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Abstract:

The microorganisms have been shown to be rich in potentially useful secondary metabolites. These
microorganisms produce a wide range of structurally diverse natural products with important
biological activities such as certain antibiotics, antifungals. This work aims to isolate and purify
myxobacteria from rhizospheric soil of the date palm collected from different Saharan areas of
Algeria (Laghouat, Ghardaia, EI-Menia and Tamanrasset) and to evaluate their antimicrobial activity.
The isolation of the myxobacteria was carried out by the predation method and the filter paper
method, the result indicates that 26 isolates of the myxobacteria were obtained, the highest yield was
observed for the samples taken from soil of Ghardaia and Tamanrasset. The morphological
description confirmed that there are fruiting bodies with varying sizes and different colors (white,
yellow, orange, transparent, brown) and colonies spread out on the surface of the agar in the form of
swarms (form of swarming). The antimicrobial activity of the myxobacteria indicates that all isolates
showed activity against at least one reference strain, the most important strain is ESM1Cb since it
showed activity against all the strain tested. This study recognizes the presence of Myxobacteria in
the Algerian desert.

Key words: Soil, Myxobacteria, Antimicrobial activity.

Résumé :

Les microorganismes sont avérés étre riche en métabolites secondaires potentiellement utiles. Ces
microorganismes produisent une vaste gamme de produits naturels structurellement divers avec des
activités biologiques importantes comme certains antibiotiques, antifongiques. Ce travail vise a isoler
et a purifier les myxobactéries a partir du sol rhizosphére du palmier dattier collectés de différences
zones sahariennes d’Algérie (Laghouat, Ghardaia, EI-Menia et Tamanrasset) et a évaluer leur activité
antimicrobienne. L’isolement des myxobactéries réalisé par la méthode de prédation et la méthode
de papier filtre, le résultat indique qui on a obtenu un total de 26 isolats des myxobactéries, le
rendement le plus important a été observé pour les échantillons prélevées a partir de sol de Ghardaia
et Tamanrasset. La description morphologique a confirmé qu'il y a des corps fructifié avec des tailles
variables et des couleurs différentes (blanc, jaune, orange, transparent, marron) et des colonies étalé
sur la surface de la gélose en forme d’essaims (forme de swarming). L’activité antimicrobienne des
myxobactéries indique que tous les isolats ont montré une activité contre au moins une souche de
référence, la souche la plus importante est la souche qui isolé a partir de la zone de Tamanrasset par
la méthode de prédation puisqu’elle a montré une activité contre toute les souches testées. Cette étude
reconnait la présence de Myxobactéries dans le désert algérien.

Mots clés : Sol, Myxobactéries, Activité antimicrobienne.
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Introduction

La résistante aux antimicrobiens (RAM) deviennent plus fréquentes et sont de
plus en plus difficiles a traiter et, par conséquent, elle est maintenant considérée comme
une menace croissante pour la santé dans le monde. Sans intervention, la RAM pourrait
causer I'émergence de certaine maladie telle que les maladies chroniques,
cardiovasculaires, cancéreuses, ont souligné une urgence et ont pousse les scientifiques
de lancer des recherches pour découvrir de nouvelles substances bioactives
(Hargraves, S, et al, 2020).

Au cours des deux derniéres décennies, les myxobactéries sont considéree
comme une source majeure de molécules bioactives (Wenzel et Muller 2007). En effet,
les céramides et les cérébrosides ont été isolé a partir de 1’espece Cystobacter fuscus,
alors que l'antibiotique TA a été purifier a part de Myxococcus xanthus... (Shimkets
L.J et al, 2006).

Les myxobactéries sont des bacilles a Gram négatif. En raison de leur
mouvement, les colonies se développent sous forme d'essaims (swarms) minces et
étalés. (Dworkin. ,1984 ; Garcia et al. ,2009).

Il s'est avéré généralement que les nouvelles souches bactériennes sont souvent
une source fiable pour de nouveaux métabolites secondaires, en effet, un nouvel isolat
doit contenir des nouveaux clusters de génes par lequel la bactérie devient capable de
bio synthétisé des nouvelles molécules (Ahmed et al 2016). Donc notre travail vise
surtout a isoler des nouvelles souches myxobactériennes, qui constituent une source de
molécules bioactif mal exploité, a partir du sol de la rhizosphere du palmier dattier
localisé dans les zones arides du désert algérien connu par leur climat chaud et sec.
Ensuite, une évaluation de ’activité antimicrobienne des souches de myxobactéries
obtenues est réalisée. Les myxobactéries isolés a partir du sol du Sahara Algérien ne
sont jamais exploité comme source de métabolites secondaires, ce qui permet
d’augmenter la chance d’avoir de nouvelles souches qui produisent de nouveaux

métabolites bioactifs.
Afin d’arrivé au but fixé, nous avons suivi la méthodologie suivante :

v L’isolement et la purification des myxobactéries a partir des échantillons de sol

Rhizosphérique du palmier dattier préléves de déférentes zones du Sahara
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algérien (De la porte du désert "Laghouat " vers Ghardaia, EI-Menia jusqu’a
Tamanrasset).

v Evaluation de I’activité biologique des isolats obtenus, contre certaines souches
bactériennes et une seul souche fongique qui sont pathogenes pour la santé

humaine.
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1. Historique :

Les myxobactéries appartiennent a la Deltaproteobacteria, qui contient
également les genres Bdellovibrio, Geobacter, Pelobacter, Anaeromyxobacter et
certains reducteurs de sulfate tels que Desulfovibrio et Desulfonema. Environ 50
espéces de myxobactéries ont été attribuées a dix-sept différents genres (Dworkin M
et al. ,2006).

La premiere myxobactérie, Polyangium vitellinum, a été découvert et nommé
par le botaniste allemand Link H.F relié en 1809 qui considérait la fructification
comme un gastromycéte. En 1857, le biologiste britannique Berkeley M.J découvert
et nommé deux autres genres et especes, Stigmatella aurantiaca et Chondromyces
crocatus qu'il classés comme hyphomyceétes. Le botaniste américain Thaxter R, en
1892, fut le premier a identifier ces espéces comme myxobactéries et décrire leurs

cycles de vie.

