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Résumé

On a choisi trois différentes régions de la willaya de Mostaganem pour obtenir trois
échantillons de sol marin. Les prélevements du sol sont suivis par des isolement sélectifs des
actinomycetes 20 ont été isolé, qui ont subis un traitement physique (par la chaleur), et

traitement chimique (par I'ajout de CaCo3).

Cette étude, a montré selon I'observation microscopique qu'il s'agit d'une bactérie aérobie
filamenteuse, a Gram positif, a croissance lente.en plus on a fait multiples expériences
physiologique et biochimiques qui nous ont permis de conclure que les Actinomycetes sont
capables de dégrader différents substrats (amidon, caséine....). Les inocula des différents
isolats ont été utilisés dans la production de deux métabolites (I'huile, antibiotique). Suivie
d’une évaluation de I'activité antibactérienne des extraits (ATB, huiles) vis-a-vis eux souches
pathogenes ( E.coli, S.aurus, Pseudoaeruginosa, Bacillussubtilis, Candida albicans). Les
résultats de I'antibiogramme confirment une activité antibactérienne contre les cing germes

pathogenes.

Mots clés : actinomycetes, , sol Marin, substance antimicrobienne, pathogénes.



Abstract

Three different regions of the town of Mostaganem were chosen to obtain three samples of
marine soil. The soil samples were followed by selective isolation of the 20 actinomycetes
isolated, which underwent a physical treatment (by heat), and chemical treatment (by adding
CaCo3).

This study, showed according to the microscopic observation that it is about a filamentous
aerobic bacterium, to Gram positive, to slow growth.In addition we made multiple
physiological and biochemical experiments that allowed us to conclude that the
Actinomycetes are able to degrade different substrates (starch, casein....). The inocula of
different isolates were used in the production of two metabolites (oil, antibiotic). Followed by
an evaluation of the antibacterial activity of the extracts (TBA, oil) against them pathogenic
strains (E.coli, S.aurus, Pseudoaeruginosa, Bacillussubtilis, Candida albicans). The results of

the antibiogram confirm an antibacterial activity against the five pathogenic germs.

Key words: actinomycetes, , marine soil, antimicrobial substance, pathogens.
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Introduction
Les microorganismes sont presque propagés dans tous les milieux (sur 1’eau, I’air et le sol) et
occupe une place prépondérante dans notre vie, donc ils ont marqué un réle crucial dans

multiples domaines surtout la biotechnologie (Smaoui 2010).

Parmi ces microorganismes, on mentionne les actinomycetes qui sont considérés autant
qu’une principale source des molécules bioactives (Sanglier et al., 1996 et Sudo et al.,1945

; Takahashi et Omura,2003et Kitauni et al .,2005). lIs ont la capacité de produit d’environ70
% des antibiotiques (Bérdy, 2005)

Les actinomycetes ont un impact antimicrobien plus fort envers les bactéries pathogeénes et les
mycetes (Okami et Hotta, 1988).

De nos jours, I’apparition de bactéries résistantes a orienté les chercheurs vers le triage des
nouvelles souches « actinomyceétes marins » productrice des antibiotiques. (Manivasagan, et
al ,2014 ; Blunt et al, 2016).

Les principaux antibiotiques sécrétés par ces microorganismes sont : la streptomycine, la

néomycine, les tétracyclines et le chloramphénicol

Egalement, la présence de ces microorganismes dans le sol est primordiale en raison de leur
performance dans la dégradation des substances organiques non biodégradables par les
champignons surtout le genre Streptomyces qui représente environ 70 a 90 % des
actinomycetes (Alliouch 2014 et Crawford 1993). Leur profusion dans le sol est affectée par

différents facteurs tels que : pH, température, salinité.

Afin d’aboutir cet objectif, le travail doit suivre de trois parties essentielles :

1. Une synthese bibliographique qui inclut les généralités des actinomycétes et leurs
activitésantimicrobiennes.

2. Une partie expérimentale qui regroupe 1’ensemble des techniques et la description des
meéthodes effectuees.

3. Les résultats et discussions lesquels sont présentés en quatre parties :

o L’isolement des souches d’actinomyceétes a partir d’échantillons de sols marins
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Provenant de trois régions différentes de la wilaya de Mostaganem : sidi Mejdoub, Sablette et

sidi Mansour.

o La mise en évidence de I’activité antibactérienne d’isolats sélectionnés vis-a-vis de
bactéries pathogénes.
o Identification des isolats sélectionnés par 1’étude des caractéres morphologiques,

physico-chimique.

o Sélection des souches productrices d’antibactériens et la mise en évidence de cette
activite.

o Production et extraction des antibiotiques sécrétées par les actinomycetes.

o Enfin, le manuscrit se termine par une conclusion qui permettra de tirer quelques

perspectivesde prolongement a ce travail.
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I -Généralité sur les Actinomycetes

1-  Historique:
L’histoire des actinomycétes probablement passé en 4 Périodes :

La premiere période (1877 et 1899) Pourrait étre nommé (la médicale) Parce que I’intérét de ces
organismes étaient di presque exclusivement aux propriétés pathogénes qu’on leur attribuer
(Baldacci, 1962).

La deuxieme periode (1900-1940) (Mariat et Sebald) couvre la découverte des conditions
saprophytique d’habitat des actinomycetes et les premicres tentatives faites pour Distinguer 2
groupes : les pathogeénes et les saprophytes

La troisieme période Débute avec la découverte des antibiotiques produit Par les actinomycétes
en 1940. En 1944 la streptomycine produit par Streptomyces griseus (le minor, 1989 ; Sanglier
et Trujillo, 1997).

La derniére période (1940-1970) commence a I'époque ou I'on découvrit que des antibiotiques
identiques pouvaient étre produit Par des actinomycetes qui différent aussi bien par leur

culture que par leur morphologie.
2-  Définition
L’étymologie du mot actinomycétes est le mot grec {aktis ) Qui signifie Champignons

{champignons a rayons) ou bien {Champignons rayonnants) . (Lamari, 2006)

Ils ont été découverts pour la premiere fois en 1879 dans I’eau. Cela vers 1898 les premiers
actinomycetes thermophiles ont été considérés comme étant un groupe intermédiaire entre
bactéries et champignons (Isabelle H, 1999). De nos jours ils sont réputés Comme des
organismes procaryotes. Malgré la ressemblance présentée par ses microorganismes avec les
bacteries et les champignons (Andriambololna, 2010). Les actinomycétes ont un autre nom qui
est des actinobactérie (Perry et al ; 2004), la croissance de ces derniers lui donne une

morphologie complexe.

Ils sont composés d'hyphes Autrement dit Des filaments qui irradient par croissance centrifuge
tout autour du centre de développement (Gottleub, 1973 ; Lechevalier ,1981 ; Eunice et
Prosser, 1983).

Les actinomycétes sont des bactéries de coloration Gram positifs, qui a un coefficient de

Chargaff (GC%) généralement entre 60 -70 % (Larpent, 1989), Ces derniers ce sont des
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bactéries saprophytes formants des filaments ramifiés, minces et septées. La quasi-totalité des
espéces sont stables, hétérotrophes qui exigent des composés organiques (I'amidon de mais, le
glucose, le fructose, le saccharose et la mélasse qui sont rapidement assimilés) comme source
de carbone et d'énergie, mais il existe des espéces qui sont capables de la croissance chimio-
trophique (Ensign et al., 1993) et aérobie formant des mycéliums, Egalement leur paroi

cellulaire ne contient pas ni la chitine ni la cellulose.

Généralement, la plupart des actinobactéries sont des hétérotrophes et exigent des composés
organiques (l'amidon de mais, le glucose, le fructose, le saccharose et la mélasse qui sont
rapidement assimilés) comme source de carbone et d'énergie, mais il existe des especes qui
sont capables de croissance chimio-trophique (Ensign et al., 1993). Les actinomycetes sont
fondamentalement telluriques, qu’on les trouve dans différents écosystemes naturel (Patil et al.,
2011) spécialement les actinobactéries marin sont métaboliqguement actif, qui est centralisé
dans 2 différentes zones : le littorale et la zone de sédiments de fonds marins, ces
Microorganismessont caractérisés par une densité dans les mers qui ne sont pas plus profonds
(Weyland.,1969).

