortement dénaturées par la chaleur, même la microflore ne peut les hydrolyser. En 

général, avec une alimentation composée de protéines très digestibles, la microflore a peu 

d'effet (Gabriel et al., 2005). 
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I.3.2. Rôle sur la santé de l’hôte 

I.3.2.1. Protection contre les agents pathogènes 

Le phénomène d'effet barrière pourrait s'expliquer par une compétition entre les 

bactéries pour les sites spécifiques d'attachement de la muqueuse intestinale. Cette 

compétition mucosale repose sur la capacité de la microflore indigène à occuper ces sites, 

réduisant ainsi l'adhésion et la colonisation des agents pathogènes. Il a été démontré que 

certaines espèces de lactobacilles ont une plus grande affinité pour les glycoprotéines de la 

muqueuse comparativement à des sérovars de Salmonella et E. coli. De plus, il a été montré 

que l'inoculation de spores de Bacillus subtilis est efficace pour réprimer la colonisation de 

Salmonella enteritidis et C.perfringens chez les poulets (Mathieu, 2008). 

En plus d'occuper les sites d'attachement de la muqueuse, la microflore intestinale 

empêche l'implantation de bactéries pathogènes par la compétition pour les nutriments 

essentiels, la libération de composés antimicrobiens dans l'écosystème intestinal, tels que des 

acides gras à chaîne courte et des bactériocines, et la stimulation du système immunitaire 

(Gabriel et al., 2005). 

 

II.  Description de genre Bacillus : 

II.1. Les caractéristiques morphologiques : 

Sur la base des caractères morphologique, Les espèces de genre Bacillus sont des 

bactéries en forme bâtonne ou bacille avec une taille variable de (de 0,5 à 1,2 μm de diamètre 

et une longueur de 2,5 à 10 μm), qui peuvent se rencontrer isolées, en paires, ou en chaines.  

Elles sont aérobies ou aéro-anaérobies Facultatives mais quelques espèces sont anaérobies 

strictes. (Paul Vos et al., 2011) 

La coloration de gram montre que les Bacillus sont des bacilles à Gram positive ou à 

Gram variable (généralement, la coloration de Gram n'est positive que pour les cultures très 

jeunes), en mouvement grâce à une ciliature péritriche (à l'exception de B.anthracis et 

B.mycoides qui sont immobiles). (Paul Vos et al., 2011). 

Parfois des espèces peuvent forment des capsules tels que (B.anthracis, 

B.licheniformis, B.megaterium et B.subtilis) peuvent produire une capsule composée d'un 

polymère d'acide glutamique, tandis que B. megaterium peut également produire une capsule 

comprenant à la fois un polysaccharide et un polypeptide.  La plupart des espèces présentent 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ana%C3%A9robie
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une catalase positive, ce qui leur donne une réponse variable au test de l'oxydase. (Paul Vos et 

al., 2011). 

Les Bacillus ont la capacité de produire des spores dans des conditions 

environnementales défavorables. Ces endospores donnent à la bactérie une résistance et 

peuvent rester viables pendant une longue période. (Dragana Miljaković et al., 2020) 

Il existe une grande variabilité dans la morphologie des colonies, la composition de milieu de 

culture et d'autres conditions d'incubation exercent une forte Influence sur cette morphologie. 

Malgré cette diversité, les colonies de bacillus ne sont généralement pas difficiles à 

reconnaître sur les milieux de culture (Paul Vos et al., 2011). 

II.2. Les caractères physiologiques : 

Les différentes espèces de Bacillus présentent plusieurs caractères physiologiques. 

Elles ont la capacité de décomposer la majorité des substrats organiques provenant d'animaux 

ou des végétaux, tels que la cellulose, l'amidon, les protéines, l'agar, ... (Paul Vos et al., 2011). 

Ainsi, ces bactéries ont la capacité de synthétiser des métabolites extracellulaires tels 

que des antibiotiques, des hydrolases de la paroi cellulaire et des sidérophores, ce qui est 

connu sous le nom d'activité antagoniste de Bacillus. De plus ce sont des bactéries capables de 

fixer l’azote et solubiliser le phosphate et produire de phytohormone (Dragana Miljaković et 

al., 2020) 

Ces microorganismes sont des chimiolithotrophes facultatifs, acidophiles, alcalophiles, 

psychrophiles, thermophiles, halotolérants, ou halophiles. A cause de cette diversité 

physiologique, nos connaissances sur l'écologie du Bacillus sont très insignifiantes (Stanleyet 

al., 2006). 

II.3. L’habitat de Bacillus : 

En raison de leur large capacité physiologique et de leur capacité à former des 

endospores. Bacillus spp ont un large éventail d’habitats, y compris le sol (Bacillus 

représentent les bactéries prédominantes du sol et de la rhizosphère, où elles représentent 

jusqu'à 95 % des populations bactériennes à Gram positif) (Dragana Miljaković et al., 2020) 

Elles peuvent être présentes dans l’eau et des environnements naturels, domestiques, 

industriels et hospitaliers. Leur large distribution est due à la Longévité extraordinaire de leurs 

endospores, qui montrent une résistance contre les agents Physiques et chimiques, tels que la 
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chaleur, le froid, la dessiccation, les désinfectants, les Antibiotiques et autres agents toxiques 

(Paul Vos et al., 2011). 

II.4. Classification de genre Bacillus : 

Le genre Bacillus a été créé en 1872 par Cohn et comprend plus de 200 espèces et 

sous-espèces décrites appartenant au phylum Firmicutes (Logan NA et al.,2009)  

 Domaine : Bactéries  

 Phylum : Firmicutes  

 Classe III : Bacilles  

 Ordonne I : Bacillaires 

 Famille I :Bacillacées 

 Genre I : Bacillus  (Dagmar Fritzé et al., 2004) 

 

Le genre Bacillus est un groupe diversifié qui regroupait de nombreuses espèces 

importantes (Blackwood et al., 2004 ; Liu et al., 2013). La majorité des espèces sont des 

saprophytes courants, mais certaines sont pathogènes notamment B.anthracis, B.cereus, 

B.circuliens, B.licheniforme, et B.subtilis . 

La méthode moderne de classification repose sur l'analyse comparative des séquences 

d'ARNr 16 S. et des recherches récentes utilisant cette analyse ont confirmé des niveaux 

élevés d’hétérogénéité phylogénétique dans ce genre (Garveba et al.,2003)  

Le genre Bacillus regroupe un grand nombre d'espèces très répandues dans la nature. 

Et de nouveaux genres multiples ont été créés grâce aux caractéristiques génotypiques et 

phénotypiques complémentaires des espèces du genre Bacillus sélectionnées :  

Amphibacillus ,Alicyclobacillus , Paenibacillus , Aneurinibacillus et Brevibacillus 

,Virgibacillus , Gracilibacillus , Salibacillus, Filobacillus , Geobacillus , Ureibacillus 

,Jeotgalibacillus et Marinibacillus. 

Par conséquent, la taxonomie finale du genre Bacillus est encore loin d'être définie, car 

de nombreuses espèces décrites initialement comme Bacillus ont été transférées vers des 

genres voisins. Cependant, Bacillus est un genre bactérien qui compte plus de 200 espèces et 

est l'un des plus importants. (Logan et al.,2007). 

Anciennement, le genre Bacillus était divisé en trois grands groupes, en fonction de la forme 

de la spore et du sporange. 
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II.4.1. Le premier groupe : comprendre deux sous-groupes : 

II.4.1.1. Le sous-groupe A : 

Il se composé de : B.anthracis, B.cereus, B.mycoides, B.megaterium, et B.thuringiensis.  

Les caractéristiques de sous-groupe A 

 Les bactéries présentent de grandes cellules dont la largeur dépasse ou égale à 1μm. 

  Bacilles à coloration de Gram positif.  

 Production des spores ellipsoïdes ou cylindriques. Spores centrales ou terminales, qui 

ne dilatent pas les sporanges. 

 

 II.4. 1. 2. Le sous-groupe B : 

Il se composé de : B.subtilis, B.pumilis, B.licheniformis, B.coagulans, et B.firmus. 

Les caractéristiques de sous-groupe B : Bactéries à petites cellules (Diamètre inférieur à 1μm) 

 

II.4.2. Le deuxième groupe :  

Il se compose de B.alvei, B.brevis, B.circulans, B.larvae, B.lentimorbus, B.macerans, 

B.polymyxa, B.popillae et B.stearothermophilus. 

 La coloration de Gram pour ce groupe est variable, et ont des Sporanges gonflés avec 

des spores ellipsoïdes centrales ou terminales. 

II.4.3. Le troisième groupe : 

Il se compose de B.sphaericus, B.globisporus et B.insolitus. 

Elles sont des espèces hétérogènes à coloration de Gram variable. Les sporanges sont gonflés, 

avec des spores sphériques terminales ou subterminales. (Dromigny, 2008). 

Au cours des dernières années, une évolution taxonomique a été observée où le genre Bacillus 

était généralement divisé en deux groupes d'organismes. Le groupe B. subtilis et le groupe B. 

cereus(UK Standards for Microbiology Investigations, 2015). 

 

 

II.4.3.1. Le groupe Bacillus cereus :  

Le groupe Bacillus cereus, également connu sous le nom de B.cereus sensu lato ou « 

Bacillus cereus présomptif », ce sont des bacilles à Gram positif sporulant en forme de 

bâtonnet, généralement isolés du sol et d'autres matrices environnementales et alimentaires. 

Le groupe Bacillus cereus comprend huit espèces officiellement reconnues : B.cereus sensu 

stricto, B.anthracis, B.thuringiensis, B weihenstephanensis, B.mycoides, B.pseudomycoides, 

B.cytotoxicus et B.toyonensis (Jean-Pierre FACON, et Isabelle DESFORGES, 2022) 
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Les génomes des espèces du groupe B.cereus sont très conservés, avec des tailles de 5,2 à 5,9 

Mo et séquences génétiques d’ARNr 16S très similaires. 