Plusieurs études sur Ces bactéries ont suivi depuis le début du 20°™ siecle,
nouveaux axes de recherche sur les myxobactéries ont été introduits comme la biologie
du développement par Dworkin et Gibson, 2010 et la génétique moléculaire par
Kaiser et al, 2002. Un nouveau champ a été ouvert par la découverte de métabolites
secondaires biologiquement actifs par Reichenbach, 1996. Ces myxobactéries étant
recherchés au niveau du sol par Dawid en 2000 méme la taxonomie de ces derniers par
Mohr en 2018.

2. Biologie des Myxobactéries :

2.1 Morphologie et Structure :

Les cellules des myxobactéries sont des batonnets de taille moyenne, selon
les especes elles mesurent 0,6-0,9 um de large et 3-8 um de long. Les cellules
végeétatives se présentent sous deux types différents :

¢ Cellule de type I : tiges minces, généralement inclinées, flexibles 1um
de diamétre et jusqu'a 20 um de longueur (sous-ordre : Cystobacteéries).
¢+ Cellule de type Il : tiges rigides cylindriques aux extrémités arrondies
vers le haut 1 um de large et jusqua 10 um de long (sous-ordre

Sorangineae).
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La forme des cellules végétatives ainsi que celle des myxospores est utilisé
pour la détermination (Figure 1), donc généralement permettant une premiere

identification systématique (Dawid W., 2000).

Figure 1 : Différents types de cellules myxobactériennes. (a — d) Cellules végétatives.
a) Cystobacter ferrugineus, b) Stigmatella aurantiaca, ¢) Chondromyces crocatus, d)
Sorangium compositum. (e — h) Myxospores des membres des Cystobacterineae. €)
Myxospores de Cystobacter ferrugineus, f) Myxospores de Cystobacter velatus, Q)
Myxospores induites expérimentalement de Stigmatella aurantiaca, et h) myxospores
provenant d'un organe de fructification Myxococcus xanthus. Toutes les photographies

sont en contraste de phase. Barres= 10micro m. (Shimkets L.J et al, 2006).

La plupart des myxobactéries ont une partie de «développement» de leur cycle
de vie, qui est la capacité de développer des structures multicellulaires
tridimensionnelles complexes appelées organes de fructification_(FB) qui contiennent
des myxospores en réponse a la famine. Les FB sont disponibles dans de nombreuses
couleurs (rouge, jaune et orange), formes (monticules a structures arborescentes) et

tailles (10 pma 1 mm).

Les myxobactéries forment des fructifications, qui affichent couleurs et sont

donc souvent identifiés avec I’ceil nu (Dawid W., 2000).



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fruiting-body
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/myxospore
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Figure 2 : Fructifications myxobactériennes. 1 : Mx. fulvus, 2 : Mx. stipitatus, 3 : Mx.
virescens, 4 : Mx. xanthus, 5 : Cc. coralloides, 6 : Cc. exiguus, 7 : An.disciformis, 8 :
Ar. gephyra, 9 : Ar. serpents, 10 : Cb. fuscus, 11 : Cb. ferrugineus, 12 : Ch. moins, 13 :
Cb. violaceus, 14 : Cystobacter spec, 15 : Pl. aureum, 16 : pl. compositum, LM (bar =
240 um). Abréviations : LM, microscope optique (lumiére transmise et incidente) ; SM,
stéréo microscope (transmis et lumiére incidente). (Dawid W., 2000).

Les myxobactéries présentent un comportement social exprimé par
I'absorption collective de nourriture, la motilité coopérative et le développement social
(Dworkin, M., 1996 et Shimkets, L.J., 1990) Sur les surfaces solides mais aussi a
I'interface eau-air, ils montrent un mouvement de glissement. Ce mouvement
s'accompagne d'une flexion des cellules et d'une sécrétion de mucus. La vitesse de glisse
est de 10a60 pm/min. (Lunsdorf, H. et Reichenbach, H., 1989, Burchard, R.P.
1984).

—
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Les cellules affamées orchestrent leur comportement de glissement et se
relaient les signaux pour atteindre une densité cellulaire élevée nécessaire a la
construction du FB. Ce déplacement fait sur milieu solide en formant des colonies a

aspect caractéristique de (swarming) ou essaim (Dworkin 1966 ; Reichenbach 2005).

Figure 3 : Essaim de colonies de diverses myxobactéries. (a, b, d, f et h) Essaims de
membres des Cystobacterineae. (c, e et g) Essaims de membres des Sorangineae. i)
Essaims de membres des Nannocystineae. a) Stigmatella erecta, b) Myxococcus
xanthus, ¢) Polyangium sp, d) Cystobacter violaceus, e€) Nannocystis exedens, f)
Corallococcus coralloides (Reichenbach, 2005). g) Polyangium sp, h) Stigmatella
erecta, i) Nannocystis exedens ; tout l'essaim a sombré dans la gélose qui est
profondément corrodée ; microscope a dissection, éclairage oblique. Barre = 2 um
(Shimkets L.J et al, 2006).
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2.2 Cycle de vie :

La capacité a former des fructifications est la plus évidente et propriété la

plus intéressante des myxobactéries (Dawid W., 2000).

Lors que les nutriments sont rares, les cellules de myxobactéries s’agrégent
pour former des corps de fructification (FB), un processus désormais considéré comme
une forme de signalisation cellulaire par contact. Ces corps de fructification (FB)
peuvent prendre différentes formes et couleurs selon 1’espéce. Au sein des corps de
fructification, les cellules sont d’abord dans un état végétatif et on forme de batonnets,

ui 9% v épal i ulaire.
is se développent en myxospores de forme rendes avec d’épaisses paroi cellulaire

La forme des cellules végétatives ainsi que celle des myxospores est utilisé
pour la détermination, donc généralement permettant une premiére identification

systématique (Dawid W., 2000).

Cellular Morphogenesis Cellular  Morphogenesis
I Sporulation : I1. Germination

/Arrincim

A Induction
" by Chemicals|

Vegetative

Cell Cycle

Figure 4 : La morphogenése cellulaire des myxobacteries, illustrée par I'exemple de

Stigmatella aurantiaca (Gerth, K. and Reichenbach, H. (1978).
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3 Génome et phylogeénie :

Le génome des myxobactéries est un anneau bactérien typique chromosome,
et avec 9450 kpb, il a environ deux fois plus taille de celle d'Escherichia coli et environ

la taille de celle du genre Streptomyces_(Dawid W., 2000).