3- Critéres actuels d’identifications

La systématique des actinomyceétes est basée sur différents critéres:

Morphologiques, physiologiques, chimiques et génétique
Morphologique

D’aprés Prescott et al. (1997), les actinomyceétes ont un aspect morphologie équivalent aux
mycetes. Il se caractérise par des qualités culturales et micromprphologiques. (shirling et
Gotleib., 1996)

A) Caractéres macromorphologiques :

La présence ou I’absence de mycélium aérien (MA).

- La production ou non de pigments de melanoides

- La production et la couleur des pigments diffusibles.

- La couleur de (MA) et de mycélium du substrat (MS), dans le cas des
Streptomyces, les especes peuvent produire :

- Un MS de couleurs caracteristique couleur vive ou foncée, rouge, orange....

Ces couleurs autorisent la classification des espéces
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- Un MS de couleur non caracteéristiques : soit non coloré, soit coloré de maniéré.
- claire, beige, jaune orangé clair... ces couleurs peuvent se modifier selon les

souches d’une mémeespece.

Figure 01 : Vue au microscope électronique a balayage des types mycelium des
actinomycetes. (Gottlieb, 1973).

(A) Mycélium du genre Nocardia fragmenté,
(B) Mycélium du genre Streptomyces en sporulation.
B) Caractéres macromorphologiques

Les critéres micro morphologique prépondérants selon Boudjalal (2012) sont :

-La fragmentation on non du MS : le MS peur se fragmenter avec une intensité plus ou moins
grandecoccoide et batonnets.
o Formation de spores sur le MA et /ou sur le MS, leur forme, leur taille et leur

agencement

: isolées, par deux, par quatre ou en chaines.
o Présence de sporanges sur le MA ou sur le MS, a forme et la taille des sporanges

ainsique la ainsi que la si que la longueur des sporangiophores.

o Présence de spores mobiles ou non mobiles.
o la formation d’endospores (Thermoactinomyce) ou des structures spéciales telles que
lessynnemata (actinosynnema)...ect

o Formation de structures particuliéres : faux sporanges, etc.

5
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Figure 02 : les principaux genres d’actinomycéte (Sabaou, 1988).

Physiologiques

o Le pH : la majorité des actinomycetes sont des bactéries neutrophiles, Leur
accroissement est optimale a un pH compris entre 7 et 8. D’aprés (McKinney 2004), ils
peuvent tolérer un pH acide inférieurs a 4.

o La température : les actinomycétes se sont des espéces mésophiles dont la
température estime entre 25 et 30 C° (Holt et al., (1994). cependant il existe des espéces
thermophiles d’unecd température de 60°C comme Streptomyces thermocoprophilus (Kim et
al., 2000 ; Rangaswami et al., 2004).

L’oxygene : les actinomycétes peuvent étre divisés en deux types par rapport a leur genre
respiratoire :

-Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la Nature
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en particulier sur le sol (Avril et al., 1992).
e Les formes fermentatives, représentées par le genre types actinomyces, ils sont

commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et des animaux supérieurs.

Tolérance en Na Cl : ils sont divisés en deux groupes.
Les halophiles : Les faiblement halophiles, la concentration varie de 1-6 %, pour les

bactéries extrémes halophiles les taux peuvent atteindre jusqu’aux 15 a 30 %.

Les halotolérants : On distingue, les légerement tolérants de 6 a 8 % de Na CI ; les
modérément tolérants de 18 a 20 %; et les extrémement tolérants se développe de 0 %jusqu'a

saturation en Na CI. Cette tolérance n’est pas obligatoire pour leurs Croissances.

Activitt  de  Deau: L’activité d’eau optimale pour leur croissance et

leur développement est d’environ 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005).

Matiére organique : le taux des actinomycetes est liée positivement avec le taux de la
matiere organique .Cela a été ramené par différents auteurs tel que (Henis en 1986 et Lee et
hwangen2002) .

Moléculaire
Ces dernieres anneées, la biologie moléculaire s’est exigée en tant qu’un élément nécessaire

pour I’identification des actinomycétes. Les principales analyses

moléculaires utilisées pour la détermination des espéces sont I’hybridation ADN-
ADN (Wayne et al., 1987),le séquengage de I’ADN ribosomique 16S par la méthode de
(Stackebrandt et., al1997) et le pourcentage GC % qui donne une indication  sur la
famille. Ces criteres ont permis de tracer toute la phylogénie des actinobactéries.
4- Classification

Les actinomycetes forment un grand groupe de microorganismes procaryotes et sont rattachés

aI’Ordre des Actinomycétales crée par Buchanan en 1917.

Selon le Bergey’smanual, (2012), les actinomycetes sont classés dans le domaine
Bactériaetphylum des Actinobacteria qui est subdivisé en 06 classes dont celle de

Actinobacteria.
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Tableau 01 : Classification des actinomycétes selon le “Bergey’s Manual de Systematique

Bactériologique, (2012).

Domaine Bactéria

Phylum |Actinobacteria

Classe  NitriliruptorialAcidimicrobiia |Actinobacteria Rubrobacteria [Coriobacteria|Thermol
eophilia

Ordre  -Actinomycetales

-Streptomycetalesplus les 13 Ordres

Famille |Actinomycetaceae Streptomycetaceae

Genre |Actinomyces plus les 6 autres genres Streptomyces

plus les 2 autres genres

5-Ecologie des actinomycetes et leur distribution dans le milieu marin

Les actinomycetes sont retrouvés presque partout dans la nature La grande majorité est
d’origine tellurique 10 a 20 % ou parfois plus (Dommergues and Mangenot, 1970 ;Ishizawa
and Araragi, 1976). Elles sont généralement saprophytes (genre Frankia), ces microorganismes
peuvent vivre a I'état libre ou en association, les associations établies sont ; la symbiose avec
les plantes non légumineuses comme le genre Frankia (fixation de I'azote atmosphérique) ou
I'endophytisme (Bradbury, 1986 ; Benson et Silvester, 1993 ; Doumbou et al., 1998 ;
Salomon et al.,2004 Verma et al., 2009). Elles sont capables de se propager dans différent
biotopes (air, composts, eau, fourrages, fumiers, grains, canne a sucre, etc.), On en trouve ainsi
dans ’extréme nord, I’arctique, les tropiques, les plus hauts sommets des montagnes et les

déserts (Lacey, 1973).
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Tableau 6 : Répartition des actinobactéries dans la nature (Goodfellow and Williams,

1983).
Genre Habitats
Actionomadure Sol
Actinoplanes Sol, eau, litiere
_ Nodule de racines des non

Frankia o

legumineuses
Microbispora Sol
) Sol, eau, sédiments, les solg
Micromonospora )

humides
Nocardia Sol, eau
Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiére
Accharomonospora Matiére en décomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere
Streptosporanguim Sol

Matiere en décomposition et
Thermomonospora )

fermentation
Nocardiaamarae Les boues activées

Les actinobactéries ont également été isolées a partir de nombreux environnements aquatiques

> Eau douce (Kitouni et al., 2005);
> Eau issue de marécages salés (Al-Zarban et al., 2002).
> Eau de mer et de sédiments marins (Bull and Stach, 2007 ;Ghanem et al.,

2000;Jensenet al., 1991;Ward and Bora, 2006).
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Certaines souches d’actinomycétes ont éte retrouvées dans des environnements marins (Singh
et al., 2006 &Imada et al., 2007), dans des sediments situés a plus de 4000 m de profondeur
(Khattabi et al., 2002) , méme a partir de 1’eau douce(kitouni et al .,2005). D’autre souche
dans les fond fluviauxou lacustres et méme a partir d’eau issue de marécage salés et les lacs

extrémement alcalins (Al- Zarban et al ., 2002 ; Boughachiche et al., 2005).

6- L’importance des actinomycetes marins

Dans I’environnement et agriculture

Les actinomycetes sont des micro-organismes qui sont partout dans le monde marin, et jouent
un role écologique essentiel dans le recyclage et la décomposition des composés organique

(weyland 1969), méme des polymeéres complexe (chitine, polysaccharide..) et d’autre substrat

IIs ont un rdle crucial dans la minéralisation de la matiere organique, 1I’immobilisation
d'éléments nutritifs minéraux, la fixation d'azote, la solubilisation du phosphate et dans
amélioration des paramétres physiques, la protection de I’environnement (Goodfellow and
Williams 1983).