B.cereus a été isolé pour la première fois de l'air dans une étable et a été caractérisé comme 

une bactérie très mobile, apparaissant généralement sous forme de cellules uniques mais 

formant parfois des fils plus longs et provoquant une liquéfaction rapide de la gélatine. 

Dans la seconde moitié du XXe siècle, B.cereus a été identifié comme un agent pathogène 

alimentaire fréquent qui cause deux types d'intoxication. B.cereus est de plus en plus reconnu 

comme un agent responsable d'infections localisées des plaies et des yeux ainsi que 

d'infections systémiques (Monika Ehling-Schulzet al., 2019) 

 

II.4.3.2. Le groupe de Bacillus subtilis:  

C’est une bactérie en forme de bâtonnet, qui produit des endospores permettent la 

survie dans des conditions environnementales extrêmes, notamment la chaleur et la 

dessiccation Dans le sol (Elisabeth Härtig et al., 2012) 

Ce groupe comprend : B.spizizenii, B.mojavensis, B.vallismortis, B.clausii, B.atrophaeus, 

B.amyloliquefaciens, B.licheniformis, B.sonorensis,B.firmus, B.lentus et 

B.sporothermodurans. (UK Standards for Microbiology Investigations, 2015). 

BacillusSubtilis a été l'un des principaux organismes utilisés pour l'étude de la transformation 

génétique  (DAVID DUBNAU, 1983) 

Elle joue un rôle essentiel dans les recherches sur la physiologie et le métabolisme. En outre, 

en raison de son système très efficace de sécrétion de protéines et de son métabolisme 

adaptable, il a été largement employé comme usine cellulaire pour la fabrication microbienne 

de produits chimiques, d'enzymes et de matériaux antimicrobiens pour l'industrie, l'agriculture 

et la médecine. ( Yuan Su et al., 2020). 

 

II.5. Certain genre de Bacillus : 

I.5.1. Bacillus licheniformis : 

B. licheniformis se retrouve principalement dans le sol et les plantes (Sneath et al., 

1986), Cette espèce a la capacité de provoquer parfois des intoxications alimentaires et des 

infections oculaires. 

Certaines souches de B.liecheniformis possèdent un pouvoir dénitrifiant (élimination des 

nitrates). Cette propriété est très intéressante, elle est utilisée dans la dépollution de 

l'environnement (Alexander, 1977). Ainsi dans le secteur industriel où elle est utilisée pour la 

production à grande échelle de coenzymes (Schallmey et al.,2004) et particulièrement de 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/microbiolspec.gpp3-0032-2018#con1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacilli
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genetics
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genetics
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-020-01436-8#auth-Yuan-Su-Aff1-Aff2
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protéases pour les industries du textile et des détergents (Erickson, 1976). Et dans le secteur 

agricole Cette bactérie est employée pour lutter contre certains microorganismes fongiques 

pathogènes qui attaquent les récoltes de maïs. Et elle attire l'attention du domaine médical par 

sa capacité à produire de L'acide polyglutamique et la proticine (Neyra et al., 1996). 

 

II.5.2. Bacillus anthracis : 

B.anthracis est un autre membre du groupe cereus au sens large. Elles sont des 

bactéries non hémolytiques, non mobiles, sporulant, aérobies, sensibles à la pénicilline et 

encapsulées. Elle est responsable de la maladie du charbon ou anthrax. Cette maladie est une 

zoonose (maladie animale contagieuse) touchant principalement les mammifères (y compris 

l'homme). Il existe des souches de B.anthracis extrêmement virulentes et sont perçues comme 

des armes biologiques. (Mock et Fouet, 2001 ; Jernigan et al., 2002)  

Les spores de B.anthracis présentent une grande résistance à la sécheresse, à la chaleur, aux 

rayons ultra-violets, aux rayons gamma et à de nombreuses substances désinfectantes. 

II.5.3. Bacillus thuringiensis : 

Cette bactérie fait partie du groupe cereus (Joung et Côté, 2001). Bacillus 

thuringiensis a été isolé en 1901 à partir du ver à soie. On le retrouve dans l'air, l'eau, le 

feuillage des végétaux et dans les sols. Il se distingue des autres Bacillus du groupe cereus par 

sa capacité de produire des cristaux composés de plusieurs protéines. Ces dernières présentent 

Certaines propriétés insecticides pour certains lépidoptères, coléoptères et diptères. Ces 

protéines sont responsables de la destruction des cellules de l'intestin moyen de la larve de 

l'insecte. Bacillus thuringiensis pathogène des insectes, a une importance économique 

Considérable car certaines souches de cette espèce sont employées dans la lutte biologique 

contre les insectes. 

II.5.4.Bacillus megaterium : 

La bactérie B.megaterium était décrite par De Bary (1884), Elle se distingue par sa 

taille ponymouse, qui provient de la langue grecque « gros animal ». Cette bactérie du sol est 

également trouvée dans divers environnements : l’eau de mer ; les sédiments ; les poissons ; 

les rizières et même dans le miel d’abeille (Vary, 1994). C’est l'une des plus grosses bactéries 

rencontrées dans le sol ; sa taille dépasse 5 µm avec un volume d'environ 100 fois celle de E. 

coli. Et elle est capable de survivre dans des environnements extrêmes comme les déserts 
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grâce à sa capacité de sporuler. B.megaterium est impliqué dans le cycle du phosphore et la 

minéralisation microbienne du phosphore organique nécessaire pour les végétaux 

II.6. Le pouvoir pathogène deBacillus : 

Le genre de Bacillus représente un groupe hétérogène qui comprenait de nombreuses 

espèces importantes (Blackwood et al., 2004 ; Liu et al., 2013). La plupart sont des 

saprophytes largement répandus, mais certains sont pathogènes, notamment B.anthracis, 

B.cereus, B.circuliens, B.licheniforme, et B. Subtilis (Logan et Turnbull, 2003). 

La pathogénicité de la bactérie du groupe B. cereus est associée, en dehors de la maladie 

potentiellement mortelle du charbon et de certaines maladies apparentées causées par B. 

anthracis et quelques souches de B. cereus, à deux maladies gastro-intestinales invalidantes, 

les syndromes émétiques et diarrhéiques. 

Bacillus cereus peut toucher une grande variété d'aliments, y compris les viandes, le 

lait, les légumes et le poisson, et la consommation de ces aliments provoque des intoxications 

alimentaires de type diarrhéique. Et Le syndrome émétique qui est causé par la toxine 

céréulide produite par le B. cereus sensu lato 

Le céreulide étant généralement préformé dans les aliments, il entraîne une apparition rapide 

de vomissements (15 min à 6 h) après l'absorption des aliments contaminés (Jean-Pierre 

FACON et Isabelle DESFORGES, 2021) 

 

II.6.1. Le mode de transmission des Bacillus cereus : 

L'intoxication au Bacillus cereus peut être due soit à l'ingestion d'un grand nombre de 

cellules bactériennes et/ou de spores dans des aliments contaminés (type diarrhéique), soit à 

l'ingestion d'aliments contaminés par une toxine préformée (type émétique). Elle est transmise 

par la consommation d'aliments contaminés (par la spore, la bactérie ou ses toxines). 

Le sol et les organismes associés au sol, notamment les plantes, les insectes, les nématodes et 

les amibes, constituent les principaux réservoirs d'acquisition de spores. Les bactéries sont 

transmises aux humains par les produits agricoles, notamment les aliments et les textiles 

d'origine animale, et pénètrent chez les humains et d'autres mammifères par ingestion, 

inhalation et lésions cutanées. (Monika Ehling-Schulz  et al., 2019) 

 

 

 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/microbiolspec.gpp3-0032-2018#con1
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III. Les activités biologiques de genre Bacillus : 

III.1.La production des enzymes par Bacillus : 

Les enzymes sont des protéines de grande taille (10 000 à 100 000 daltons) composées 

de longues chaînes d'acides aminés reliées par des liens peptidiques, et qui font partie de la 

catégorie des protéines globulaires. On les retrouve dans les cellules de tous les êtres vivants, 

où elles jouent un rôle crucial en régulant les mécanismes métaboliques visant à convertir les 

nutriments en énergie et en matériaux cellulaires. Autre fonction importante, les enzymes sont 

responsables de la dégradation des molécules complexes en molécules plus facilement 

assimilables.  

Les enzymes jouent un rôle clé en catalysant diverses réactions chimiques. L'une des 

principales caractéristiques des enzymes réside dans leur grande capacité à stimuler des 

réactions chimiques spécifiques. Et De façon générale, la majorité des réactions enzymatiques 

peut être représentée de la façon suivante (Meunier, 1999) :  

Enzyme + Substrat                                  ES(complexe)                              Produit + Enzyme  

Au niveau industriel, la classe d'enzyme la plus importante est la classe des hydrolases ou 

enzymes hydrolytiques. (Rao et al., 1998).  Les Bacillus représentent une source d'enzymes 

industrielles telles les amylases, utilisées dans L'industrie du pain, ou encore des protéases et 

cellulases, dans l'industrie des détergents (Cho et al., 2011) 

III.1.1. La production de l’amylase par Bacillus : 

L’alpha amylase est une enzyme ubiquitaire, synthétisée dans tous les genres de la vie 

(Janecek 1994, 1997). Elle appartient à la famille des glycosides hydrolases et regroupant 

maintenant plus de 1700 enzymes (Coutinho et Henrissat, 1999). 

Elle hydrolyse les liaisons osidiques de l’amylose, de l’amylopéctine, de l’amidon, du 

glycogène et d’autres polysaccharides contenant plus de trois liaisons α (1,4) D-Glucose 

(Keating et al., 1998 ; Dauter et al., 1999 ; Franco et al., 2000). En effet, elle attaque les 

chaines de l’amylose en coupant les liaisons α (1,4) tous les 6 glucoses, maltose et surtout 

d’α-dextrines (Francoet al., 2000). 