Les myxobactéries ont des génomes géants de tres grande taille qui est mesurée
par 9 & 10 millions nucléotides, la teneur élevée en G+C est typiquement caractéristique
des myxobactéries, et probablement une adaptation pour résister aux expositions
périodiques a des niveaux élevée de rayonnement ultraviolet. Le génome est complexe
assez grand pour une bactérie et cette masse peut avoir une certaine relation avec son

style de vie (Yee et Inouye., 1982).

La taxonomie des myxobactéries est basée principalement sur les
caractéristiques morphologiques : les cellules végétatives (forme, taille), les colonies
de swarming et spécifiquement les corps de fructification (forme, taille, couleur et
structure) (Reichenbach 2005).

La position phylogénétique des myxobactéries a été mis sur une base solide
par I'ARNr/ADN 16S études (Ludwig et, 1983 ; Shimkets et Woese, 1992 ; Sproer
et al, 1999). Ces études ont montré que les myxobactéries sont un groupe cohérant
appartenant a la classe de Deltaproteobacteria, phylum de proteobacteria, et que les plus
proches voisins sont d’une fagon inattendue Bdellovibrio et les anaérobies strictes
sulfato-réducteurs (Stackebrandt et al, 1988).

Egalement évident est que I'ordre Myxoccocale est divisé en trois sous-ordres
: une division majeure qui sépare les sous-ordres Cystobacterineae et Sorangineae
(Reichenbach, 1974b) et un deuxieme séparant les Nannocystineae (Reichenbach,
2005).

Actuellement les 3 sous ordres comportent de 10 familles, 29 genres et 58
especes (Mohr 2018).

10
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Figure 5 : Taxonomie actuelle de I’ordre des Myxoccocale. Mohr (2018).

4 Distribution et Ecologie

(2)

Les myxobactéries sont des bactéries glissantes que I'on trouve presque partout

dans la biosphére, ou elles se nourrissent de matiéres vivantes et en decomposition.

Les principaux habitats des myxobactéries sont la terre, la bouse, la matiere

végétale en décomposition et I'écorce d'arbres vivants et morts. Néanmoins, les

myxobactéries ont été isolés des milieux marins ainsi que d'une variété de climats zones

(Dawid W., 2000). Cependant, puisque les myxospores peut tolérer des conditions

environnementales considérables extrémes, et puisque la plupart des techniques

d'isolement impliquent la culture d'échantillons qui ont été largement séché, il n'a pas

été possible de déterminer, dans de nombreux cas, si les myxobactéries étaient la par
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hasard et ont simplement sur vécues forme de spores ou grandissaient et prospéraient

dans cet environnement (Reichenbach H., 1999).

Dans quelgues cas, les organismes isolés ont éteé testés pour leur capacité a
croitre dans des conditions similaires a ceux dans lesquels ils étaient isolés. Parfois, ils

ont pu (Dawid et al, 1988) mais plus souvent pas (Ruckert, 1983).

lizuka et al. (1998) ont isolé deux myxobactéries de milieux marins, qui ont

été par la suite caractérisé et assigné au nouveau genre Haliangium.

Les organismes auraient besoin de 2% de Na Cl pour leur croissance.
Cependant, puisque cette mesure a été faite sur la base de I'expansion des essaims de
colonies plut6t que la croissance en soi, la demande doit étre regardée avec prudence.
(Fudou et al. 2002). Une étude des sources communes pour différents myxobactéries

est donnée dans dessous :

Tableau 1 : Sources pratiques et préférentielles pour 1’isolement de différentes

myxobactéries (Shimkets, L.J., et al, 2006).

Substrate Myxobacterial species typically found®

Soil Nannocystis exedens;” Sorangium cellulosum,! Archangium serpens,' Corallococcus coralloides,'
Polyangivan spp..} Cystobacter spp.” Melittangiumspp.’ Myxococcus fubvus,! M. virescens,! and
Mx. stipitatus®

Dung of herbivores Myxococcus fubvus,’ Corallococeus coralloides,’ Mx. virescens,! Cystobacter fuscus,' Ch.

ferrugineus Archangium serpens,! Nannocystis exedens Ch violaceus,! Polyangium spp.
Stigmatella erecta,* M. xanthus.} Melittangium spp.” and Cb. velatus'

Bark and rotting wood  Stigmatella aurantiaca,' Chondromyces apiculaius,' Sorangiven cellulosum.! Corallacoceus
coralloides,! Myxococcus fulvus® Cm. pediculatus! and Haploangium spp.®

"The frequency of myxobacteria on a specific substrate may vary substantially in different environments, Furthermore, some
species may be underestimated from a particular source because the isolation technique usually applied may not result in
the isolation of a particular organism.

"Frequency of the encountered species: *, ubiquitous; , very frequent;*, moderately frequent, ., relatively rare; and !, rare]

La plupart des myxobactéries semblent étre principalement des organismes du
sol. Cependant, presque tous sont des «micro prédateurs» (Singh, 1947) et sont attirés
par les habitats avec riches communautés microbiennes, qu'elles peuvent coloniser
comme substrats secondaires. Méme si certain les myxobactéries peuvent étre isolées
plus facilement de sources autres que le sol, leur présence dans le sol du méme

environnement peut souvent étre démontre.
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Le substrat préféré d'un particulier les espéces peuvent varier sous différents
climats et conditions édaphiques. (Nellis et Garner, 1964 ; Reichenbach H.

observations non publiées)
5 Meétabolisme secondaire des Myxobacteéries :

La majorité des voies métaboliques secondaires analysées a ce jour impliquent
des polyketides synthéses (PKS) et / ou des peptides non ribosomiques synthétases

(NRPS), qui présentent des mécanismes de biosynthese trés inhabituels.

Environ 80% de tous les métabolites secondaires biologiquement actifs sont
synthétisés par les procaryotes (par exemple Streptomyces, Bacillus et Pseudomonas),
environ 20% par les eucaryotes (principalement des champignons). Quelque 10 000
composés bioactifs d'origine microbienne sont connus. Les myxobactéries produisent
un grand nombre des molécules bioactives avec des activités antifongiques,

antibiotiques et anti tumorales (Hofle, G. et Reichenbach, H., 1990).

Le potentiel biosynthétique des myxobactéries est plutdt prometteur : 50 a
100% de toutes les myxobactéries produisent des composés ayant des activités
biologiques, appartenant a déférentes les classes moléculaires telles que les polyketides
d'acétate et de propionate, les peptides linéaires et cycliques, les composés
hétérocycliques, etc. (Hofle, G. et Reichenbach, H., 1990) .La densité de génes
biosynthétiques des myxobactéries prédatrices est plus ¢élevé qu’a non

prédatrices(Korp et al, 2016).
5.1 Biosynthése des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires myxobactériennes appartiennent majoritairement
aux classes des polyketides, polypeptides non ribosomiques et leurs hybrides (50%des
composés sont des hybrides) ainsi qu’a d’autres classes de terpenoides,

phénylpropanoides et alcaloides a moindre degré (Weissman et Muller., 2010).