Dans la biotechnologie

Les actinomyceétes sont bien réputés pour leur production de métabolite primaire et secondaire
qui a des applications essentielles dans divers domaines. Ils sont également une source
promoteurs de large gamme d’enzymes importantes, qui sont produites a 1’échelle industrielle
(laccase, tyrosine...). Une grande partie des antibiotiques provient des actinobactéries .ils
produisent des inhibiteurs enzymatiques utiles pour le traitement de cancer qui améliore la
réponse immunitaire .Selon (Oskayetet al.2004). Les actinomycetes produisent d’autres
métabolites secondaire dotés d’une large gamme d’activités telle que les vitamines (vitamines
C, E, et A) (Dekkers et al ., 1996Kaczmarskiet al., 1999), les herbicides, les pesticides, les
antibiotiques (Pyridinium) (Dasarietal. 2012).

En effet ces microorganismes sont également importants dans le domaine de la biotechnologie
vegétal (PGPR).

10
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Figure 04 : Applications biotechnologiques des actinomycétes (Anandan, 2016).
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I1- Les antibiotiques

L’antibiotique est 1’une des activités biologiques d’actinomycetes la plus importante

1- Définition

Etymologiquement, le mot antibiotique a été dérivé des mots grec anti :(contre), et bios :(la vie).
Au sens strict, un antibiotique a est une substance naturelle produite par un micro-organisme
dont I’action est de limiter la croissance (action bactériostatique) ou de tuer (bactéricide). En
principe, les antibiotiques sont des médicaments de chimiothérapie antibactérienne utilisables
par voie générale et produits par des micro-organismes (champignons ou bactéries) (Hiller-
Buys, 2005).

2- Meétabolisme des actinomycetes
Le métabolisme des actinomyceétes est résumé dans le (tableau 3).

Tableau 3 : principales différences entres les métabolismes primaires et secondaires chez les

eucaryotes. (Delaunay et al., 2003).

Meétabolite primaire Meétabolite secondaire

Synthese pendant la trophophase (phase [Synthese  lors de [I’idiophase
de croissance cellulaire) (phase deralentissement et

stationnaire)

Présent tout du long du cycle cellulaire Apparition a un moment du cycle
cellulaire

Nécessaire a 1 croissance Inutile pour la croissance

Réle physiologique connu Réle physiologique mal connu

(turn-over) éleve (turn-over) pratiqguement nul

Produit dans les conditions de culture [Produit dans les conditions de culture bien

Diverses définies

Ubiquitaire Spécifique

Enzyme a spécifié étroite Enzyme a spécifié large

Voies de synthese simple et courte Synthése longue et complexe
Synthése d’un produit bien défini Synthése d’un mélange de produit
Structure chimique généralement simple Structure chimique souvent complexe
Concentration élevée Concentration faible

12



Chapitre |  Généralité sur les actinomycétes et leurs agents antimicrobiens

3-L’origine des antibiotiques

L’origine de ces molécules peut étre naturelle, semi-synthétique ou synthétique. Ainsi, depuis le
début des années quatre-vingt-dix, plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre afin de
découvriret de mettre sur le marché de nouveaux antibiotiques, aussi bien pour la médecine
humaine et vétérinaire que pour 1’agriculture (Donadio, 2002). Sachant que le milieu naturelle
est al’origined’environ 70% des médicaments et des anti-infectieux actuels (Newman, 2003),
les antibiotiques naturels sont produits en majorité par les micro-organismes qui ont été la
source de nombreuses molécules utilisées en thérapeutiqgue humaine (pénicilline,
érythromycine, vancomycine, streptomycine, amphotéricine, etc.) (Mc-Manus, 2002)..Parmi
ces micro-organismes, les Actinomycetes, sont les grands producteurs de substances

antimicrobiennes.

Actinomycetes : ils sont a I’origine de 70% des antibiotiques et 60% pour la seule espéce
de Streptomyces. (Mc-Manus, 2002).

3-  Classification des antibiotiques

La diversité et la complexité des antibiotiques nécessitent la classification selon plusieurs

critéres (leur structure chimique et leur mode d’action sur les bactéries) :

4-1. Structure chimique

Selon la structure chimique assez proche des antibiotiques, prés de 7000 de ces molécules ont

été classées dans 9 familles et dans de nombreuse sous familles (Boudjelal, 2012).

13
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Tableau4 Classification des antibiotiques selon leur structure chimique.

(Boudjelal, 2012).

Familles

Sous familles

Exemples

Antibiotiques

contenantdes glucides

-Glucides purs
-Amin glycosides

-Glycopeptides

-Streptomycine, Gentamycine,
Katamycine
-Nojirimycine

-Vancomycine,Ristoceétine

Lactones macrocycliques

-Macrollies

-Polyénes

-Macorlactames

-Erythromycine,Spiramycine
-Nystatine, Amphotéricine
-Maytansine

Quinones et

antibiotiquesapparentés

-Composés  polycycliques
linéairement accolés

-Anthraquinones

-Naphtoquinones

-Benzoquinones

-Tétracyclines
-Anthracyclines

-Rubomycine

-Mitomycines,Saframycine

Acides
peptides

aminés et

-Dérives d’acides aminés
-Homopeptides

-Depsipeptides

-Péniciline,Cucosérine

-Bacitracine

-Valinomycine

-Lipopeptides -Polymyxines
Antibiotiques -Hétérocycle non accolés -Mildiomicine
hétérocycliqus contenant | -Hétérocycles condensés -Phénazines
I’azote
Antibiotiques -Dérives du furane -Monensine

hétérocycliquscontenant

I’oxygéne

-Polyéthers

Antibiotiques

aromatiques

-Composés benzéniques

-Composésaromatiques

condensés,et autre dérivés

-Chloramphénicol

-Griséofulvine

-Novobiocine

14
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Antibiotiquesalcycliques

-Dérivés du cyclo-alcane

-Terapéne

-ligoterpénes

-Cycloheximide

-Acide marasmique

-Acide fusidique

Antibiotiques

aliphatiques

-Dérivés d’alcanes

-Dérivés des acides

carboxyliquesalphatiques

-Elaiomycine

-Cérulénine

-Fosfomycine

-Composés contenan

4-2 Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques ont divers modes d’action pour inhiber ou controler la croissance de micro-
organismes, comme [D’inhibition de la formation de la paroi cellulaire (pénicillines,
céphalosporines, novobiocines), les protéines (tétracyclines, aminosides) la synthése de la
membrane cytoplasmique (poly myxines, tyrothricine) (Cloutier, 1995).(Figure04).(Davies et
Mazel,1997).

Inhibition de la
synthése des ARN

Inhibition de la
synthése de la paroi
.
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Figure 05 : principales cibles et mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques produits par les actinomycétes manifestent des activités biologiques de

nature principalement antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antivirale ou
antiparasitaire (Leveau etBouix, 1993 ; Oskay et al., 2004 ; Gebreselema, 2003). Les
antibiotiques présentent un intérét significatif dans le domaine de la santé humaine, animalede

I’élevage et de 1’agriculture (Leveau et Bouix, 1993).

Les antibiotiques sont synthétisés a la fin de la phase exponentielle (tropopause) et au débutde

15
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la phase stationnaire (idiophase).

Les Streptomyces ont la capacité de produire différents types d’antibiotiques environ plus de
80% a I’heure actuelle (Demain, 2000). La néomycine et la streptomycesfradiae, qui sont
caractérises par leur propriété bactéricide, fongicide et herbicide contre les Streptomyces
multi-résistants et les bactéries a Gram positif (Rudi et al., 2012). Jusqu’a présent, environ
10% de ces molécules sont largement utilisées dans le domaine thérapeutique humaine et
vétérinaire, ainsi qu’en agriculture et en industrie agroalimentaire, le type de composé
synthétisé est propre a chaque espéce productrice (Demain, 2000 ; Colombié, 2005).

Parmi les souches isolées d’actinomycétes, 50 a 70% produisent des antibiotiques et sont a

L’origine des 70% des antibiotiques naturels connus dans le monde. (Tableau 05) (Okami et
Hotta, 1988).

Tableau 05 : Importance relative de groupes microbiens producteurs d’antibiotiques. (Okami
et Hotta, 1988).