 L'alpha amylase d’origine microbienne : 

Ce type d'enzyme est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées(Milneret al., 

1997). 
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Des alpha-amylases microbiennes sont maintenant industriellement produites, par des espèces 

de Bacillus, Aspergillus et Rhizopus, par fermentation submergée ou semi solide (Niehaus et 

al., 1999 ; Bel'en et al., 2006). Et Historiquement la première enzyme a été produite à partir 

de souches de Bacillus amyloliquefaciens, B.licheniformis (Bousseboua, 2002) ou 

B.subtilis(Mctigue et al., 1995). 

III.1.2. La production de protéase par Bacillus :     

Les protéases sont des enzymes qui catalysent hydrolyse des protéines, en scindant la 

liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaîne 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 essentielles pour divers processus cellulaires et 

métaboliques tels que la sporulation et la différenciation, la maturation des hormones et des 

enzymes, ainsi que la préservation du stock de protéines cellulaires. Ce genre de protéase est 

moins intéressant à exploiter dans le domaine industriel, car l'extraction de ces enzymes 

implique une phase de lyse cellulaire (Kalisz, 1988). 

L'excrétion de protéases extracellulaires joue un rôle crucial dans l'hydrolyse des 

protéines dans l'environnement externe de la cellule, ce qui permet à la cellule d'absorber et 

d'utiliser les produits de cette hydrolyse. (Kalisz, 1988) 

Les protéases se trouvent dans plusieurs microorganismes tels que les protozoaires, les 

bactéries, les levures et les champignons.   

Les protéases constituent 60 à 65% du marché industriel mondial et parmi les diverses 

protéases, les protéases bactériennes sont plus importantes que les protéases animales et 

fongiques. (Banerjeeet et al.,1999 ;Ellaiahet al.,2003) 

Et parmi les protéases bactériennes, il s’agit essentiellement de la subtilisine ou 

subtilase, une protéase produite par Bacillus subtilis et quelques genres apparentes, c’est un 

enzyme très stable et résiste bien à l’action des détergents, par ailleurs, elle est naturellement 

excrétée dans le milieu, ce qui facilite sa purification (Calk et al., 2000 ; Fraizer ,1967). 

Le genre Bacillus représente la principale source, car ils ont la capacité de produire 

une grande quantité de protéines et ayant une activité protéolytique et une stabilité importante 

à des températures et un pH élevé. (Joo H S et al.,2003) 



Chapitre I                                                           Etude bibliographique 

 

14 
 

Bacillus subtilis est l'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 

Les protéases de Bacillus sont des enzymes qui se produisent dans le milieu 

extracellulaire. Il arrive que leurs productions soient réprimées par l'ajout d'un hydrolysat de 

protéines ou d'un mélange d'acides aminés dans le milieu de culture (Arnaud et Guiraud, 

1993). Elles sont parmi les enzymes les plus anciennement connues et sécrétées par la plupart 

des espèces de Bacillus telles que : Bacillus megaterium et Bacillus subtilis (Sastryet 

Mathur, 1979). 

III.1.3. La production des Lipases et estérases : 

Les estérases sont des enzymes hydrolysant les esters carboxyliques sont ubiquistes et 

ont été trouvées dans les trois domaines du vivant. Ces enzymes peuvent agir en tant 

qu'hydrolases qui catalysent l'hydrolyse des triglycérides en acides gras et en glycérol 

(Schreck et Grunden, 2014). Elles ont la capacité de provoquer une réaction inverse ou une 

transestérification dans un solvant organique. Ils sont largement utilisés comme biocatalyseurs 

en raison de leur capacité à produire des composés purs 

Leur différence avec les lipases réside dans leur préférence pour les chaînes carbonées 

courtes. Elles ont été largement utilisées dans les secteurs médicaux, agroalimentaires, de 

production d’énergie, grâce à leurs propriétés en synthèse organique (d’arômes, de détergents 

et de biodiesel notamment) (Raddadi et al.,2015). 

III.1.4. La production de cellulase : 

La cellulase est l'une des enzymes les plus utiles dans l'industrie (Jutur et al. 2014). 

Les champignons, les bactéries ou les actinomycètes sont responsables de sa production. Les 

cellulases commerciales sont principalement d'origine fongique, mais les bactéries ont 

également été perçues comme des producteurs d'enzymes solides et polyvalents en raison de 

leur taux de croissance élevé, de leur stabilité dans des conditions extrêmes et de la Présence 

de complexes multi-enzymatiques. Parmi les bactéries, les espèces de Bacillus peuvent 

produire plusieurs enzymes extracellulaires hydrolysantes de polysaccharidiques.  

Jusqu'à récemment, l'analyse de la cellulase de Bacillus était en retard par rapport à 

celle des enzymes fongiques. Cela s'explique principalement par le fait que la majorité des 
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cellulases de Bacillus hydrolysent la carboxyméthylcellulose synthétique.  Cependant, ils ne 

réduisent guère la forme cristalline de la cellulose. (Arifin et al., 2006) 

Tableau 2 : Liste des espèces de Bacillus utilisées pour la production d'enzymes. 

Classe 

d’enzymes 

Enzymes Espèces de Bacillus  

Polymers de 

sucres 

a-Amylase, b-Amylase, Arabinase, 

Cellulase, Chitinase, Chitosanase, 

Dextranase, Galactanase, b-1,3-

glucanase, b-1,6-glucanase, 

Isoamylase, Lichenase, Levansucrase, 

Maltase, Mannanase, Pactate lysase, 

Phosphomannase, Pullulanase, 

Xylanase, Glucose isomerase 

B.coagulans, B.subtilis, 

B.licheniformis, B.amyloliquifaciens, 

B.cereus, B.megaterium, 

B.caldolyticus, B.polymyxa, 

B.pumilus, B.circulans, B.firmus, 

B.brevis, B.macerans, 

B.stearothermophilus 

Protéase Aminopeptidase, Esterase, metal 

proteases, Serine proteases 

B.subtilis, B.cereus, B.licheniformis, 

B.amyloliquifaciens, B.megaterium, 

B.polymyxa, B.thermoproteolyticus, 

B.thuringiensis, B.pumilus 

Lipase Phospholipase C, Thiaminase B.licheniformis, B.cereus, 

B.anthracis, B.thuringiensis, 

B.thiaminolyticus 

Nucléases Doxyribonuclease, Ribonucleases, 3-

nucleotidases, 5-nucleotidases 

B.amyloliquifaciens, B.subtilis, 

B.cereus, B.megaterium, B.pumilus 

Phosphatase Alkaline phosphatase B.amyloliquifaciens, B.subtilis, 

B.cereus 

Autres Beta-lactamase.. B.subtilis, B.cereus, B.anthracis.. 

 

III.2.  La production des composés antimicrobiens par Bacillus : 

Le genre Bacillus a le potentiel de produire plus de 45 molécules antimicrobiennes, 

Certains de ces composés possèdent une utilisation clinique, tandis que d'autres sont testés in 

vitro pour surveiller les maladies des plantes et pour préserver les aliments. 
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Ces métabolites sont classés en deux catégories selon leur voie de biosynthèse : la première 

classe comprend les peptides ribosomiques synthétisés, y compris les bactériocines, et la 

seconde classe comprend les petits peptides synthétisés par voie enzymatique ou par des voies 

non ribosomiques. (Stein, 2005) 

III.2.1. Production des antibiotiques : 

Face au problème de l’émergence de la résistance aux antibiotiques des bactéries 

pathogènes, Les bactéries qui offrent une grande production de ces molécules sont celles qui 

appartiennent au genre Bacillus (Pinchuk et al.,2001)  

Ce genre est réputé par la production des antibiotiques contre les bactéries, les 

champignons et les levures. La synthèse de ces substances inhibitrices est décrite par 

différentes espèces, 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 généralement produites au début de la 

sporulation (Schallmey et al., 2004). 

 

III.2.1.1 Activité antagoniste : 

Parmi les antagonistes présents dans les sols riches en microflore équilibrée pour 

l'environnement et le biotope, on rencontre presque toujours des espèces du genre 

Pseudomonas et Bacillus (Nautiyal, 2001) 

Dans le domaine de la lutte biologique, quelques bactéries ou champignons auxiliaires 

peuvent être employés afin de prévenir la propagation de maladies causées par des 

microorganismes, en utilisant différentes modes d'action : 

  L’antibiose : formation de substances toxiques pour l’agent pathogène 

  L’occupation de la même niche écologique : c’est l’utilisation des souches très 

faiblement virulentes qui peuvent occupant la même niche que les souches pathogènes 

et virulentes  

 La compétition pour les éléments nutritifs  

 L’induction de résistance chez la plante hôte  

 La fixation d’azote et la solubilisation de phosphate (Fernandes, 2005). 
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IV.   L'application de genre Bacillus : 

IV.1. L’application de Bacillus comme probiotique :   

L'utilisation de Bacillus comme probiotique dans l'alimentation des poulets de chair 

offre de nombreux avantages, notamment une meilleure digestion, une réduction des 

pathogènes intestinaux, une stimulation du système immunitaire et une amélioration de la 

performance de croissance. Ces effets bénéfiques rendent les Bacillus subtilis et Bacillus 

licheniformis des candidats prometteurs pour améliorer la santé et la productivité dans 

l'élevage avicole (Cutting, S.M, 2011). 