La premiére structure chimique d'une myxobactérienne ['antibiotique
I'ambrucitine est devenue connu (Connor, D.T et al, 1977), celui du myxothiazole

formé par Mx. fulvus a suivi (Gerth, K et al, 1980).
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Figure 6 : Structures chimiques de certains metabolites secondaires bioactifs
des myxobactéries (Hofle, G. et Reichenbach, H., 1990).
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Durant la biosynthese, I'utilisation de simples blocs de construction tel que
les acides tricarboxyliques Coenzyme A et les acides aminés est indispensable pour
I’assemblage du métabolite. Chaque méga enzyme est composé de modules
fonctionnels qui se composent de domaines liés entres lesquels, ces derniers assurent
les étapes de I’activation et la sélection de monomeres, la liaison covalente de substrat,
I’¢longation de la chaine et la libération. Typiquement chaque module est responsable
a I’incorporation d’un bloc de construction dans la chaine croissante du produit, en effet
des modifications post synthétiques sont nécessaires pour I’activer (Wenzel et Muller.,

2007).
5.2 Applications :

L'opportunité la plus prometteuse pour la biotechnologie applications avec des

myxobactéries est dans la production de métabolites secondaires qui inhibent la

croissance d'autres organismes. (Oxford, 1947 ; Norén, 1953 ; Kato, 1955 ; Norén

and Raper, 1962).

Plusieurs des inhibiteurs myxobactériennes sont a I'étude pour une application
potentielle et une production a grande échelle. Le plus prometteur d'entre eux est
I'épothilone, qui est actuellement évalué dans le cadre d'essais cliniques humains de
phase trois en tant que médicament anti tumoral par trois sociétés pharmaceutiques
différentes (Gerth et al, 1996). Les isomeéres d'épothilone stabilisent les microtubules
polymérisés, entrainant un arrét mitotique et une cytotoxicité lors de la prolifération
(Bollag et al, 1995).

Les activités biologiques antibactériennes, antifongiques, antiviral, anti
malaria, cytotoxique et méme immunosuppressive et stimulatrice d’insuline des
métabolites myxobactériens, aussi bien que leurs structures chimiques et modes

d’action uniques sont a 1’origine de leur grand intérét pharmaceutique (Mohr., 2018).

D’autre part la synthése des acides gras polyinsaturés récemment observée
offre la possibilité de les utiliser pour le traitement de désordres cardiovasculaires,
cérébrale ou en domaine industriel comme complétement additionné au plusieurs types

des aliments et produits laitiers (Garcia., 2011).
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1. Prélevement et traitement des échantillons :
Quatre échantillons de sol Rhizosphérique du palmier dattier sont prélevés a
partir de différentes zones situés dans le Sahara algérien (Laghouat, Ghardaia, EI-Menia

et Tamanrasset) durant le mois de février et mars 2021. (Figure 7).
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Figure 7 : Carte géographique montrant les zones de prélevement des échantillons

(Google maps). A : Laghouat, B : Ghardaia, C : EI-Menia, D : Tamanrasset.

Selon la méthode de (Reichenbach et Dworkin 1992). Creuser les cing
premiers centimetres du sol a 1’aide d’une spatule stérile aprés les échantillons est

prélevés puis placés sur une feuille d’aluminium.

Les échantillons doit étre séché a I'air pour éliminer les forme végétatives des
microorganismes (Reichenbach et Dworkin., 1992). Aussi rapidement que possible
car si non I'échantillon pourrait moisi, créant des problémes plus tard pendant

I’isolement.
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2. Isolement des myxobactéries :
2.1. Isolement par la méthode de prédation :

De nombreuses bactéries et levures peuvent étre utilisées comme nourriture
organismes par les myxobactéries. Organismes alimentaires qui sont facilement
reconnaissables et peuvent étre facilement éliminés plus tard sont, bien entendu,
préférés. Les myxobactéries fonctionnent mieux si les microbes utilisés pour la
prédation sont vivants plutét que morts. Dans la premiére étude, une souche
d'Aerobacter a été utilisée comme I'organisme alimentaire (Singh, 1947).Ces sont donc
des prédateurs, pour I’isolement de ce dernier le milieu gélose a Léau « water agar » est

utilisé avec E. coli vivant comme seule source de C et N (Kathrin et al 2017).

Comme le pH est tres difficile a ajuster dans ce milieu complétement non

tamponné, addition de 1 ml de solution tampon.

Additionné a ce milieu apres stérilisation 1 ml d’une solution vitaminique et

du 1 ml cycloheximide (0.25g de cycloheximide par 5ml Méthanol).

Puis le E. coli vivant doivent étre ensemenceée sur les plaques de gélose a I’eau
a 1’aide d’un écouvillon en forme de croix, a la fin de ce croix un peu de matériel
d’échantillonne de sol seche est placé. Ainsi, nous gardons ces cultures a 30 ° C
(Krzemieniewska et Krzemieniewski, 1927b), pendant 10 a 15 jours. (Figure 8).




Matériel et Méthode

2.2. Isolement par la méthode de papier filtre :

Pour l'isolement des myxobactéries dégradant la cellulose, une gélose minérale
avec de la cellulose comme seule source de carbone est utilisée. Alors que NH4 * est
une excellente source d'azote pour, bien meilleurs résultats sont obtenus quand NO3 -
est utilisé dans le milieu d'isolement, comme dans Gélose ST21. (Shimkets, L. J et al,
2006).

Le milieu ST21 préparée a partir de deux solution A et B que autoclaves
séparément, le PH de chacun est ajusté a 7,2 avant la stérilisation. Puis combinée les
solutions A et B (2/3 solution A, 1/3 solution B) et ajoutée 1 ml de solution trace

d’élément.

La cellulose est appliquée sous la forme de papier filtre (Whatman 1 cm?)
stérile, qui est placé au-dessus de la surface de la gélose (Shimkets, L. J et al, 2006).
A raison de 3 & 4 morceaux par boite. Sur le papier filtre un peu d’échantillon de sol est

place.