Micro-organisme producteurs Pourcentage (%) du total des
d’antibiotiques. antibiotiques décrits.
Lichens et algues 0.8
Champignons
-penicillium f1
3.0
-Aspergillus 19
-Fusarium 0.8
-Cepphalosporium o4
5.0
-Autres champignons
imparfaits : Basidiomycétes et
Ascomycetes
Bactéries
1.3
-Pseudomonadaceae
7.0
-Bacillaceae 17
-Autre Eubactéries
Actinomyceétes 69.7
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Chapitre |  Généralité sur les actinomycétes et leurs agents antimicrobiens

A- Antibiotiques inhibant la synthése de peptidoglycane

Piactamines + pénicillines

+ CéphalosporinesGlycopeptide Fosfomycine

b- Antibiotiques inhibant la synthése des protéines

ammosides chloramphénicol et dérivés Tétracyclines macrolides. lincosamides,
streptogramines Acide Fusidique

c-Antibiotiques inhibant la synthese des acides nucléiques :

Quinolones rifampicinenitrofuranes

d-Antibiotiques inhibant la synthése des folates :

Sulfamides et associations sulfamidées
d-Antibiotiques inhibant la synthese des acides mycoliques :

Isoniazide éthionamide Prothionamide pyrazynamide Source : (Abderrahmane, 2000)

4-  Classement suivant I’utilisation des antibiotiques
Selon leur activité, il existe plusieurs classes d’antibiotiques :
- anti-infectieux : Bac-trime Forte,

- anticancéreux : Adriamycine,

- pesticide : Kasugamycine,

- conservation aliments:Piramicine,

- élevage intensif:Monensine, (Abderrahmane, 2000).
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

1-L’objectif

L’objectif principal de notre travail est basé sur I’isolement et I’identification des
actinomycetes isolés d’origine marine de la région cotiére a savoir la wilaya de Mostaganem
(Algérie).

Afin de sélectionner les souches les plus performantes afin de les caractériser pour la
production d’antibiotiques.

1. Période et lieu de stage

Notre étude expérimentale a été realiser au niveau des laboratoires pédagogiques de Biologiel
et 2de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de L’Université Dr << Yahia Fares>>a
Médea , durant la période s’étalant entre mois de mars et mois d’avril 2022, et dans laboratoire
de microbiologie et laboratoire physicochimique dans le groupe SAIDAL ANTIBIOTICAL a
Médéa durant la période du 9 mai a 12 mai 2022.
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Figure 06 : Carte Michelin Mostaganem de

(Google Maps, 21/05/2022).
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Figure 07 : plage Sidi mejdou Figure 08 : plage Sablette

Figure 09 : plage sidi mansor

3. Echantillonnage

Les échantillons de sol d’origine marine ont été prélevés d’un site du littoral de la cote Ouest
de la wilaya de Mostaganem. Nos trois échantillons ont été prélevés au début du mois de janvier
2022 (Figure 1 et 2). A I’aide d’une spatule stérile : les cing premiers centimétres de la couche
superficielle du sol sont écartés. Cent a cent-cinquante (100 a 150) grammes de sol de la
couchesous-jacente (entre 5 et 15 cm de profondeur), puis sont déposés (chaque échantillon
des 3 régions) dans des boites stériles transportés le plus rapidement possible au laboratoire
(pochonTardieu, 1962). Les échantillons sont immédiatement conservés au réfrigérateur a 4°C

jusqu’al’utilisation.
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Figure 10 : Site de prélevement des échantillons (prise personnelle 2022).

4- Caractéristiques physico-chimique du sol des échantillons
4-1 Mesure de pH des échantillons

Apreés séchage de 35°C pondant 3 heures on prépare une suspension de sols (10g de sol pour
25ml d’eau distillée). Les pH sont alors mesurés a 1’aide d’un pH-métre selon la technique de
(Pochon et Tardieux, 1962)

4-2Dosage de I’eau par la méthode de KARL-FISCHER

5- Prétraitements des échantillons

Le traitement des échantillons permet de réduire la croissance de la flore fongique et
bactérienne, afin, d’augmenté le nombre des actinobactéries contenue dans les sols et
sédiments(Cavala, 1994).Chaque échantillon subi deux types de prétraitement :

o Le prétraitement (T 1) : Consiste a chauffer deux grammes (2g) de chaque
échantillon 460°C pendant 30 minutes (Takizawa et al ., 1993).

o Le deuxiéme prétraitement (T 2) : consiste a traiter 1 g de sol de chaque échantillon
avec 0.1 g de CaCO3. Le mélange est mis dans une enceinte stérile saturée d’humidité
pendant sept jours a 28°C (EI-Nakeeb et Lechevalier, 1963).

Les milieux de cultures utilisés

Les milieux de cultures utilisés pour 1’isolement des actinobactéries sont :

o Milieu ISP2 (International Streptomyces Project) (Ara et al., 2012).
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e Milieu de gausse.
o Milieu SCA.

6- Isolement des actinomycetes

Pour chaque échantillon, 1g de sol sont dilués dans 9ml d’eau physiologique stérile, puis agités
au vortex deux fois pendant 5 minutes, cette suspension constitue la dilution 10 -1 . Une série
de dilutions décimales (jusqu’a 10 ) est effectuée pour chaque échantillon. 400pl par dilution
par boite de Pétri sont étalés en surface de trois milieux de cultures : ISP2et milieu du Gausse
et SCA. Les boites de Pétri sont alors incubées a 28°C. Elles sont observées apres a partir du 3
eme jour.

e La préparation des solutions de sol se fait par la méthode de dilutions des
suspensions. La suspension mere du sol est préparée par I’addition de 1gramme de sol, et
introduit dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique stérile. Les échantillons sont
homogénéisés par agitation au vortex pendant quelques minutes. Les suspensions ainsi
obtenues constituent les solutions a analyser. Cette suspension mere sert a réaliser des
dilutions décimales (Agate et Bath, 1963).

6-1-Ensemencement et incubation

A I’aide d’une pipette pasteur stérile sous forme de rateau, 0,1 ml de chaque dilution (10%a 10°
%) a été étalée sur la surface d’un milieu gélosé. Les boites de Pétri sont incubées a 30°C pendant
7 a 14 jours. Des observations réguliéres sont effectuées chaque semaine ( Lemriss et al.,
2003).

6-2-Purification des isolats

Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies obtenues ont été repiquées et
ensemenceées a 1’aide d’une anse stérile puis purifiées par stries sur le milieu SCA, ISP2 et
Gausse.

Les isolats obtenus sont numérotés et, sont ensuite ensemences dans des boites pétrie
contenant le méme milieu de culture. Les tubes sont incubés pendant sept jours a 28°C puis
conservés a 4°C (Arifuzzaman et al ., 2010).

Conservation des souches

Seules les colonies a Gram positif présentant les aspects caractéristiques des actinomycetes,
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Conservation des souches a court terme

La méthode de conservation des souches consiste a repiquer les souches en tube sur
géloseinclinée (Botton et al., 1990), puits incubé 7jour pour les actinomycetes.
La souche pure  doit étre conservée a4°C pour une réalisation ultérieure des tests

biochimiques, physiologiques et la technique de fermentation.

Conservation a long terme
Les isolats d'actinomycétes sont conservées dans une solution de glycérol a -20°C.
7-Etude des caractérisations des actinomyceétes :

7-1 Caractérisations microscopiques de coloration de Gram

D’apres (Williamet al., 2010),les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon la
méthode de coloration de Gram, qui a été mise au point en 1884 par le bactériologiste Danois
Hans Christian Gram. Cet examen est fait sur des frottis minces préparés a partir de
colonies de chaque isolat obtenu sur le milieu caséine amidon, ces frottis sont colorés, aprés
observation a I’aide d’un microscope optique a grossissements (x100), ce dernier permet de
remarquer les formes morphologiquesdes différentes bactéries et indiqué le Gram + et Gram- .
o Les bactéries « Gram positif» gardent leur coloration violette aprés
o Les bactéries « Gram négatif» décolorées par alcool, sont teintées par la fuchsi ne et
apparaissent roses.

L’examen, nous permet de déterminer quelques
caracteres morphologiques des Actinomycétes, concernant le type de

Gram+ et des indications sur leurs formes des filaments et présence ou absence de spores isolées
(William et al., 2010).

7-2Recherche de catalase

Cette enzyme permet la dégradation du H202 qui résulte de I’oxydation par 1’oxygene de I’air

Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution
fraichede H202 & 10 volumes. une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame
en présence d’un échantillon de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de

mousse ou de bulle traduit la décomposition de dioxygéne. On dit que le test catalase est
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positif et s’il n’y a pas de bulles, le test est négatif (Delarras, 2014).