 

IV.2.   L'application de Bacillus comme des biocontrôles : 

Les espèces de Bacillus font partie des agents de biocontrôle les plus étudiés, ce sont 

de biopesticides qui favorisent la lutte contre les agents pathogènes des plantes grâce à leur 

antagonisme et/ou leur compétition. Les mécanismes impliqués dans l'inhibition de la 

croissance des agents pathogènes par Bacillus spp. Comprennent la compétition pour les 

nutriments et l'espace, la production d'antibiotiques, d'enzymes hydrolytiques, de sidérophores 

(Les sidérophores sont sécrétés pour solubiliser le fer de leur environnement environnant, 

formant un complexe ferrique-sidérophore qui peut se déplacer par diffusion et être renvoyé à 

la surface cellulaire (Andrews et al., 2003)) et/ou l'induction d'une résistance 

systémique.(Beneduzi A et al., 2012) 

Les principaux agents de biocontrôle, B.subtilis et B.amyloliquefaciens, consacrent 

respectivement 4 à 5 % et 8,5 % de leur capacité génétique totale à la production de 

métabolites secondaires, avec la capacité de produire plus de deux douzaines de composés 

antimicrobiens de différentes structures. (Antibiotiques Stein T et al., 2005 ; Chen XH et 

al., 2009) 

IV.3. L'application de Bacillus comme des biofertilisants : 

La bactérie de genre Bacillus sp a également la capacité d'agir comme des 

biofertilisants ou des biostimulateurs, soit en favorisant l'absorption de certains nutriments de 

l'environnement (fixation de l'azote, solubilisation du phosphate) soit en apportant à la plante 

un composé (biosynthèse d'hormones végétales) (Borriss R et al., 2015) 
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La mise en œuvre de biofertilisants contenant des Bacillus spp  qui fixent de l’azote 

et/ou solubilisent le Phosphate est une méthode raisonnable pour minimiser les effets néfastes 

des engrais synthétiques sans compromettre la sécurité nutritive. Et pour favoriser directement 

la croissance et le rendement des plantes. (Souza R et al.,2015 et Bhattacharyya PN et al., 

2016) 

Ainsi, ils ont utilisé dans la biofertilisation des milieux aquatiques, pour minimiser les 

antibiotiques et les médicaments se fait via les probiotiques. Plusieurs espèces de probiotiques 

appartenant au genre Bacillus sont actuellement utilisées. Bacillus subtilis est l'un de ces 

probiotiques très largement utilisés en aquaculture. Ils ont de nombreux effets positifs tels que 

la croissance, la nutrition, l'immunité et la résistance aux maladies des espèces 

aquatiques.(Sukanta K. Nayak, 2020) 

IV.4. L'application de Bacillus dans la bioremédiation des métaux lourds : 

Les métaux lourds sont un groupe de métaux et de semi-métaux qui se distinguent par 

leur densité élevée et leurs propriétés fréquemment toxiques. Parmi tous les métaux lourds 

présents dans l'environnement, les quantités dangereusement accrues de Cd et de Pb 

constituent la plus grande préoccupation, c'est-à-dire des éléments de ballast totalement 

inutiles pour les organismes vivants (Monika Wróbel et al., 2023) 

Le terme "bioremédiation" est dérivé de la combinaison des mots "bio", qui se réfère à 

la vie et aux organismes vivants, et "remédiation", qui signifie résoudre un problème 

(Banerje et al., 2013). L'approche de la bioremédiation consiste à utiliser des micro-

organismes, comme des bactéries, des champignons ou des plantes, afin de dégrader, modifier 

ou éliminer ces polluants, ce qui permet de rétablir la qualité du sol. (Banerje et al., 2013) 

Différentes méthodes peuvent être employées par les micro-organismes afin de 

supprimer les métaux lourds présents dans l'environnement. 

IV.4.1.La biosorption : 

La biosorption est une méthode physico-chimique qui absorbe les métaux lourds sans 

être liée au métabolisme, basé sur les membranes cellulaires. Il agit grâce à des substances à 

charge négative qui se trouvent dans les membranes cellulaires. Plusieurs paramètres 

influencent principalement l'efficacité de cette stratégie, tels que les caractéristiques de 

surface, le pH, la température ou les interactions électrostatiques. (Monika Wróbel et al., 

2023) 

https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Sukanta-Kumar-Nayak-2191218960?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
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Parmi les mécanismes de biosorption, on peut distinguer les processus suivants :  

 le changement d'ions (est une réaction chimique réversible qui consiste à échanger des 

ions contre d'autres ions de même quantité).  

 La complexation (consiste à lier les ions de métaux lourds aux groupes fonctionnels 

des membranes cellulaires).  

 l'adsorption physique (est causée par des interactions entre les molécules, y compris 

les forces de Van der Waals). (Monika Wróbel et al., 2023) 

Certaines souches de Bacillus spp peut également avoir la capacité de biosorber 

quelques métaux lourds. Par exemple B.thuringiensis qui est capable d’absorber une 

concentration très élevée de nickel (94 %) et le genre de Bacillus immobile cereus qui est 

capable de biosorber le mercure (Monika Wróbel et al., 2023) 

IV.4.2. Bioaccumulation : 

Contrairement à la biosorption, la bioaccumulation est un processus cellulaire 

dépendant de l'énergie mené par des micro-organismes métaboliques actifs. Et par rapport à la 

biosorption, La bioaccumulation des métaux lourds prend plus de temps car elle dépend des 

caractéristiques biochimiques, de la structure interne microbienne, de la capacité génétique et 

physiologique et des conditions environnementales affectées par l'activité de bioaccumulation 

(Monika Wróbel et al., 2023) 

De plus, La bioaccumulation a également été influencée par les caractéristiques de la 

surface cellulaire, en particulier les variations de charge. Aussi, la température (une 

température plus élevée peut perturber considérablement l'activité métabolique d'une cellule 

bactérienne). Il est probable que le mécanisme de bioaccumulation le plus connu soit basé sur 

la fixation des métaux lourds par métallothionéines (les métallothionéines sont des protéines 

riches en cystéine) (Monika Wróbel et al., 2023) 

Plusieurs recherches confirment la capacité des Bacillusspp et des bactéries similaires 

à accumuler les métaux lourds dans leur organisme. Par exemple, la production de 

métallothionéine a été détectée chez Bacillusspppar exemple B.cereus et B.megaterium.  
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IV.4. L’application de Bacillus dans la Phytostimulation: 

La phytostimulation c’est l’amélioration de la croissance des plantes Par la production 

de phytohormones. 

IV.4.1.   Production d’hormones de croissance : 

Les hormones sont responsables de la régulation de plusieurs étapes de la croissance et 

du développement des plantes, comme l'élongation et la division cellulaire, la différenciation 

tissulaire et la dominance apicale. De nombreuses phytohormones sont produites par Bacillus, 

ils sont responsables sur la production d'hormones telles les auxines, les cytokinines, les 

acides gibbérelliques et l'abaissement du taux d'éthylène chez la plante (Costacurta et 

Vanderleyden ,1995 ; Glick, 1995 ; Lucy et al., 2004) 

 Acide indole acétique (AIA) : 

Il fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du 

développement des plantes (Ryu et Patten, 2008). Leur rôle dans la Stimulation de la 

croissance est obtenu en imitant l'effet de la bactérie par l’application directe de l’AIA sur les 

racines. (Narula et al., 2006).  

Plusieurs espèces bactériennes sont capables de synthétiser de l'AIA. Il est produit par une 

grande partie (80 %) des bactéries vivant dans la rhizosphère (Loper et Schroth, 1986). 

Cependant, la croissance des plantes est améliorée grâce à la colonisation racinaire avec des 

espèces de Bacillus et Paenibacillus qui produisent des AIA. 

 Cytokinines et gibbérellines : 

Les cytokinines, qui sont des aminopurines N6 substituées, jouent un rôle essentiel 

dans de nombreux processus physiologiques, tels que la division cellulaire des plantes, 

l'activation de la germination des graines, la promotion de la ramification, la croissance des 

racines, l'accumulation de la chlorophylle (Salisbury et Ross, 1992).  

Nombreuses bactéries tels que les Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus et 

Pseudomonas spp. sont productrices de cette hormone (Nieto et Frankenberger 1989 ; 

Timmusk et al., 1999) 
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Les gibbérellines sont des acides diterpénoïques constitués de résidus isoprèniques,Elles 

jouent un rôle dans la division et l'expansion cellulaire et participent à divers processus de 

développement tels que la germination des graines et la floraison. 

Elles sont synthétisées par les plantes supérieures, les champignons et les bactéries 

(MacMillan, 2002), tels que : Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas, 

Bacillus, Acinetobacter(Mitter et al., 2002; Tsakelova et al., 2006; Joo et al., 2009). 
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L’objectif 

L’objectif principal du travail est d’isoler des souches bactériennes du genre Bacillus à 

partir des intestins des volailles et du sol, et de rechercher leurs activités biologiques telles 

que l’activité antimicrobienne et l’activité enzymatique. 

Présentation de travail 

Notre travail de recherche a été réalisé entre le 18 février 2024 et le 21 mars 2024 au 

niveau des laboratoires pédagogiques de la faculté des sciences et de la technologie, 

département de biologie à l’université d’Ain Temouchent BELHADJ Bouchaib. 

Protocole expérimental 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Présentation schématique de protocole expérimental de notre étude. 
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I. Prélèvement et échantillonnage 

I. 1.Echantillon de sol 

Les échantillons ont été prélèves au niveau de trois différents sites de la wilaya d’Ain 

Temouchent (selon l’habitat). A l’aide d’une spatule stérile, ces échantillons ont été prélevés 

aléatoirement après l’élimination de 15 cm du sol de surface dans des points différents, puis 

les échantillons ont été mis dans des boites stériles puis transportés au laboratoire. 

Les zones de prélèvement sont comme suite : 

A : sol d’un foret à Béni saf (SA) 

B : sol d’un jardin à UATBB (SB) 

C : sol d’un terrain agricole des haricots verts à Oualhaça (SC) 

I.2. Echantillon des intestins  

 Le prélèvement a été effectué par notre promoteur à partir de quatre poulets sains et 

avec un poids normal et des différents âges :  

 L’échantillon 1 âgé de 37 jours (E1/37) et de 46 jours (E1/46) ;  

 L’échantillon 2 (E2) et l’échantillon 3 (E3), de 48 jours.  