Puisque les cultures doivent étre incubées plus longtemps (30 °C pendant 10 a
15 jours) avant la cellulose décomposeurs peut étre reconnue, inclusion de le

cycloheximide dans le milieu est essentielle (Shimkets, L. J et al, 2006).

Figure 9 : Isolement des myxobactéries par la méthode de papier filtre a partir du
sol.
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3. Purification des myxobactéries :

Dans le cas le plus simple, des cultures pures de myxobactéries peut étre
obtenu en une seule étape a partir du corps de fructification, qui contiennent
généralement une population de myxospores, au moins tant qu’elles sont jeunes.

(Shimkets, L. J et al, 2006).

Lors de premiéres étapes de purification en transférant soigneusement par une
seringue (de 1 ml qui peut étre stérilisée et flambée a chaque fois) le corps de
fructification de la boite d’isolement mise sous la loupe binoculaire, au milieu WA
avec E. coli mort (préparée en suspension autoclavée puis étalées en tapis a la surface

de milieu par un écouvillon).

Parfois, les organes de fructification transférés ne germer. Cela peut arriver,
par exemple, si les organes de fructification trouvés sur un granulé de fumier ont été
identifié comme une espéce bactériolytique et ont donc été transférés dans un frottis
bactérien, alors qu'en réalité les organes de fructification avait été produit par un
dégraisseur de cellulose (Shimkets, L. J et al, 2006).

Avec la téte pointue de seringue, le corps fructifié peut-étre pique délicatement
et placé dans la nouvelle boite. (Shimkets, L. J et al, 2006). Les étapes ultérieures
consistent au repiquage successif jusqu’a I’obtention des colonies pures, il est effectué
par la pipette pasteur en prélevant de I’inoculum de premicre purification et
I’ensemengant en striés dans le milieu VY/2 et I'incubée a 30 C° pendant 10jours.la

pureté de 1’isolat peut étre vérifiée au microscope,

Les frottis bactériens sont mieux inoculés a leur bord pour que le
développement essaim ait également une chance de se propager sur la surface de gélose
libre, ce qui donne parfois une meilleure séparation des contaminants (Shimkets, L. J
et al, 2006). Nouveaux transferts peut étre fabriqué a partir des sections les plus pures
de les essaims en développement, de préférence bord de I'essaim, jusqu'a I'obtention
d'essaims qui semblent suffisamment pur pour justifier un transfert vers un dernier

milieu CY et incubée toujours a 30 C° pendant 10 jours.
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4. Conservation :

Une méthode excellente pratiquée pour la conservation des myxobactéries est
conservées dans le milieu VY/2 a température ambiante ou a 30°C restent généralement
viables pendant environ 2 a 3 semaines. Stockage de telles cultures & 4°C entraine une
perte rapide de viabilité.

Les myxospores sur milieu gélosé peuvent induire avec succes la germination
des spores méme apres plusieurs années de stockage (Shimkets, L. J et al, 2006). Si
des organes de fructification sont produits, les cultures resté viables pendant beaucoup
plus longtemps.

Nous remplissons des quantités de 10 ml de milieu VY/2 dans ampoules en
verre stériles puis inclinée ces tubes jusqu'a gélifiée. Ensuite nous ensemencons les
souches myxobactériennes qui présent une activité anti microbiennes et incubés a
température 30°C pendant 7jours et transférant a température ambiante pendant
longtemps.

Figure 10 : Conservation des souches myxobactériennes dans le milieu VY.
5. Evaluation du pouvoir antimicrobien :

L’évaluation de I’activité antagoniste des isolats des myxobactéries basée sur
des tests qui réalésé sur milieu solide conter quel qu’une souche bactérienne et certaine

champignon.
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5.1. Les microorganismes utilisé pour déterminée I’activité des myxobactéries :

Pour évaluer I’activité antimicrobienne les extraits ont été testés contre trois
bactéries a gram positives (Staphylococcus aureus, Microcuccus luteus, Bacillus
cereus) et deux bactéries a gram négatives (Escherichia coli, Pseudomonas

auroginosa), ainsi que une seule levure (Candida albicans 1P444).
5.2. préparation de la suspension microbienne :

On préparée 1’inoculum par le milieu BHIB a partir des cultures jeune de 18
h de maniére que la charge microbienne soit 108 cellules / ml qui corresponde a une
absorbance entre 0,08 et 0,1 sur la longueur d’onde 620 nm du spectrophotométre. Dans
chaque suspension la charge des cellules est ajusté jusqu’a arriver a celle désiré. Ensuit
cette charge qui obtenir est ensemencée en tapis sur le milieu Muller-Hinton a 1’aide

d’un écouvillon.
5.3. L’activité d’antagoniste :

L’activité des isolats est effectué par la méthode des cylindres d’agar (Xie et

al. 2005 ; Kumar et al, 2012).

Dans cette méthode, les souches de myxobactéries sont ensemencées en stries
serrées a la surface de milieux gélosés (CY), coulés en boites de Pétri. Apres incubation
a 30°C pendant sept jours, pour chaque souche étudiée et sur le milieu de culture utilisé,
des cylindres d’agar de 6 mm de diamétre ont été prélevés a 1I’aide d’un emporte-piéce.
Les cylindres d’ Agar sont déposés a la surface du milieu Mueller Hinton préalablement

ensemencé par écouvillonnage avec les bactéries tests (souches de référence).

Les boites de Pétri portant les cylindres d’Agar sont placées a 4 °C pendant
deux heures pour permettre un pré diffusion des substances bioactives élaborées par les

souches contréles, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures (Gungi et al, 1983).

Les diameétres des zones d’inhibition sont mesurés apres les 24heures
d’incubation ensuite comparés afin de conclure si le diamétre des cylindres d’Agar a un

effet significatif ou non sur les résultats du test d’activité antibactérienne.
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1. Isolements et purification :

Le but principal de notre travail est I’isolement et la purification des
myxobactérie a partir des échantillons du sol prélevé de la rhizosphére du Sahara
Algérien. En effet, ces microorganismes sont connus par production des molécules

bioactives.

Quatre échantillons de sol rhizosphérique séché de palmier dattier collectés a
partir de quatre zones sahariennes de 1’ Algérie partageant le méme caractére d’un climat
aride, ont été utilisés pour ’isolement des myxobactéries par la méthode de proie
bactérienne (E coli vivante) et la méthode de papier filtre. Les résultats obtenus sont

présentés dans le Tableau 2.