Catalase + 2H20 ——- 1120 + %02

8-Etude physiologique

8-1Croissance a différentes concentrations de Na Cl

Les souches d’actinomyceétes ensemencée sur milieu ISP2 gélose a différentes concentrations
en Na Cl qui sont : 0 ; 3.5 ; 6.5 (m/v). Les cultures sont incubées a 28°C et la croissance est
suivepar observation des colonies toutes les 24h (athalye et al, 1985).

8-2Croissance a différentes valeurs de pH

Ce test est réalisé sur milieu 1ISP2 gélosé ajusté a différents pH (5,7et 9.5). La souche est
ensemencée puis incubée a 28°C. La croissance est observée et notée aprés 7éme, 14éme et
21éme jours (Athalyeet al., 1985).

8-3Croissance a différents températures La souche d’actinomycéte est ensemencée sur les
milieux ISP2 (eau distillée 100%) et ISP2 (eau de mer 50%) qui sont incubée a différentes
temperatures (28, 37,40 et 44°C). La croissance est suivie pendant 21 jours d’incubation.
8-4Sensibilité aux différents agents chimiques

Ce test est réalis¢ par ’ensemencement de la souche en stries sur le milieu GYEA préconisé
par (Athalyeetal, 1985) additionné du composant des agents chimiques a tester suivant : Crystal
violet (0,001%), Acide de sodium (0,001% et 0,01%) et Telluride de potassium (0,01% et
0,05%). Les boites sont incubées 21 jours a 28°C.

Glucose-Yeast Extrait-Agar (G.Y.E.A)

EXtrait de leVUure.....coovviieiiiieiiiniiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiietssatssssssssssssssssssssnssssssonns 10g
GIUCOSE «inneiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieteitiieetteatetnstsestosssssestossscsssssnnsosnssnnss 10g
) 18¢g
g 6.8

8-5Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques est effectuée sur le milieu Muller Hinton (Athalyeetal., 1985).
Les disques d’antibiotiques sont déposés a I’aide d’une pince a la surface de la gélose qui est
préalablement ensemencée en stries par la souche testé. Les boites sont incubées a 28°C

pendant7 a 14 jours. Les diametres des zones d’inhibition obtenues autour des disques sont
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mesureés.

9-Etude biochimique

9-1Hydrolyse de ’amidon Selon la méthode de Marchal et al. (1991) le test de I’hydrolyse de
I’amidon est réalisé sur la gélose nutritive contenant 10% (m/v) d’amidon soluble. Apres
incubation a28°C pendant 14 jours, la gélose est recouverte d’une solution de Lugol. L’absence
de I’apparition des zones claires autour des colonies indique I’hydrolyse de 1’amidon, par

contreles zones contenant de I’amidon se colorent en brun.

9-2 Dégradation de la gélatine Le test d’hydrolyse de la gélatine est réalisée sur la gélose
nutritive contenant 0,4% (m/v) de gélatine. Aprés ensemencement de la souche, les boites
sontincubées a 28°C pendant 14 jours. La révélation de la dégradation est effectuée avec une
solution de chlorure mercurique a 15% (m/v). Les zones claires correspondent aux zones
d’hydrolyse de la gélatine (Williams et Cross, 1971).

9-3 Dégradation de la tyrosine La dégradation de la tyrosine est réalisée selon la méthode
préconisée par (Gordon et al, 1974), Les 100 ml de gélose nutritive sont complétée par une
suspension de 0,4 g de tyrosine qui est solubilisé dans 10 ml d’eau distillée puis stérilisé¢ a
I’autoclave (120°C pendant 20 min). Les boites ensemencées sont incubées a 28°C, la lecture
est effectuée apres le 7éme, 14éme et 21éme jour, et se traduit par I’apparition des zones claires,
correspondent aux zones d’hydrolyse de la tyrosine.

9-4 Utilisation des acides aminés comme seule source de carbone

Ce test consiste a apprécierla croissance de I’actinomycete en présence des acides aminés en
utilisant le milieu ISP9 préconisé par (Pridham et Gottlieb, 1948). Les acides aminés testés
comme seule source de carbone sont les tests suivants : tyrosine, L-arginine, glycine. Apres
ensemencement sur les tubes et incubation pendant 3 semaines a 28°C, la croissance est
estimée sur les tubes contenant les différentes sources de carbone par rapport a celle obtenue
sur ISP2 sans source de carbone (témoin négatif).

9-5 Utilisation des composés glucidiques comme seule source de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de I’actinomycéte en présence de composés
glucidiques en utilisant le milieu ISP9 préconisé par (Pridham et Gottlieb, 1948). Les
glucides testés comme seule source de carbone sont les tests suivants : sucrose, L- arabinose,
D -mannitol, D+xylose, D- glucose, lactose, D+saccharose, fructose, D+cellobiose, D-
mannose, D- sorbitol. Apres ensemencement sur les tubes et 1’incubation pendant 3 semaines
a 28°C, la croissance est estimée sur les tubes contenant les differentes sources de carbone par

rapport a celles obtenues sur ISP9 sans source de carbone (témoin négatif) et sur ISP9
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contenant le glucose (témoin positif).

9-6 Etude de la résistance ou la sensibilité aux métaux lourds

Afin de mettre en évidence la résistance ou la sensibilité des souches d'actinobactéries
étudiées aux métaux lourds, des milieux de culture gélosés ont été préparés en utilisant une
gélose nutritive contenant différents métaux sous forme de sels organiques : le zinc (ZnSO4),
le cuivre, ainsi que le mélange de ces métaux, a raison de 50 mg/L (Daboor et al, 2014). La
croissance des isolats est observée aprés 21 jours d'incubation a 28°C.

L'appréciation de la résistance ou de la sensibilité des isolats testés est traduite par la
croissance ou l'absence de cette derniére.

10-Mise en évidence des activités antibactériennes et antifongiques

10-1 Standardisation des inocula bactériens Aprés leurs revivifications, une culture de 18h
dans des tubes de 5ml de bouillon nutritif incubée a 37°C a été réalisée pour chacune des
bactéries cibles. Ces cultures sont considérées comme des suspensions méres. Une série de
dilutions décimales est réalisée est les bactéries sont dénombrées sur deux boites de milieu GN.
L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24h. A P’aide d’un spectrophotomeétre
(spectrophotometre Shimadzu UV mini.1240), les valeurs d’absorbances correspondantes aux
dilutions présentant. Nombre de 105UFC/ml ont été retenus pour préparer des cultures de 18h
qui ont servi pour le test d’activité antibiotique (Billerbecketal, 2002).

10-2 Test d’antagonisme par la méthode des cylindres d’agar

Activité antibactérienne L’activité antibactérienne de la souche est évaluée par la méthode des
cylindres d’agar sur milieu Mueller Hinton. (Selon Bastide et al,1986), qui consiste a
ensemencer la souche sur les deux milieux étudiés (SCA et ISP2) et incuber pendant 5 jours a
28°C , des disques d’agar de 6mm de diameétre sont découpés stérilement a I’aide d’un embout
stérile ou une pipete pasteur stérile a partir des deux milieux cités plus haut puis déposer a la

surface du milieu Mueller-Hinton

Préalablement ensemencé par écouvillonnage avec les germes cible, les boites sont par la
suitemises a4°C pendant 2h pour permettre la diffusion des substances antimicrobiennes, et
enfin incubées a 37°Cependant 24h. Les lectures sont effectuées par mesure du diamétre des
zones d’inhibition autour des cylindres.