Après l'abattage, la peau des poulets a été désinfectée pour limiter la contamination 

microbienne. Après l'autopsie, le tube digestif de chaque poulet a été isolé de manière 

aseptique. 

Les procédures de prélèvement ont été effectuées avec des matériaux stériles dans un 

endroit inoffensif, à l’aide d’un ciseau entièrement métallique et stérile, les intestins ont été 

incisés longitudinalement pour extraire leur contenu. Le mucus a été prélevé de différents 

segments (le jéjunum, l’iléon et caeca), sachant que Le mucus fournit un environnement 

favorable pour les bonnes bactéries de la flore intestinale, qui sont essentielles pour la 

digestion et la santé globale de l'animal. 



Chapitre II                                                          Matériels et méthodes 

 

24 
 

Figure 3 : Présentation des prélèvements effectués à partir des intestins. 

II. Isolement  

II.1. Préparation des dilutions 

Par la suite et à partir d’une dilution mère (DM) de 1g du sol et des mucus des 

intestins dilué dans 9 ml d’eau physiologique stérile, une série de dilution décimale successive   

( 10 -1,10 -2 et 10 -3) a été réalisée pour chaque échantillon séparément. 

 Les séries des dilutions préparées ont été traités thermiquement dans un bain-marie à 

80°C pendant 10 min, ce qui permet d’isoler les formes sporulant et d’éliminer les formes 

végétatives. 

 

Figure 4 : Préparation des dilutions et le traitement thermique 
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II.2. Ensemencement et purification 

Pour revivifier nos isolats de Bacillus sp, les dilutions appropriées (DM  - 10-1 – 10-2 – 

10-3) de divers échantillons : (E1/37) - (E1/46) ; (E2) ; (E3) et (SA) ; (SB) ; (SC)  ont ensuite 

été ensemencées sur la gélose LB (Luria-Bertani) pour favoriser la croissance des bactéries du 

genre Bacillus. De chaque dilutions, un volume de 0,01 ml a été prélevé par une micropipette 

puis étalé sur la surface des boîtes de Pétri contenant la gélose LB à l'aide d'un râteau stérile 

en verre. Les boites ensemencées ont été incubées à une température de 37 °C pendant 24 à 48 

heures. 

 

 

Figure 5: Les étapes d’ensemencement et incubation d’échantillons diluées 

II.3.Criblage primaire des souches de Bacillus 

Différentes formes de colonies ont été obtenues après 48 heures d'incubation. La 

purification se base sur l'observation des colonies à l'échelle macroscopique (forme, taille, 

couleur) et à l'échelle microscopique (méthode de coloration). 

Le criblage primaire a été déjà fait par le traitement thermique (choc thermique) afin 

d’isoler le genre bactériens Bacillus, une confirmation par l’observation microscopique des 

colonies ayant l’aspect de la souche recherchée a été effectuée. 
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Les colonies sélectionnées ont été repiquées par la technique des quadrants sur la 

gélose LB pour obtenir des cultures pures. 

III. Criblage secondaire des souches à activités biologiques  

Le criblage des souches c’est une étape essentielle dans le processus de sélection de 

Bacillus sp, ayant des caractéristiques particulières, telles que des capacités métaboliques 

spécifiques, ou des propriétés enzymatiques…etc. Plusieurs critères de sélection ont été 

étudiés sur les isolats (recherche des amylases, des cellulases, protéase et pouvoir 

antibactériens). 

III .1. Recherche du pouvoir amylolytique : 

Pour évaluer l'activité amylolytique d'une souche de Bacillus sp, plusieurs étapes ont 

été établies. 

 Préparation de milieu : Un milieu de culture spécifique a été préparé en combinant le 

milieu LB avec 1% d’amidon (gélose à l'amidon), puis stérilisé à l'autoclave à 120 °C 

pendant 20 minutes. Cela permet à un substrat à base d'amidon d'être fourni aux 

Bacillus sp pour la production de l'amylase.  

 Ensemencent et incubation : L’ensemencement a été faite dans les boites pétri 

contenant la gélose précèdent. Les souches purifiées sont ensemencées à la surface de 

ce milieu de culture par la méthode des spots à l’aide d’une pipette pasteur. 

L’incubation est faite dans des conditions favorables à la l’activité bactérienne à 37°c 

pendant 24 heures. 

 Lecture des résultats :La présence d'activité amylolytique a été évaluée en effectuant 

une lecture par inondation de la boîte de pétri avec le Lugol pendant une minute, puis 

rincée avec de l'eau distillé. Le Lugol permet de réagir avec l'amidon pour former un 

complexe bleu. L'apparition d'une zone de décoloration autour des colonies 

bactériennes indique que l'amidon a été dégradé par l'amylase produite par la souche 

de Bacillus sp. Cette méthode permet ainsi de détecter et d'évaluer l'activité 

amylolytique des souches bactériennes testées. 
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III.2. Recherche du pouvoir cellulolytique: 

Cette étape permet de détecter l’activité de cellulose de Bacillus sp par un test de 

coloration au Lugol. 

 Préparation de milieu : Ce milieu (gélose à la cellulose) a été préparé de la même 

manière et selon les mêmes étapes que la gélose à l'amidon, mais cette fois-ci, il est à 

base de cellulose plutôt que d’amidon. 

 Ensemencent et incubation : L'ensemencement a été réalisé à la surface en utilisant 

la méthode des spots par une pipette pasteur. Les boîtes de Pétri sont incubées à 37°C 

pendant 24 heures. 

 Lecture des résultats : Après l'incubation, les boîtes de Pétri ont été examinées en 

utilisant une inondation par le Lugol pendant 1min, après, un rinçage par l’eau distillé 

nous permettre de détecter le pouvoir de Bacillus sp à dégrade la cellulose. Un 

changement de couleur a été observé lors de la lecture. La cellulose, imprégnée de 

réactif, gonfle et prend une couleur bleue intense. Ce changement de couleur montre la 

capacité de Bacillus sp à produire le cellulase. 

III .3. Recherche du pouvoir protéolytique : 

Le processus de dégradation des protéines par Bacillus sp est connu sous le nom 

d'activité protéolytique. On étudie souvent cette activité de la façon suivante : 

 Préparation de milieu : Une gélose au lait a été préparée en ajoutant 5 ml de lait 

écrémé UHT chauffé au bain-marie pendant 5 minutesà100 ml de gélose LB en 

surfusion dans des conditions aseptiques avant de rempli dans les boites Pétri. 

 Ensemencent et incubation : Les mêmes souches purifiées sont ensemencées à la 

surface sur ce milieu gélosé par la méthode des stries. Les boîtes de Pétri sont 

incubées à 37°C pendant 24 heures. 

 Lecture des résultats : La lecture des résultats a été effectuée directement pour 

détecter la capacité protéolytique de Bacillus sp. Cela a été réalisé après avoir 

remarqué la présence d'un halo clair autour de la culture, qui indique une hydrolyse de 

la protéine (test positif). 
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Figure 6 : Les étapes d’étude de pouvoir enzymatique (amidon ; cellulose ; protéase) de  

Bacillus sp 

III.4. Recherche du pouvoir antimicrobien des isolats : 

  Le genre de Bacillus produit un certain nombre de substance ayant un effet 

antimicrobien, y compris des antibiotiques. La diffusion des molécules antimicrobiennes sur 

un milieu de culture gélosé permet de révéler cette activité en inhibant la croissance des 

souches obtenus après le criblage primaire ont été sélectionnées et testées sur quatre souches 

pathogènes.  

 Enterococcus faecalis 

 Acinetobacter baumannii 

 Staphylococcus aureus (MRSA) 

 Enterococcus faecium 

Dans un bouillon LB, les suspensions bactériennes des souches pathogènes ont été 

préparées et incubées à 37°C pendant 18h puis ajusté à une densité optique DO de 0.1 pour 
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une longueur d’onde de 620 nm. La suspension a été ensemencée sur une gélose MH 

(Mueller-Hinton) et l’activité antibactérienne a été testée par deux méthodes : 

III.4.1. L’ensemencement en spot.  C’est un dépôt des pré-cultures des souches obtenues en 

spots sur la gélose MH préalablement ensemencé par les souches pathogènes puis incubé à 

37°C pendant 24h. 

 

Figure 7 : Technique de l’étude de l’effet antibactérien par l’ensemencement en spot.  

 

III.4.2. Culture des bouchons de gélose. La méthode de diffusion par les bouchons de gélose 

a été utilisée pour mettre en évidence l'antagonisme entre les micro-organismes, et la 

procédure est similaire à celle utilisée dans la méthode de diffusion des disques. Elle consiste 

à réaliser une culture en gélose de la souche sélectionnée par des stries serrées sur la surface. 

Au cours de leur croissance, les cellules microbiennes sécrètent des molécules qui diffusent 

dans le milieu gélosé. Après incubation, un cylindre d'agar a été découpé aseptiquement avec 

le bout d’une pipette Pasteur stérile puis déposé sur la surface la gélose MH préalablement 

inoculée par le micro-organisme test. Les substances diffusent du bouchon cylindrique vers le 
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milieu MH. Ensuite, l'activité antimicrobienne des molécules sécrétées par le micro-

organisme a été détectée par l'apparition de la zone d'inhibition autour du bouchon d'agar 

(Fig.8). 

 

 

Figure 8 : Technique d’étude de l’effet antibactérien par la culture des bouchons de gélose 
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I. Isolement des souches de Bacillus : 

Dans ce travail, les souches étudiées sont d’origine des deux échantillons : 

 Des intestins des volailles de différents âge de 37 et 46 jours, pour l’objectif de 

rechercher et d’isoler des microorganismes du genre Bacillus ayant une activité 

antimicrobienne et activité enzymatique. 

 Des sols collectés à partir des zones différentes de la wilaya d’Ain Temouchent. 