Tableau 2 : les résultats d’isolement de myxobactéries a partir de différents
échantillons du sol, par I’utilisation de deux méthodes d’isolements : M1 : la méthode

de proie bactérienne, et M2 : la méthode de papier filtre.

Zone A B: C : El- D:

d’échantillon Laghouat Ghardaia Menia Tamanrasset

Méthode MI M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

d’isolement
2 0 5 4 2 il 5 4
Totale des 2 9 6 9
isolats

Un totale de 26 isolats de myxobactéries ont été obtenues a partir de différents

échantillons du sol.

Les résultats d’isolement de myxobactéries obtenu similaire avec les travaux
ultérieurs, en effet, Charousova et al (2017), qui pu isoler 45 souches de myxobactéries

a partir de 10 échantillons provenant de sols forestiers, agricoles et alpins de Slovaquie.
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D’une autre part, Wang et al, (2020) ont isolée 21 myxobactéries a partir de
sols forestiers acides de Dinghushan de pH 3,6 & 4,5 par l'utilisation de la méthode

standard de culture.

Zhang et al, (2012) ont isolées et identifiées un total de 58 souches de
myxobactéries a partir de 25 échantillons de sol collectes a partir des régions d'Akesu
au Xinjiang (la Chine).

La comparaison entre les deux méthodes d’isolement utilisés indique que la
méthode par prédation était plus efficace (14 isolats obtenus) par rapport a la deuxiéme
méthode par papier-filtre (12 isolats obtenus). Ces résultats indiquent que le sol du
désert algérien est trés riche en myxobactéries prédatrices par rapport aux
myxobactéries cellulolytique, en effet, ces derniers sont plus abondants dans les régions
caractérisées par leur richesse en sources nutritionnelles, comme les foréts. Alors que
les sols localisés dans les régions sahariennes, sont caractérisés par un épuisement des
sources nutritionnelles, donc les myxobactéries qui habitent dans ces régions utilisent

généralement la prédation pour se nourrir.

Cette méthode de prédation est parmi les techniques standards d’isolement

largement utilisées et décretes dans la littérature (Meliah et Lisdiyanti., 2018),

En effet les résultats de Charousova et al, (2017) indiquent qu’elle est plus
productive qu’a celle du papier filtre. Les microorganismes qui existent dans le sol

peuvent servir comme proies pour ces organismes prédatrices. (Shimkets et al. 2006).

Le sol est un habitat complexe et hétérogene sur de courte distance qui
comprend de nombreux especes et ou plusieurs formes de ressources nutritives
coexistent. Le choix de la zone déchantillonnage peut influer grandement sur
I'exactitude de l'analyse de sol. En général, il vaut mieux avoir plusieurs petits
échantillons de localités différentes d'un gros lot d'un endroit unique (H. Reichenbach

et M. Dworkin, observations non publiées).

Les régions de Ghardaia et Tamanrasset ont donné le rendement le plus
significatif avec des 9 isolats pour chaque région, suivis par la zone d’El-Menia qui
donne 6 isolats, tandis que le rendement le plus faible a été observé pour la région de

Laghouat qui donne 2 isolats seulement.
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La déférence de rendement de chaque zone est expliquée par la déférence de
caractéristique de sol en particulier le pH, ’humidité et la teneur en matiere organique
qui jouent un réle important dans la densité et la diversité des populations microbiennes
(Dawid., 2000).

L’utilisation du sol prélevé a partir de la rhizosphére de palmier dattier pour
I’isolement des myxobactéries semble efficace pour 1’obtention des myxobactéries. En
effet, Reichenbach et Dworkin, (1992) indique que les meilleurs rendements des
myxobactéries sont obtenus a partir d'échantillons rhizosphérique de plantes. Shimkets,
L. J., et al, (2006) approuvé que les échantillons prélevés entre les racines des plantes
et prés de la base des tiges, donnent les meilleurs rendements.

D'autre comparaison de nos résultats avec ceux de Zhao et al, (2013) montre
la productivité des sols rhizosphérique en général, et la rhizosphére racinaire des
palmiers dattiers en particulier. Dans lequel Zhao et al ont isolé 50 souches a partir de
22 échantillons de sol rhizosphérique collectés de jardin botanique en Chine.

L'un des problemes qui se posent lors de I'isolement des myxobatéries a partir
du sol est la contamination par les moisissures, c'est pourquoi Mohr et al, (2016) ont
utilisé 50 mg/L de cycloheximide comme antifongique pour freiner la croissance des

moisissures.

Ce qui retient notre attention, c'est que les résultats obtenus dans l'isolement et
la purification sont apparus précocement lors de I'ajout de la solution vitaminique dans
les milieux de culture, ce qui indique que ce type des myxobactéries exige un milieu

trés riche en nutriment.

2. Caractére morphologique :

2.1 Corps de fructification :

Un caractere des myxobactéries est leur capacité a former des organes de
fructification a été réalisé. Les fructifications ont été observées a la loupe binoculaire
(G x 20 ou G x 40) sur milieu WA et milieu ST21, et commencent a apparaitre des 10

a 15 jours d'incubation.

La taille des fructifications myxobactériennes varie entre 10 et 1000 pm ou

plus selon I'espéce. Beaucoup peuvent étre vus avec a I'eeil nu, les corps de fructification
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sont en générale brillamment coloré en jaune, orange, blanc, brun ou marron,

transparente et gris. (Figure 11).

Figurell : observation direct de corps de fructification myxobactériennes par loupe

binoculaire Gx20.

La répartition des fructifications sur I'essaim est généralement aléatoire. La
fructification se déroule dans I’essaim du centre vers la périphérie. La forme, la
structure et la couleur des organes de fructification sont spécifique a I'espéce en fait des
espéces myxobactériennes sont principalement définis par leurs organes de
fructification (Shimkets et al, 2006).
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Les résultats de couleur des corps de fructifications de déférentes souches
isolées représentées dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Nombre des couleurs du corps de fructification dans les isolats obtenus.

Couleur Blanche Orange | Transparente | Marron Gris Jaune

Les isolats 11 3 3 2 4 3

La couleur blanche est la plus courante dans les isolats, suivie de la couleur
transparente avec quatre isolats ; les couleurs Orange, gris et jaune avec le méme

nombre de 3 isolats, et enfin la couleur jaune a raison de 2 isolats.
2.2 Colonies des souches de myxobactéries :

On observe des colonies transparentes sur le milieu WA « avec E coli mort »
apres 4 jours d’incubation des corps de fructification dans ce milieu, le résultat dans la

figure suivante :

Figure 12 : Aspect des colonies myxobactérienne sur milieu WA.
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Sur des milieux pauvres en nutriments, comme le milieu VY et le milieu CY,
les colonies de myxobactéries étalé sur la surface de la gélose forment des d’essaims

« forme de swarminge » (Figurel3).