11-Mise en évidence de D’activité antibactérienne et antifongique par la méthode des
puits

Afin de mettre en évidence de I’activité antibactérienne et antifongiquepar la méthode des
puits, des pré-cultures de 5 ml sur les milieux SCA et ISP2 liquide de cette souche servent

pour ensemencer des cultures de 50 ml des mémes milieux contenus dans des flacons de 250
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ml. Les flacons sont incubés a 28°C sous agitation a 250 rpm pendant 5 jours (Poosarlaetal,
2013). L’activité antibiotique et antifongique est déterminée par la méthode despuits (Nouasri,
1996). En utilisant le milieu Mueller Hinton et gelose a 1’extrait de maltpréalablement tapissés
par une goutte de gélose blanche et ensemencés avec le germe cible (10 UFC/ml) pour la
bactérie et (10° spores /ml) pour les moisissures. Aprés décantation des flaconsprécédents, une
quantité de 50ul de chaque surnageant de culture est prélevé stérilement avec une
micropipette, puis introduit dans les puits par ordre des jours de prélevement (5éme ,7émeet
9éme jours). Les boites sont ensuite mises a 4°C pendant 2h afin de permettre une diffusion
des substances actives tout en arrétant momentanément la croissance des germes cibles, puis
incubées & 37°C pour les bactéries et a 28°C pour les moisissures. La lecture des résultats
s’effectue en mesurant le diamétre des zones d’inhibitions autour des puits aprés 24h pourles

bactéries et 48h pour les moisissures. En utilisant un pied - a - coulisse.
Milieu de production d’antibiotiques

Afin de déterminer le meilleur milieu de production d’antibiotiques, nous avons repiqué la
souche sur deux milieux différents : SCA et ISP2. Apréscing jours d’incubation a 28°C, un
test d’activité antimicrobienne est réalisé par les méthodes des cylindresd’agar et des puits
vis-a-vis, des germes cibles préalablement cités (2-2). Le Meilleur milieu de production
d’antibiotiques sera celui qui remis 1’obtention des diametres des zones d’inhibitions les plus

importants.
12-Mise en évidence de Pactivité antagoniste des extraits brutes obtenus

Les extraites bruts sont obtenus par macération en utilisant butanol comme solvant.

Les extraits bruts sont obtenus aprés évaporation a sec, afin d’éliminer totalement le solvant
d’extraction. Les extraits bruts sont par la suite récupérés dans un volume de 5Sm 1 de
méthanol puis conservés a 4C° pour une utilisation ultérieure. Test d’antagonisme A 1‘aide
d’un emporte- piéce, des puits de 6mm de diametre sont réalisé sur le milieu Mueller Hinton

préalablement ensemencé avec les germes cibles.

26



Chapitre 111 Matériels et Méthodes

Figure 11 : Protocole d’extraction des antibiotiques a partir des filtrats de cultures.
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V. Résultats et discussion

1-caractéristiques physico-chimique du sol
1-1 pH du sol

Le pH des échantillons prélevé est démontré sur le tableau 6. Le pH joue un rdle
indispensable dans la production des métabolites secondaires par différents mycete (Dumenil
et Sanglier, 1989).

Normalement c¢’est dans la partie matériel et méthodes si ce n’est pas fait mettez le

Figurel3 : Mesure du pH du sol, (prise personnelle).

Tableau 10 : le pH des eéchantillons du sol

Les Echantillons pH
M1 9,69
S2 9,65
SM3 9,30

Ces échantillons sont caractérisés par des valeurs de pH entre 9.3 et 9.69, et qui présentent

un pH alcalin.

1-2Dosage de I’eau par la méthode de KARL-FISCHER

C’est une technique qui permet le dosage de I'eau par le réactif de Karl-Fischer est celle qui
est utilisée par la plupart des laboratoires. Elle permet le dosage de l'eau dans les substances
solides, liquide sou gazeuses. Elle est utilisée habituellement pour déterminer des teneurs en
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eau de l'ordre de 0,5 & 5 %, mais elle peut s'appliquer en fait & des échantillons contenants
entre 10-4et 100 % d'eau. (1) J. MITCHELL et D.M. SMITH, "Aquametry", 2e éd.,
Chemical

AnalysisSeries, vol. 5, part. 1, 2 et 3, Wiley, 1977

[ xv
La loi de cette méthode :ch p * 100

F : le facteur du réactif exprimé en mg d’eau par ml (constant)
V : le volume du réactif
P : la masse de la prise d’essai en grammes

Les résultats :

4.8153%0.13
M1l= 114.9 X100
Kf==0.544 %
4.8153%0.18
S2= 1166 %100
Kf==0.743%
4.8153%0.09
SM3 = 1129 X100
Kf=0.383 %

Ces résultants nous permettent de conclure que tous les échantillons du sol sont caractérisés

par un taux d’humidité faible.
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Figurel4d : Dosage de I’eau par la méthode KARL-FISCHER (prise
personnelle).

2-1solement des actinobactéries

Le but de ces prétraitements pour la réduction la flore bactérienne et fongique contaminante,

et ’augmentation le nombre des actinomycétes contenue dans le sol marin (Cavala,1994).

Les 3 milieux utilisés ont démontré une bonne croissance, sauf quele milieu SCA, ISP2 ont
donné une donnée une bonne croissance d’actinomycétes par rapport au milieu GAUSSE.

Cela peut étre du a la présence de I’extrait de malt dans le milieu ISP2, et CaCo3 dans le
milieu SCA.

Il a été constaté que le nombre des colonies d’actinomycétes est plus faible lorsque les

échantillons ne subissent aucun traitement.
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Figure 15 : actinomycetes isolés des échantillons traités sur les milieux
(GAUSSE, ISP2, SCA) (prise personnelle).

Figure 16 : actinomycetes isolés des échantillons non traités sur milieux SCA

(Prise personnelle).

2-1Caractérisation macroscopiques

Apres I’observation macroscopique, les caractéristiques morphologiques des actinobactéries

sont basées sur les critéres morphologiques décrits
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Tableau 11 : résultat macromorphologique et caractéres culturaux des
souches actinomycetes.

La souche Le milieu de culture Aspect macroscopique
S210-1 SCA Colonie blanchétre creusé dans la gélose
S210-1 SCA Colonie marron
SM310-2N GAUSSE Colonie orange creusé dans la gélose
ZA310-2 SCA Colonie blanchatre creusé dans la gélose
ZA310-2 SCA Colonie rose creusé dans la gélose
ZA2m SCA Colonie vert foncé
ZA2m SCA Colonie rose clair
M1 10-1 GAUSSE Colonie orange creusé dans la gélose
S210-3 GAUSSE Colonie jaunatre
Sm3m GAUSSE Colonie

jaunatre creusé dans la gélose
S210-2 GAUSSE Colonie jaunatre
S210-1N SCA Colonie rose creusé dans la gélose
ZA110-3 SCA Colonie blanchéatre
ZA2 10-1 GAUSSE Colonie marron
M1 10-1 SCA Colonie blanchatre creusé dans la gélose
ZA2 10-3 SCA Colonie rose
ZA2 10-2 SCA Colonie jaunatre creusé dans la gélose
S210-2 GAUSSE Colonie jaunatre creusé dans la gélose
ZA110-1 SCA Colonie blanchéatre
ZA310-1 SCA Colonie jaune
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Figurel? : Résultats de purification des quelques souches d’actinomyceétes

sur milieu SCA. (Prise personnelle, 2022).
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Figurel8 : Résultats de purification de souche d’actinomyceéte sur milieu

GAUSSE. Prise personnelle, 2022.
2-2Caractérisation microscopique
La culture sur la lamelle permet d’observer du mycélium aérien et de substrat avec les spores,

sur cela, les résultats obtenus apres observation microscopique, sont représentés par la figure
21.
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Figure 19 : observation microscopique (x40et x100) de culture sur lamelle

des actinomycetes Prise personnelle, 2022.

L’observation microscopique de grossissement (x40et x100) indique que les souches
d’actinomycetes sont des bactéries Gram+, ces derniers possedent une forme filamenteuse

fins ramifiée.

Figure 20 : coloration de Gram des souches d’actinomycétes isolés. Prise
personnelle.

2-3 Recherches catalase

L’examen de la recherche de la catalase, montre que la majorité des isolats sont de catalase
positive (appariation de bulles d’air) (fig. 26) qui traduit la décomposition De dioxygeéne.