La préparation des solutions mères a été réalisée à partir du sol d’une part et d’une 

bonne quantité de mucus prélevé à partir de différents segments des intestins tel que l’iléon, 

jéjunum et caeca d’autre part. 

Les solutions mères et leurs dilutions décimales (10-1,10-2 et 10-3) ont été traitées 

thermiquement à 80°C pendant 10 minutes dont le but est d’isoler la bactérie ciblée du genre 

Bacillus, puisqu’elle a la capacité à se sporuler dans les conditions défavorables. Ce 

traitement nous a permis d’isoler 25 souches de différents aspects macroscopiques, et les 

résultats sont présentés dans les Figure 9 et 10. 

Voici les résultats d’isolement des échantillons des intestins des volailles ensemencées 

sur une gélose LB après 48h d’incubation à 37°C dans la figure suivante (Fig.9). 

 

Figure 9 : Résultats d’isolement des échantillons des intestins 

 

 



 Chapitre III                                                       Résultats et discussion 

 

32 
 

La figure suivante (Fig.10) représente le résultat d’isolement des échantillons du sol 

ensemencé sur gélose LB après 48h d’incubation à 37°C 

 

Figure 10 : Aspect macroscopique de quelques colonies du sol. 

 

Figure 11 : Présentation des pourcentages d’isolement des échantillons du sol et des 

intestins. 

D’après le secteur du pourcentage des résultats d’isolement, un pourcentage de (64%) 

est observé dans les échantillons des intestins des volailles, ce qui présente une valeur élevée 

par rapport les échantillons du sol (36%). 

 

 

36%

64%

Les échantillons du sol

Les échantillons des intestins
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II. Sélection et purification des souches de Bacillus sp à activités biologiques 

Cela a été faite afin de criblé les souches bactériennes qui présent les caractéristiques 

de genre Bacillus qui produisent des enzymes qui ils sont représentés dans l’activité 

amylolytique, cellulolytique et protéolytique avec un effet antibactérien. 

II.1.Criblage primaire :  

12 souches ont été obtenues (8 souches d’intestin et 4 souches de sol) à partir de 

criblage primaire qui a été basé sur le traitement thermique et l’observation microscopique. 

Ce type de criblage a permis d’obtenir des souches du genre Bacillus sp et qui ont une 

structure des bâtonnets ; allongé avec la présence des spores...etc. 

 

 

 

Figure 12: l’observation microscopique selon la méthode de coloration de Bacillus sp 
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 II.2.Criblage secondaire : 

  08 souches ont été obtenues à partir de 2eme criblage qui a été fait pour sélectionner 

les souches du genre Bacillus qui possèdent une activité biologique (enzymatique et 

antibactérienne). 

 

Figure 13 : Résultat de repiquage des cultures pures. 

Tableau 3 : Les souches obtenues à partir du criblage primaire et secondaire  

Les codes sont dans l’annexe 02 

 

Les souches obtenues à partir du 1er 

criblage 

les souches obtenues à partir du 2eme 

criblage 

1’,3 ,  3’ ,5’, 6, ’6,  8 ,7 

S2, S4,  S5,  S6 

3, 3’, 5’, 6, 6’, 7, 8, S2 
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II.2.1.criblage de l’activité enzymatique 

II.2.1.1. les bactéries amylolytique 

Une activité amylolytique de Bacillus spa été évaluée parun ensemencement à la 

surface de la gélose LB à base d’amidon par la méthode des spots. Cela permet d’isoler 07 

souches amylolytiques à partir des deux échantillons « intestin et sol ». La formation d’une 

zone claire autour des colonies après traitement par le lugol signifie l’absence d’amidon 

résultant par l’activité de l’enzyme amylase. Dans ce cas l’amidon a été hydrolysé par la 

bactérie. Cela prouve que  Bacillus sp produite l’enzyme d’amylase. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : L’activité amylolytique des souches de Bacillus sp. 

 

Figure 15: Diagramme comparatif des souches amylolytiques obtenues des 

échantillons étudiés. 
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II.2.1.2.L’activité cellulolytique 

Une activité cellulolytique de Bacillus spa été évaluée par un ensemencement à la 

surface de gélose LB à base de la cellulose par la méthode des spots. Cela permet d’isoler 05 

souches cellulolytique à partir des deux échantillons « intestin et sol »;la  formation d’une 

zone claire autour des colonies signifie que la souche est cellulase positive. L’absence de 

coloration autour de la culture veut dire l’absence de cellulose. Dans ce cas la cellulose a été 

hydrolysée par le cellulase de la bactérie, cela prouve que Bacillus sp produit l’enzyme de 

cellulase. 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : L’activité cellulolytique des souches de Bacillus sp 

 

Figure 17 : Diagramme comparatif des souches cellulolytiques obtenues des 

échantillons étudiés 
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II.2.1.3.L’activité protéolytique  

Une activité protéolytique de Bacillus spa été évaluée par un ensemencement à la 

surface de gélose LB à base de protéine de lait « la caséine » par la méthode des stries. Cela 

permet d’isoler 07 souches protéolytiques à partir des deux échantillons « intestin et sol »; et 

qui ont représentées par une formation d’une zone claire autour des colonies ce qui signifie un 

test positif ; car l’absence de coloration autour de la culture veut dire l’absence de protéine. 

Dans ce cas la caséine a été hydrolysée par la bactérie .Cela prouve que les Bacillus sp 

produite l’enzyme de protéase. 

 

Figure 18 : L’activité protéolytique des souches de Bacillus sp 

 

Figure 19 : Diagramme comparatif des souches protéolytiques obtenues des 

échantillons étudiés. 
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II.2.1.4.Les souches criblées avec une productivité enzymatique important  

Ce tableau montre les 04 souches qui ont un pouvoir enzymatique important parmi les 

08 souches criblés. Et parmi les 25 isolats précèdent. 

 

Tableau 4 : les souches sélectionnées présentant les activités enzymatiques 

Souches Activité 

amylolytique 

Activité 

cellulolytique 

Activité 

protéolytique 

3 +      +   + 

6 - - - 

3’ + + + 

6’ + - + 

5’ + + + 

7 - + + 

S2 + + + 

8 + - + 

(+) : activité enzymatique                                  (-) : pas d’activité enzymatique. 

II.2.2. Etude de l’activité antimicrobienne des isolats : 

Dans cette étude, le pouvoir antimicrobienne a été déterminé par deux méthodes ; 

l’ensemencement en spot et la méthode de culture des bouchons de gélose. Douze souches à effet 

antibiotique ont été  sélectionnées et testées sur quatre souches pathogènes (Enterococcus 

faecalis, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus (MRSA) et Enterococcus faecium). 

La première méthode a été effectuée par l’ensemencement des souches à effet 

antibiotique en spots sur une gélose MH inoculée par les souches pathogènes. 

Après 24h d’incubation à 37°C, l’observation d’une zone claire autour des spots indique 

l’inhibition des souches pathogènes donc l’existence de l’activité antimicrobienne. 
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La deuxième méthode a été réalisées à l’aide du bout d’une pipette pasteur stérile, les 

souches sélectionnées à effet antibiotique ont été creusées sous forme de cylindre d’agar et 

déposées sur la gélose MH inoculée par les souches pathogènes. Après 24h d’incubation à 37°C, 

l’apparition des zones claires autour des bouchons de gélose témoigne que les souches 

pathogènes ont été inhibées.  

 Concernant les cultures déposées sous forme des spots, l’activité antibactérienne a 

été détectée chez quelques souches contre les souches pathogènes mais avec un 

faible potentiel. 

 

Figure 20 : Résultat d’étude de l’activité antimicrobienne par l’ensemencement en spots. 

A : Le pouvoir antimicrobien de quelques isolats contre Enterococcus faecalis. 

B : Le pouvoir antimicrobien de quelques isolats contre Staphylococcus aureus (MRSA). 

 En revanche, les résultats  de la méthode des disques de gélose, la croissance des 

souches pathogènes ont été empêchées avec un fort potentiel, les zones 

d’inhibition ont été mesurées et présentées dans le tableau 5. 

A 
B 
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Figure 21 : Résultat d’étude de l’effet antibiotique par la culture des bouchons de gélose. 

C : le pouvoir antimicrobien de quelques isolats contre Enterococcus faecium. 

D : le pouvoir antimicrobien de quelques isolats conte Staphylococcus aureus (MRSA). 

E : le pouvoir antimicrobien de quelques souches isolats contre Acinetobacter baumannii. 

F : le pouvoir antimicrobien de quelques isolats conte Enterococcus faecalis. 

La flèche : indique la zone d’inhibition. 
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Tableau 5 : Illustration des résultats de l’effet antibiotique des souches isolées par la culture 

des bouchons de gélose. 

 
S.P 

 

 

Bacillus 

Enterococcus 

faecalis(3) 

Acinetobacter 

baumannii (5) 

Staph.aureus 

MRSA(7) 

Enterococcus 

faecium (9) 

 Zone 

d’inhb 

Diamétre Zone 

d’inhb 

Diamétre Zone 

d’inhb 

Diamétre Zone 

d’inhb 

Diamétre 

S:3 - / ++ 10mm - / ++ 11mm 

S:3’ - / - / ++ 11mm ++ 10mm 

S:5’ - / + 8mm - / +++ 19mm 

S:6 + 9mm - / - / +++ 17mm 

S:6’ ++ 11mm - / ++++ 20mm ++ 12mm 

S:7 + 8mm - / ++ 13mm + 8mm 

S:8 - / - / ++++ 28mm ++ 10mm 

S:s2 - / - / - / +++ 20mm 

+ : présence d’une zone d’inhibition.          - : absence d’une zone d’inhibition. 

S : souches.  S.P : souches pathogènes 
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Figure 22 : Histogramme à barre présente les diamètres des zones d’inhibition des bactéries 

pathogènes. 

 Enterococcus faecalis a été inhibée par ces trois souches (S6, S6’ et S7). 