Figure 13 : Différentes formes d’essaims des mycobactéries du sol sur milieu VY.

2.3 Aspects microscopiques :

Les cellules végétatives des myxobactéries apparaissent a 1’aide de microscope
optique (Gx100). lls sont des batonnets qui est minces avec des extrémités effilées et
parfois épaisses en forme de cigare, de bateau ou d'aiguille avec des bouts arrondis
(Figure 14).
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Figurel4 : Observation microscopique a I'état frais des cellules végétatives des isolats

myxobactériennes par la coloration du bleu de méthyléne.
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3. Activité antimicrobienne des myxobactéries :

Les résultats de I'activité antimicrobienne des isolats myxobactériennes contre

les déférents microorganismes testes sont présentées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : L’activité antimicrobienne des isolats de myxobactéries obtenus.

Souches testées

Souches a
Isolées
E5M2Cb  SSV
ASV
ElgiM1Cj =SSV
ASV
E5M1Cj  SSV
ASV
E5M2Cj  SSV
ASV
ESM1Cb  SSV
ASV
E2M2Co  SSV
ASV
E3M2Cb  SSV
ASV
E4MICb  SSV
ASV

Le diamétre de la zone d’inhibition en Millimétre

Candidat

albicans

8.35

11.61

14.16

13.77

12.86

13.72

14.54

14.02

31.65

35.24

7.96

8.36

6

6

8.00

9.65

Bacillus

Cereus

9.87

10.04

8.08

8.20

7.09

7.90

9.05

8.10

6

6

6

6

9.30

10.05

——
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S

aureus

10.30

10.37

15.35

19.12

6.84

7.25

8.86

9.70

8.12

7.81

7.30

8.16

7.39

7.91

8.60

9.65

E coli

6.50

6.30

7.24

9.38

10.28

8.13

9.18

6.20

7.93

13.20

14.25

Micrococcus

luteus

6.44

7.45

8.25

9.60

9.69

8.77

7.40

8.30

6.20

7.00

P

auroginosa

8.09

8.50

7.32
7.46
30.82
35.07
14.23
17.66
7.82
10.27
31.59
32.03

6
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E1IM1Cm

E5SM1Ct

E4M2Cg

E2M2Cb

E1M2Cg

E2M1Cb

E4M2Cb

E3M1Cb

E5M2Co

E3M1Cb

E6M2Co

E4M2Cg

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

SSV

ASV

8.50

9.34

7.40

9.13

10.88

11.86

7.28

9.67

10.26

11.45

7.96

8.75

10.22

7.01

9.17

8.27

12.18

7.62

8.00

8.42

10.68

——

31

6 6 6 9.67
6 6 6 10.20
10.09 6 6.70 6
11.30 6 7.60 6
6 7.00 6 6
6 9.00 6 6
6.74  12.86 7.30 6
736  16.19 8.40 7.96
6 10.48 9.30 10.50
6 11.25 11.00 12.56
6 10.01 9.50 7.88
6 11.20 12.33 9.42
9.22 6 20.83 22.96
10.55 6 22.80 27.00
9.46 6 19.56 21.28
10.14 6 22.33 25.83
6 6 22.11 22.72
6 6 23.25 24.00
6 6 19.36 17.53
6 6 20.00 18.60
10.12 6 22.49 10.12
12.55 6 23.01 11.86
6 6 19.61 11.34
6 6 22.65 14.86
)
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E3MICb  SSV 6 6 6 18.95 10.16
ASV 6 6 6 20.70 12.33
E5SM1Ct SSV 6 6 6 17.13 10.53
ASV 6 6 6 18.50 12.66
E4M1Cg  SSV 6 6 6 20.68 12.50
ASV 8.30 6 9.40 22.81 16.31
E2M2Cb  SSV 6 8.50 9.17 21.00 18.56
ASV 6 9.66 10.32 23.32 21.42
Elg2m1Ct  SSV 6 6 6 19.00 17.20
ASV 6 6 6 21.62 19.43
E5M1Ct SSV 6 6 6 18.77 13.89
ASV 6 6 6 20.79 15.02
8 9 6 16 18

Totale d’activité

(SSV : Sans Solution Vitaminique, ASV : avec Solution Vitaminique).

A travers le tableau on remarque les isolats les plus actifs sont : ESM1CJ/
E5M2CJ /ESM1Cb /EAM1Cb /E1IM2Cg /E2M1Cb /EAM2Cb /E3M1Cb /EEM2CO /
E4M1Cg /E2M2Cb. Surtout la souche qui est I’isolat la plus active ESM1Cb.

Les isolats moyennement actifs sont : E5M2Cb/ E2M2CO/ E3M2Cb/
ESM1Ct/ E4AM2Cg/ E2M2Cb/ E3M1Cb/ E4M2Cg / E3M1Cb/ ESM1Ct/ Elg2M1Ct /
ESM1Ct.

Les isolats les moins actifs sont : ElgM1CJ/EIM1Cm/E5M2CO.

Tous les isolats obtenus possedent une activité contre au moins l'une des
souches de référence utilisees, ainsi que le diamétre de la zone d’inhibition en présence

de la solution vitaminique dans le milieu de production donne une valeur significative
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par rapport a l'autre valeur (en absence de la solution vitaminique), est ce que montre
la figure suivante :

Figure 15 : Observation macroscopique de la zone d'inhibition des myxobactéries
examineées par les souches de référence (A.B : milieu de production SSV, C.D : milieu
de production ASV).

Le résultat de I’activité antimicrobienne montrent dans le tableau 4 est résumé

dans la Figure 16.

Totale d’activité

20

15
10
1 1 1 5
0

Calbicans B cereus S aureus E coli M luteus p auroginosa

Nombre des isolats actives

Souches de référence

Figure 16 : Histogramme représentant 1’efficacité des isolats en fonction des souches

de référence.
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A travers les résultats de la figure 16 on remarque que le pourcentage des
isolats actives contre les bactéries a Gram positif est 19.87%, d’autre part les isolats
actives contre les bactéries a Gram négatif est 15.38%, alors que le pourcentage des qui

a montré une activité antifongique est 5.12%.