D’aprés Tortora et al.,  (2003), la catalase c'est une enzyme

oxydoréductase qui catalyse la peroxyde d'hydrogene en eau et dioxygéne.
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Figure 21 : Test catalase positif.
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3-Teste physiologique

Tableaul2: les caractéres physiologiques des actinomycetes

marins
Test 1SP2 Sensibilit
Na Cl Ph 100% L’eau | 50% L’eaude mer | €  aux
distillée 50% L’eau distillée | différent
s agents | Catalase
3.5% |6.5% |5.7 9.5 28° [37° |42° |28° |370 |42° | chimique
s (Crystal
violet
0.001%)
Souch
1)ZA2 | +++ -+ - +++ ++ + e I b+ | ++ +++
m +
2)ZA2 | ++ +H+ | | =+ | | | | + - ++
m
NZA3 |+ |+ [ | ++ | | | | | - +++
10-2
4ZA3 | +++ +++ +++ +++ +++ | +H+ |+ | A | + - +++
10-2
5)ZAl ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ |+ | | At +++ |+t
10-1
6)ZA2 + +++ - +++ ++ ++ +++ |+ | - +++ -
10-1
7)M1 + +++ ++ - +++ |+ | | | A | - +++
10-1
8)S2 +++ +++ +++ +++ +++ + +++ |+ | |+t - +
10-1 N
9)S2 +++ +++ +++ +++ +++ | +H+ | | | A | - +++
10-1
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10)S2 ++ +++ +++ +++ +++ | | | A +++ | +++ - ++
10-1

Sm3 ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ | ++ +++ - ++ +
10-2 N

12) +++ +++ +++ +++ ++ +++ |+ | +++ | +++ - +
ZA2

10-2

13)ZA | - +++ +++ + + ++ +++ | +++ +++ | +++ +++ ++
3 +

10-1

14)ZA | +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ | +++ +++ | +++ +++ +++
2

10-3

15)S2 ++ ++ +++ ++ ++ +++ | +++ + +++ | ++ +++ ++
10-3

16)M1 | +++ +++ +++ + +++ |+ |+t ++ - + +++ ++
10-1

17)S2 ++ +++ +++ +++ ++ +++ |+ | +++ | + +++ +
10-2

18)Sm | +++ +++ +++ + ++ + +++ | +++ - + - ++
3m

19)ZA | +++ +++ +++ ++ +++ + +++ | +++ +++ | +++ - -
1

10-3

20)S2 +++ +++ ++ ++ ++ + +++ | +++ +++ | + +++ +
10-2

NB : -Un bon résultat ; +++

-Aucun résultat : -

-Un résultat moyen : ++
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3-1Croissance a différentes concentrations de Na CI

Le tableau 12 illustre les résultats de croissance des souches d’actinomycétes a différentes
concentrations de NaCl(0%, 3.5% et 6.5%0), qui nous montre que ses microorganismes se
développent a d NaCl=0%, NaCl=3.5% et elle a également un trés bon développement
lorsque le NaCl=6.5%.Kuchner, (1987) cité par Tang et al, (2003) a classé les

actinobactéries selon leur aptitude a croitre en présence de NaCl Cela nous explique la

cohabitation de ces microorganismes dans 1’écosystéme marin.

NaCl=0% NaCl=3.5%

NaCl=6.5%

Figure 22 : Croissance des souches d’actinomycétes en différents
concentration de NaCl.
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3-2Croissance a différentes valeurs de pH

Concernant le pH (tableau 05), cette étude a montré que nos souches ont la capacité de se
développer dans le milieu ISP2 & différentes valeurs de pH, (7. 2,5.7,9.5).Mais généralement
les actinomycetes se comporte comme des bactéries. Selon (Boubetra et al.,2013) ont signalé
I’absence de croissance de leur souche a pH 5.D’autre part les actinomycétes acidophiles et
neutrophiles croient dans une gamme de pH allant de 3-5 a un pH neutre, avec un optimum

situé entre 5 et 5,5,ces résultats concordent avec Lonsdale, 1985.

pH=7.2 pH=5.7

pH=9.2

Figure 23 : croissance des souches d’actinomycétes en différents
concentration de pH (prise personelle)
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3-3Croissance a différentes températures

Les résultats qui figurent dans le tableau 20, nous montrent que l’ensemble des isolats
d’actinomycétes ont un développement plus important a température 28°C, avec un optimum
de croissance a37° et 42°dans le cas de 100% I’eau distillé. Par contre le cas de (50% 1’eau de
mére, 50% I’eau distillé), le développement des souches dans température 28° reste tres
important, mais en 37° et 42° la croissance a été réduit (faible croissance) et quelques souches
n’ont pas poussé tel que (ZA2 10-1, M1 10-1, Sm3 10-2 N). Les résultats de Boubetra et al.,
(2013), Aouiche et al.,(2012) et Boudjella et al.,(2006) avec des températures 28°C, et 37°C

semblent confirmer les notres.

Figure 24 : croissance d’actinomycétes (50% 1’eau de mére, 50% 1’eau

distillé)en différents températures
(28°,37°,42°).

3-4 Sensibilité  aux différents agents chimiques (Cristal violet
0,001%)

D aprés les résultats de tableau 12, les majorités des souches d’actinomycétes sur lesquels nous avons

travaillé sont sensibles au cristal violet (ZA1 10-3, Sm3 m, S2 10-1 N...), mais ils existent des souches

résistantes qui sont observée et traduite par leurs croissance.

Nos résultats sont en d’accords avec les travaux antérieurs réalisés sur les actinomyceétes.

Selon (mémoire de magister Bejaia ,2017 kahina.y, Bendris.O)
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Figure 25 : Résistance ou la sensibilité dessouches d’actinomyceétes au agent

chimique (cristal violet) apres 4 jours d’incubation. Prise personnelle 2022.
3-5 Sensibilité aux antibiotiques

Tableau 13 : Résistance ou la sensibilité d’isolats d’actinomycétes en différents antibiotiques

apres 7jours

Le diameétre des zones des souches sensibles est dans [’annexe : tableaul3

ATB

Souche

Benzyle-
pénicilline

(1)

Céfazoline

(2)

AMOXICILLINE
()

Pénicilline

(4)

Gentamicine

ZA2m

ZA2m

ZA3 10-1

Sm3 m

S210-2

S2 10-2

M1 10-1

S210-3

vl » vl vl =" = wnl =

ZA2 10-1

w

ZA110-3

S210-1N

ZA1 10-1

ZA210-3

w un @™ n n ™A IR AR AR

wn w»nl n wn

| v wnn vl nl LY ©nn Y v wnl Yl w»n o=

wn| »nl B nl v v v yn " K " e =

| v wn vl wnl Y Y Y | wnl Yl wn o=
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ZA2 10-1 R R S S S
M1 10-1 S S R R S
S2 10-1 R S S S S
S210-1 S S S S S
ZA3 10-2 S S S S S
ZA3 10-2 S S S S S
Sm3 10-2N R S S S S

Figure 26 : Photographie illustrant le test d’antibiogramme des isolats

d’actinomycetes apres 7 jours d’incubation.

Selon ces résultats, on déduit que la souche montre une résistance a un antibiotique. Il peut
s’agir de I’aptitude a produire cet antibiotique, et La souche qui présente une sensibilité aux
antibiotiques c’est-a-dire que ces antibiotiques ont un effet bactéricide sur la souche. D’apres
(Marcone et al ., 2010), la résistance des isolats a certains antibiotiques proposent leur

aptitude a la production de ces molécules.

4-test biochimique

Tableau 14 : les tests biochimiques.
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Tests Test Biochimique
Hydrolys | Dégra | Dégra | Sensi | Sensi Acide Aminé T SI
e de | dation | dation | bilit¢ | bilit¢ | Arg | Arg | Gly | Gly
Zone I’amidon | de de de |[de 50 | 100 [ 50 | 100 (dégradaﬁon des
gélatin | tyrosin | Zinc | Cuivr | % % | % | %
e e e sucres)
ZA2m +H++ +4++ +++ | +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + + de couleurs)
ZA2m e ++ + ++ +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + + de couleurs)
ZA3 10-2 | ++++ +++ + + +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
- + de couleurs)
ZA3 102 | ++++ ++ + ++ +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + + de couleurs)
ZA1 10-1 | ++++ +++ +++ | |+ | ++ |+ | ++ | Tube jaune (virage
+ |+ |+ | decouleurs)
ZA1 10-1 | ++++ +++ + +++ |+ ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + de couleurs)
M1 _10-1 ++++ +++ + |+ |+t |+ | ++ | Tube jaune (virage
sca Fluo + + de couleurs)
S2 10-IN | ++++ +++ -+ |+ +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + + de couleurs)
S2_10-2 ++++ ++ -+ +H +++ [ ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + + de couleurs)
S2 10-1 -+ +++ | +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune avec
+ + + une tache noire
S2 10-1 ++++ e - - +++ | ++ | ++ | ++ | fond marron et
+ + + surface jaunatre
SM3 10- ++++ +++ ++ +++ Rl I S s S fond jaune et
2N + + surface rougeéatre
ZA2 10-2 | ++++ +++ ++4+ | +++ +++ [ ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + de couleurs)
ZA3 10-1 | ++++ +4++ +++ |+ +++ [ ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
Fluo Fluo + + + de couleurs)
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ZA2 10-3 | ++++ + + +++ ++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + de couleurs)

S2_10-3 ++++ ++ ++ + +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + de couleurs)