 Les souches à effet antibiotiques (S3 et S5) ont été empêchées la croissance 

d’Acinetobacter baumannii. 

 Staphylococcus aureus (MRSA) a été inhibée par quatre souches de Bacillus mais 

avec un grand diamètre chez (S6’ et S8). 

 L’effet antibactérien contre la bactérie Enterococcus faecium a été détecté chez 

toutes les souches mais avec un fort potentiel chez (Ss2 et S5’). 
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Discussion : 

L’objectif du présent travail est l’évaluation de l’activité enzymatique et 

antimicrobienne de certaines souches de Bacillus sp. 

Les bactéries du genre Bacillus sont présentes dans une grande variété de conditions 

environnementales, comme le sol et les intestins des volailles. Elles sont largement réparties 

dans des niches écologiques spécifiques, grâce à la résistance de leurs spores à la chaleur et 

aux agents chimiques. (Cano et Borucki, 1995 ; Cortezzo et Setlow, 2005 ; Setlow, 2006). 

La flore digestive des volailles diffère selon les segments du tractus digestif (Chafai, 

2006).Bacillus sp présente dans l’intestin grêle (jéjunum et iléon) à partir de 21 jours après 

l’éclosion avec un pourcentage de 2,6% à 4%. Et dans le caeca à partir de 14 jours après 

l’éclosion avec un pourcentage de 1,8% jusqu’à 4% (Lu et al., 2003). 

La présence de ce genre de bactérie contribue à l’immuno-stimulation des volailles 

avec l’effet inhibiteur sur la croissance des bactéries pathogènes ; Bacillus spa un rôle très 

important dans la digestion grâce à son pouvoir enzymatique (Cribson et Roberfroid, 

1995). 

Notre étude est prouvé que Bacillus sp elles ont une activité amylolytique .comme il 

été mentionné dans la littérature ; Bacille les espèces produisent une grande variété d’enzymes 

extracellulaires, telles que les amylases, (Cordeiro CAM, 2003). 

Notre travail a été permet d’isoler 06 souches productrice d’amylase .alors que 

(Xavier et al., 2017) sont trouvent cinq colonies productrices d'amylase et 5 colonies non 

productrices ont été sélectionnées pour cette étude.  

La capacité de production d'amylase a été vérifiée grâce à la formation d'un halo 

autour des colonies après coloration de la boîte avec une solution d'iode. les colonies ont 

présenté différents halos de croissance (Xavier et al., 2017b).c’estla même remarque que 

nous avons trouvée dans notre présente étude ; une formation d’une zone clair autour des 

colonies; et c’est parelle au  (PK et al., 2012) qui ont montrés que la présence d’une zone 

claire autour de la colonie indiquait la présence d’une activité amylase . 



 Chapitre III                                                       Résultats et discussion 

 

44 
 

Nos souches ont montrés l’absence de coloration autour de la culture  c’est ce qu’il 

nous a montré (PK et al., 2012) que la production d'amylase par Bacillus sp a été détecté par 

la disparition de la couleur bleue dans le milieu gélose à l'amidon autour des colonies 

microbiennes après incubation. 

Nous avons trouvés aussi que ce genre de bactéries  ils ont une activité cellulolytique 

.ceci est confirmé par (Watzlawick H et al.,2019) qui ont indiqués que nombreuses enzymes 

ont été exprimées avec succès dans B. subtilis , notamment les amylases, les xylanases, la 

lichenase, la β-galactosidase , les cellulases (Lan Thanh Bien T et al.,2014) , les sérine 

protéases alcalines (Wang JP et al.,2006) et bien d'autres.  

Les espèces de Bacillus ont été étudiées pour la production hétérologue de protéases à 

partir d'autres micro-organismes, y compris différentes espèces de Bacillus(Cui et al., 2018 ). 

Aussi les bacilles isolés deRhynchocyprislagowskii sont trois souches produisaient des 

enzymes lipase , amylase et protéase .Les souches ont également montré une 

activité hydrolytique (Elsadek et al., 2023). Donc cela confirme notre étude qui prouve que 

Bacillus sp produite l’enzyme de protéase 

Notre étude a été intéressé par les activités enzymatique de Bacillus sp et plusieurs 

études confirmes ça : parmi les, l’étude qui dit que Bacillus spp synthétisent un grand nombre 

d'enzymes (Elchinger et al.,2015) et l’étude de Frias et al.,(2021)qui ont trouvé que six des 

24 isolats de Bacillus sp démontré différents taux d’activité fibrinolytique. Et l’étude qui dit 

que les micro-organismes du genre Bacillus sont considérés comme des bio-usines dotées 

d’une excellente capacité de production d’enzymes hydrolytiques. (Schallmey et al., 2004 ; 

Kiran et al., 2015 ; Dash et al., 2015 ; Ghazala et al., 2016 ; Ma et al., 2016). 

L’activité enzymatique surtout dans les intestines et le sol c’est parmi nos intérêts. 

Pour cette activité dans les intestines ; En quelques années, le microbiote intestinal a fait 

l’objet de nombreuses études (Kaoutari et al., 2014). 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacilli
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/amylase
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Lescuyer., (2021) a été trouvé que pour bien digérer, notre organisme a besoin 

d’avoir une activité enzymatique élevée. En plus ; il a dit que une production insuffisante 

d’enzymes digestives peut entraîner d’autres problèmes de santé .Même il a recensé trois 

grandes catégories d’enzymes digestives : Les enzymes protéolytiques (protéases) qui 

transforment les protéines en acides aminés et peptides ; les enzymes 

glycolytiques (amylase, maltase, saccharase et lactase) qui transforment les glucides en 

glucose et les enzymes lipolytiques (lipase) qui transforment les lipides en acides gras. 

Su et al., (2020)ils ont découvert que B.subtilis peut améliorer l’équilibre de la flore 

intestinale et a le potentiel d’améliorer la santé intestinale et l’efficacité de l’absorption des 

aliments .Aussi les probiotiques à base de Bacillus peuvent effectivement améliorer la santé 

digestive en renforçant la barrière intestinale et en limitant les réponses inflammatoires et 

que ces propriétés dépendent de la souche. (Rhayat et al., 2019) 

Concernant la production des enzymes dans le sol ; Del Rey, (2023)a été mentionné 

que l'activité enzymatique du sol est un mécanisme de plus dans le système complexe des 

êtres vivants qui habitent le sol.  

Les micro-organismes excrètent des enzymes qui restent libres dans le sol et 

s'associent aux parois cellulaires des racines. (Gianfreda, 2015) ou peuvent être absorbés par 

les complexes argilo-humiques. Ils jouent un rôle fondamental dans l'oxygénation des sols 

(Au-dessus de la catalase), dans l'oxydation des tissus morts (Enzyme Peroxydase) ou jouant 

un rôle fondamental dans le mouvement et la biodisponibilité des nutriments dans le sol. 

Parmi ces derniers, l'azote, par exemple, est régi par la loi sur la qualité de l'air mentionnée ci-

dessus. Uréase y Protéase le phosphore avec ce qui précède Phosphatase ou du carbone avec 

ce qui précède B-glucosidase. (Del Rey, 2023) 

Sans enzymes, les sols seraient beaucoup plus statiques et la dégradation des tissus et 

le mouvement des nutriments seraient beaucoup plus lents, car le cycle des particules n'aurait 

pas d'accélérateur enzymatique (Balota et Chaves, 2010). 
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Selon Nautiyal,(2001)Bacillus sp a une grande capacité à produire des substances 

antimicrobiennes. 

Ce genre de bactérie est capable de synthétiser plus de douzaines d’antibiotiques avec 

une variété de structures et activités (Stein, 2005). 

Dans notre travail, les méthodes utilisées pour étudier le pouvoir antimicrobien sont : 

l’ensemencement en spot et la culture des bouchons de gélose. 

Parmi les autres méthodes utilisées pour détecter l’activité antimicrobienne, la 

méthode des puits, c’est une méthode de diffusion sur gélose par les puits. A l’aide d’un 

poinçon stérile et sur un milieu MH inoculé par la suspension de bactérie pathogène, les 

puits ont créés et remplis par la suspension ou le surnageant de la bactérie testé. Après 

l’incubation l’apparition d’une zone claire autour des puits indique la bactérie a un effet 

antibiotique (Andraw.J.M ,2001). 

Ensuite la méthode de double cultures décrite par Knaak et al ; (2007), c’est une 

technique utilisée pour évaluer le pouvoir antimicrobien de différentes souches bactérienne. 

La souche à tester et la souche de référence sont inoculées sur une plaque de culture de 

manière à être en contact ou proche. Après l’incubation, l’observation d’une zone inhibitrice 

indique une activité antimicrobienne. 

La technique des disques stériles de papier Wattman ou la méthode de Kirby-Bauer, 

ces papiers sont imprégnés avec des quantités précises de la substance bactérienne à tester 

puis ces disques déposent directement sur un milieu gélose MH inoculé par la bactérie 

pathogènes. Après 18-24h d’incubation la présence d’une zone claire autour des papiers 

témoigne la bactérie synthétise des substances antimicrobiennes (Andraw.J.M ,2001). 

Nos résultats confirment que les isolats les plus actives étaient : la souche 6’ et la 

souche 7, ces deux souches sont d’origine des intestins des volailles. Ces deux isolats sont 

capables d’inhiber Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus (MRSA) et Enterococcus 

faecium, et les résultats sont décrits en détails dans le tableau 5. 

Nos résultats indiquent que le pouvoir antibactérien de la souche 7 d’origine 

intestinale conte la bactérie Staph.aureus (MRSA) est le plus fort potentiel avec une zone 

d’inhibition de 28 mm de diamètre. 
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Conclusion et perspectives  

Bacillus spp sont couramment utilisées comme espèces probiotiques dans l’industrie 

de l’alimentation animale (Larsen et al., 2013).Ce type des probiotiques ont été largement 

associés à une amélioration de la santé humaine et animale de différentes manières. (Ding S. 

et al., 2021 ; Savitri, 2021 ). 