La plus part des isolats posséde une activité contre les bactéries a Gram positif
par rapport aux bactéries & Gram négative, cela due a la présence d’une paroi riche en
Lipopolysaccharides chez les bactéries a Gram négatifs qui le protégent contre les

molécules bioactives secrétées par les myxobactéries (Kagan, J. C. 2017).

Ces résultats indique que les isolats qui inhibé la croissance des autres

microorganismes sont I'un de bonne producteur des métabolites secondaires bioactives.
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Conclusion

L’évolution constante de la résistance bactérienne aux antibiotique est rapide
de plus en plus, ce qui provoque des insuffisances de la thérapeutique antibactérienne
ou des échecs thérapeutique .il devient alors crucial de chercher de nouveaux composes
bioactifs d’origine naturelle afin de stimuler continuellement la découverte et le

développement des nouveaux médicaments.

Les myxobactéries appartiennent aux groupes les plus intéressants de
producteurs des substances naturelles. Ces derniéres conduisent freguemment a de
nouveaux métabolites secondaires, qui montrer la bio activité. En raison du besoin
urgent particulier de nouveaux antibiotiques, en particulier des groupes non décrits des

myxobactéries sont au centre de nos activités d’isolement.

Les environnements inexplorés des zones tropicales et subtropicales tel que le
désert algérien peuvent contenir des souches myxobactériennes rares et nouvelles .c’est
pour cela le but principal de ce travail est I’isolement des souches de myxobactéries et

la mise en évidence de leur pouvoir antimicrobienne.

L’isolement et la purification des myxobactéries a partir de sol Sahara
algérien donnée une totale de 26 isolats, en effet 9 isolats a été isolé a partir de la zone
de Tamanrasset et Ghardaia, tandis que la zone de EI-Menia a été donnée 6 isolats, par
contre l'isolement de la zone de Laghouat est presque inexistant (2 isolats). Ce ¢a peut
étre expliqué par déférence caractéristique du sol "le PH, ’humidité et la teneur en
matiere organique qui jouent un role important dans I’existence et la densité des

populations microbiennes ".

On remarque aussi que le meilleur rendement des isolats sont obtenus par la
méthode de prédation environ 14 souches, tandis que la 2éme méthode de papier filtre

donnée 12 souches.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur cinq souches bactériennes et
une souche fongique, les résultats de 1’activité obtenus montre un pourcentage

d’inhibition varient d’une souche a 1’autre.
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Conclusion

Les 26 souches qui sont isolées montrées de différentes niveaux de 1’activité
antimicrobienne sur six organismes d’essais .ces résultats indique que se souches qui
sont capable d’inhibées la croissance des autre microorganismes considérées comme
bonne producteur des metabolites secondaire bioactive qui on peut exploitée dans le

domaine de la biotechnologie.

Des antibiotiques et des composés bioactifs sont isolées a partir des
microorganismes dans différents environnements (charousova et al, 2017 ; Devi et al,
2017). De plus, les résultats de cette étude confirment que les myxobacteéries, sont

¢galement dotées d’un pouvoir antagoniste intéressant.

Actuellement les myxobactéries présente un grand intérét, en raison de la

demande insistance pour de nouvelles substances bioactive.

En fin, cette expérience ouvrir de nouvelles perspectives pour des recherches
ultérieurement qui auront certainement la chance de creuser plus profondément cette
problématique qui s’avéré de plus en plus présente dans un monde ou’ la technologie

devient son maitre et port le dernier mot.
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Les annexes

Composition des solutions et milieux de culture utilisés

Milieux solides

Water agar (WA):

e CaClx2H; O 1.5g.
o MgSosx7H.0 1.5¢.
e Agar 18g.
e Solution tampon iml.
e Solution vitaminique Iml.
e Eaudistillée 1000ml.
o PH=7.2

Solution vitaminique

e Biotine 0.01g.
e Nicotinsaure 0.1g.
e Thiamine 0.05g.
e 4-Aminobenzoesédure 0.05g.
e Pantothenat 0.025¢.
e Pyridoxamin 0.25g.
e Cyanocobalamin 0.1g.

La solution vitaminée est stérilisée par filtration et conserve a 4° C.

ST21:

Solution A :
e K2HPO4 0.1g.
e Extrait de levure 0.002g.
e Agar 10g.

Compléter dans environ les deux tiers du volume d’eau dans I’eau distillée.
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Solution B:
e KNO3 1g.
e MgSO4x7H20 1g.
e CaCl2x2H20 1g.
e FeClI3 0.29.
e MnSO4x7H20 0.1g.

Compléter dans le volume d’eau restant. Autoclaver séparément .combiner les

solutions A et B et ajouter 1ml de solution d’oligo-éléments par litre de milieu.

VY/2-agar :
e Extrait de levure 5ml (2.5g/5ml.
e CaCl2x2H20 0.5g.
e Solution vitaminique 0.5ml.
e solution tampon 1ml.
e Agar 89.
e Eaudistillé 500ml.

Stériliser la vitamine B12 séparément par filtration. Préparer et stocker les cellules
de levure sous forme de stock autoclavée suspension (2.5g de levure de boulangerie /Sml
d’eau distillée .ajuster le PH a 6.5 et Autoclaver).Régler PH du milieu a7.2avec KOH
avant.et aprés autoclavage et refroidissement a 50°C (utiliser du papier indicateur de PH).

CY-agar :
e Farine de soja 20.
e Glucose 1g.
e Amidon 29.
e Extrait de levure 1g.
e MgSO4 - 7TH20 0.5g.
e CaCl2-2H20 0.5g.

e FeEDTA 1g.
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e FEau distillé

e PH7.2

Trace éliment :

e FeSO4x7H20 0.1g.
e MnCI2 x4 H20 0.1g.
e ZNSO4 x7H20 0.1g.
e FEau distillée 100ml.
Milieux liguides
Bouillon Miller Hinton :
e Agar 179.
e Miller Hinton Broth 21g.
e FEau distillée 1000ml.

e PH=74

Bouillon Braine Heart infusion (BHIB) :

Protéose peptone
Infution cerveau de veau
Infution cerveau de beeuf
Chlorure de sodium
Phosphate disodique
Glucose

Eau distillée

PH=7.2.

10g.
12.5¢.

50.

5g.

2.50.

29.

1000ml.

500ml.