Plusieurs genres de Bacillus sp sont réputés pour une utilisation comme suppléments 

probiotiques dans l’alimentation animale en raison de leur capacité à résister aux conditions 

défavorables lors des processus de fabrication.. Leur stabilité thermique et leur capacité à 

survivre au faible pH de la barrière gastrique représentent un avantage par rapport aux autres 

micro-organismes probiotiques (Mingmongkolchai & Panbangred, 2018). 

Les caractéristiques idéales d'un probiotiques spécifique pour le bétail comprennent 

l'augmentation de la productivité et de la santé des animaux  (Bajagai et al., 2016 ). 

Le pouvoir d'autres souches de Bacillus sp varie en fonction de leurs utilisations. Par 

exemple : Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis  

...etc. Cela démontre l’importance d'utilisation des bactéries de genre Bacillus dans différents 

secteurs ; industriels, médicaux et même agricoles. 

Dans ce travail, parmi les 25 souches isolées, 12 isolats ont été sélectionnées lors du 

premier criblage et 08 isolats lors du second criblage. Les tests enzymatiques ont révélé que 

les souches criblées ont la capacité à produire différents types des enzymes ; 07 pour 

l'hydrolyse de l'amidon, 05 pour la dégradation de la cellulose, et 07 pour la protéolyse des 

protéines. Parmi ces derniers, les souches avec les codes 3, 3', 5', et S2 ont montrés une 

activité enzymatique significative. De plus, les tests antibiotiques ont également montré que 

ces isolats possèdent une activité antimicrobienne. Les souches avec les codes 6'et 7 ont 

démontré un effet antibiotique très important parmi les 08 souches qui possèdent une activité 

antimicrobienne variée. 

En perspective, des recherches approfondies doivent être ajoutées à ce travail, tel que : 

 Identification biochimique et moléculaire des espècesde Bacillus sp plus 

approfondies. 

 Identification des enzymes et d’antibiotiques produits par les souches obtenus. 

 Essai in vivo des isolats à activités biologique. 
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 Utilisation industrielles de ces espèces et ces activités biologique 
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Annexe 01 : Préparation des milieux de cultures utilisés 

Gélose LB(Luria-Bertani) 

 Tryptone…………………………………………………………………………..10g 

 NACL…………………...………………………………...…………………….. 10g 

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

 Agar ………………………………………………………………………………20g 

 Eau distillé ……………………………………………………………………1000ml  

 Ph=6.8 

 Agitation sur plaque chauffant à l’aide d’un barreau magnétique. 

 Stérilisation à l’autoclave. 

Bouillon LB(Luria-Bertani) 

 Tryptone…………………………………………………………………….…….10g 

 NACL …………………………………………………………………………....10g 

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

 Eau distillé ………………………………………………………………..….1000ml  

 Ph=6.8 

 Agitation sur plaque chauffant à l’aide d’un barreau magnétique. 

 Stérilisation à l’autoclave. 

Gélose à amidon 

 Tryptone…………………………………………………………………………2.5g 

 NACL …………………………………………………………………………. 2.5g 

 Extrait de levure …………………………………………………………….…1.25g  

 Agar………………………………………………………………………….….. 5 g 

 Eau distillé …………………………………………………………..………. 250 ml  

 Amidon……………………………………………………………………….. 0.25 g 

 Ph=6.8 

 Agitation sur plaque chauffant à l’aide d’un barreau magnétique. 

 Stérilisation à l’autoclave. 
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Gélose à cellulose 

 Tryptone…………………………………………………………………..…. 2.5 g 

 NACL …………………………………………………………………...……2.5 g 

 Extrait de levure………………………………………………………..…… 1.25 g  

 Agar ……………………………………………………………………………. 5 g 

 Eau distillé …………………………………………………………….……250 ml  

 cellulose …………………………………………………………………..…0.25 g 

 Ph=6.8 

 Agitation sur plaque chauffant à l’aide d’un barreau magnétique. 

 Stérilisation à l’autoclave. 

 

Gélose au lait 

 Gélose LB ……………………………………….………………………… 100 ml  

 Lait UHT écrémé stérilisé………………………………………………………5 ml  

 Ph=6.8 

MH (Mueller-Hinton) 

 Agar ……………………………….………………………………………..…  38 g 

 Eau distillé …………………………………………………………………  1000 ml 

 Ph=6.8 

 Agitation sur plaque chauffant à l’aide d’un barreau magnétique. 

 Stérilisation à l’autoclave. 
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Annexe 02  

Tableau 1 :Codification de toutes les souches isolées (les 25 souches) 

Intestines sol 

E1 E2 E3 Sa Sb Sc 

E146SM E137SM E2SM E3SM SaSM SbSM ScSM 

E146 10-1 E137 10-1 E2 10-1 E3 10-1 Sa 10-1 Sb 10-1 Sc 10-1 

E146 10-2 E137 10-2 E2 10-2 E3 10-2 Sa 10-2 Sb 10-2 Sc 10-2 

E146 10-3 E137 10-3 E2 10-3 E3 10-3 / / / 

 

Clé :E1- E2-E3 :échantillon d’intestines numéro = 1-2-3. 

Sa-Sb-Sc : échantillon du sol de zone a-b-c. 

46 - 37 : âge d’intestines des volailles (par jours).  

SM -10-1-10-2-10-3 : série de dilution à partir de solution mère. 

 

Tableau 2 : Codification de toutes les souches criblées 

Les souches obtenues à partir 

du 1er criblage 

les souches obtenues à partir du 

2eme criblage 

1’ : E1 SM 46 2 

6’ : E2 SM 6 

3 :E1 SM 37 13 

3’ :E1 SM 37 13 

5’ :E1 10-3 46 4 

6 : E2 SM 6 

7 :E2 10-3 5 

8 :E3 10-1 3 

S2 :B 10-2 

S4 :C 10-2 

S5 :B 10-1 

S6 :C 10-2 

3 :E1 SM 37 13 

3’ :E1 SM 37 13 

6 : E2 SM 6 

7 :E2 10-3 5 

6’ : E2 SM 6 

5’ :E1 10-3 46 4 

8 :E3 10-1 3 

S2 :B 10-2 

 

 

 

Clé : Numéro de colonie. 
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Annexe 03 : Méthode de Coloration 

La technique de coloration au bleu de méthylène  est une méthode couramment utilisée en 

microbiologie pour mettre en évidence certaines structures cellulaires. Selon ce 

fonctionnement : 

 Préparation de l'échantillon :Une échantillon contenant les bactéries à observer est 

prélevé et déposé sur une lame de microscope qui contient l’eau distillé. Après 

séchage à bec benzène pour fixer les cellules, on passe à la suite. 

 Coloration :Une goutte de la solution colorante (bleu de méthyle) est appliquée sur la 

lame contenant l'échantillon pendant 1 minute. Ensuite, un lavage et un séchage sont 

effectués pour la fixation. Le bleu de méthyle pénètre dans les cellules bactériennes et 

se lie aux structures ciblées. 

 Observation au microscope :En observant sous le microscope (×100), les structures 

colorées en bleu de méthyle sont clairement repérées ce qui facilite leur visualisation 

et leur étude ; apparaissant sous forme de bâtonnets allongés et sporulé. 

Cette méthode est très répandue dans le domaine de microbiologie afin d’analyser les 

bactéries grâce à sa capacité à offrir une visualisation nette et précise. 
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Annexe 04 

Tableau 3 : Prélèvement et ensemencement des échantillons des intestins et du sol. 

  

Echantillon des intestins Prélèvement des mucus 

  

Pesée 1g de sol Ensemencement sur milieu LB. 
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Annexe 05 

Tableau 4 : Quelques aspects des colonies isolées à partir des échantillons des intestins sur 

LB. 

   

E1 37 SM  E1 37 10-1 E1 37 10-2 

   

E1 37 10-3 E1 46 SM  E1 46 10-1 

   

E1 46 10-2 E1 46 10-3 E2 SM 
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E2 10-1 E2 10-2 E2 10-3 

   

E3 SM E3 10-1 E3 10-2 

 

E3 10-3 
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Tableau 5 : Quelques aspects des colonies isolées à partir des échantillons du sol sur LB. 

   

A SM A 10-1 A 10-2 

  
 

B SM B 10-1 B 10-2 

 
  

C SM C 10-1 C 10-2 
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Annexe 06 

Tableau 6 : Résultat de purifications des échantillons du sol. 

   

La souche 4 Les souches 1 et 2 Les souches 5 et 6 

 

Annexe 07 

Tableau 7 : Résultats d’ensemencement des souches pathogènes sur LB. 

 

 

 

 

 

Acinetobacter baumannii  Staphylococcus aureus 

(MRSA) 

3 : Enterococcus faecalis 

9 : Enterococcus faecium 

 

 

 

 

 

 

Annexe 08 



                                              Annexes 

 

68 
 

Tableau 8 : Résultat d’étude de l’activité antimicrobienne de quelques souches par la 

méthode d’ensemencement en spot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

le pouvoir antimicrobien 

contre Enterococcus faecalis 

le pouvoir antimicrobien 

Acinetobacter baumannii 

le pouvoir antimicrobien 

contre Enterococcus faecium 

 

 

 

 

le pouvoir antimicrobien  

contre Staph.aureus 

le pouvoir antimicrobien 

contre Enterococcus faecium 
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Tableau 9 : Résultat d’étude de l’activité antimicrobienne de quelques souches par la culture 

des bouchons de gélose. 

  

le pouvoir antimicrobien de quelques isolats 

contre Enterococcus faecalis. 

le pouvoir antimicrobien de quelques isolats 

contre Acinetobacter baumannii. 

 

 

le pouvoir antimicrobien de quelques isolats 

contre Staphylococcus aureus (MRSA). 

le pouvoir antimicrobien de quelques isolats 

contre Enterococcus faecium. 
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