M1 10-1 ++++ +4++ +++ | +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
055 + + de couleurs)

S2 10-2 ++++ +++ +++ | +++ +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + de couleurs)

SM3m ++++ ++ ++ +4+ +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + + de couleurs)

ZAl 10-3 | ++++ + + ++ +++ | ++ | ++ | ++ | Tube jaune (virage
+ + + de couleurs)

Meilleures Résultats : +++ Résultats Moyennes : ++ Faibles Résultats : +

Aucuns Résultats : _ Fluo : Fluorescence
4-1-Hydrolyse de ’amidon

L’hydrolyse de I’amidon est un test réalis¢ sur une gélose nutritive contenantl0% (m/v)
d’amidon soluble. Apres incubation 28°C dans les 14 jours. On mettre une solution de Lugol
sur la gélose (le trait ensemencé d’actinomycéte sur la gélose). Aprés ’ajout de Lugol,
I’absence de coloration bleue autour des colonies traduit une synthése extracellulaire des -
amylase diffusés dans le milieu .par contre les zones ou la souche bactérienne est présente la
couleur du réactif Lugol a viré vers le bleu se traduit par la présence de I’amidon figure28.Les
mémes résultats ont été obtenus et décrites sur les Streptomyces sp par plusieurs équipes
(Demain et Solomon, 1985 ; Sanglier et al., 1993)..
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Figure 28 : L’hydrolyse de I’amidon. (Prise personnel).
4-2Dégradationde la gélatine

L’hydrolyse de la gélatine est un test réalisé sur une gélose nutritive contenant 0,4% (m/v) de
gélatine. Aprés on a fait un ensemencement de la souche. Les boites sont incubées a 28°C
pendant 2 jours. La révélation de la dégradation est effectuée avec quelques gouttes d’une
solution de chlorure mercurique. (Williams et Cross, 1971).

Aprés 1’ajout de chlorure mercurique, les zones autours de colonies d’actinomycétes sont de
colorés clairement. Les zones claires correspondent aux zones d’hydrolyse de la gélatine, qui

est due a la présence d’enzyme gélatinas sécrété et diffusé dans le milieu.
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Cependant, beaucoup de travaux ont été réalises sur les Streptomyces sp est confirment les

capacités de ce genre a dégrader certains substrats et déchets. (Bergey, 2012).

Figure 30 : L’hydrolyse de gélatine. (Prise personnel).

4-3Dégradation de la tyrosine

Toutes les souches ont donné un bon effet ¢ca veut dire que le rendement est positif, avec
quelques souches fluorescentes. Les souches sont bien claire qui signifier qu’on a une
dégradation de la tyrosine. (Figure 16).Hydrolyse de la tyrosine selon (Goodfellow 1971,

Gordon et al., 1974), se traduit par une auréole claire autour des colonies.
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Figure 31 : dégradation de la tyrosine. (Prise personnel).

Figure 32 : les souches fluorescentes.(Prise personnelle).

4-4Utilisation des acides aminés comme seule source de carbone

Les acides amines utilisés comme source de carbone sont les suivants : L-arginine, glycine.
On a préparés des solution aqueuses de 0,1g de chaque acide aminé dans 10ml d’eau distillé
bien agiter par le vortex puis stériliser. Apres stérilisation on a mélangés les solutions avec le
milieu préparé chaque un appart, puits ensemencement sur des boites de pétris et incubation a
28°C pendant 5 jours. Les résultats sont positifs marquons dans le Tableau 13, qui veut dire
que sont positifs. Résultat positive veut dire que la croissance des souches grace a ’utilisation
de ces acides comme source de Carbone, Les mémes résultats ont été obtenus par (Gordon et
al., 1974)
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RS

Figure 33 : L-arginine 50%. Figure 34 : arginine 100%.
4-5Utilisation des composés glucidiques comme source de carbon

Ce test consiste a apprécier la croissance de I’actinomycéte en présence de cCOmMposés
glucidiques en utilisant le milieu ISP9 préconisé par (Pridham et Gottlieb, 1948).En raison du
manque de composants de ce milieu, nous avons utilisé un autre milieu TSI qui est préparé
dans des tubes inclinés.

Apres ensemencement sur des tubes inclinés et I’incubation pendant 5 jours a 28°C, la
croissance est induite sur les tubes contenant les différentes sources de carbone par rapport a
celles obtenues sur TSI sans source de carbone (témoin négatif) et sur TSI contenant le
glucose (témoin positif).Si le résultat est positif, cela se traduit par une croissance de ses
bactéries testées, donc il y a utilisation du glucide comme source de carbone, Alors que
I’absence de la croissance bactérienne indique un résultat négatif, donc la souche n’a pas la

capacité d’utiliser le glucide comme source de carbone.

On a des tubes contenant un virage de couleurs différentes par rapport les sources de carbone

. Des tubes sont colorés en jaune.

. Des tubes sont colorés en orange et rouge.

. Des tubes contenant une tache noire.

. Le milieu est monté dans le tube vers le hot.

Lorsque I'un des glucides est fermenté, le pH est diminu¢ danc la couleur de milieu sera
orange rougeatre (dégradation du glucose). Le milieu jaune c’est la couleur original. Un

milieu monté vers le hot grace a la production du Gaz.
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Les méme résultats sont obtenu par Morakchi (2011) montrent que la plupart des souches des
actinomycétes de genre Streptomyces utilisent des glucides comme source de carbone mais
qui différe selon les besoins nutritionnelle de chaque souche.

Figure 35 : Contr6le positif et Contréle négatif.

Figure 36 : dégradation de I'un des sucres.
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Figure 37 : production du Gaz.

4-6Etude de la résistance ou la sensibilité aux métaux lourds

Selon les résultats obtenus, le cas du Cuivre et Zinc. La majorité des souches tentées
présentent une sensibilité en présence de ces deux métaux qui veut dire que le résultat est
positif.

Il est nettement remarqué que le résultat des deux isolats (ZA1 _10-1 ; M1_10-1) sont négatifs
c’est-a-dire résistes.

(ZA1_10-1 ; M1_10-1) ont une résistance en présence du Cuivre et Zinc comme ions
métallique. Par ailleurs, le développement du Mycélium du substrat a été observé chez les
autres isolats en présence de Cuivre et Zinc.

De plus, la totalité des souches presentent un bon rendement sur le milieu de culture préparé a
Base de mélange de métaux lourds (zinc, cuivre).ces résultats sont en d’accords avec les

travaux antérieurs réalisé sur les actinomycetes. Selon université de Bejaia., 2017.
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Figure 38 : Sensibilités en Métaux lourds (Cu ; Zn).

5- Mise en évidence de I’activité antagoniste des isolats d’actinobactéries

5-1Méthode des cylindres d’agar

L’activité antimicrobienne des 20 souches étudiées a été mise en évidence par la technique de
cylindres d’agar qui est une méthode de diffusion sur milieu MH. La mesure des diametres

des zones d’inhibition est effectuée aprés 24 heures d’incubation a 37°C.

D’apres les résultats obtenus, il est constaté que parmi les 20 souches étudiées il existe
quelques souches d’actinomycetes représentent 1’activité antimicrobiennes relativement
variables aussi bien vis-a-vis de la levure Candida albicans que des bactéries a Gram positif
(s.aurus,bacillus) et a Gram négatif(E. coli, pseudo aeroginosa). Ces résultats s’expliquent que
les actinomycétes peuvent produire plusieurs types des molécules antibactériennes tout
dépend la composition et la concentration des composants du milieu de culture.
(Boughachiche et al., 2005). Ces resultats sont en accord avec de Kokare et al., (2004) et

Sirisha et al.,(2013 ) qui ont rapporté une activité a I’accord eux de S.aureus.

Et les résultats de Ouazenet ., al ont montré que :des isolats d’actinomycétes ont une activité
antimicrobienne sur au moins une bactéries -test avec des zone d’inhibition variable entre
6.5et 38mm de diamétre ,sur le milieu de culture MH. quelque isolat ne montre aucune zone

d’inhibition vis-a-vis les bactéries cible.
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Tableau 14 : Activité antagoniste des 20 isolats a I’égard de 5 germes

cibles.
B. pathogene | Staphe Bacillus E. coli Pseudo Condida
Aurus aeroginosa | Albicane

Souche

ZA2m R R S (8mm) R R
ZA2m R R R R R
SM3 m R S(12mm) | S (14mm) | S (10mm) |R
S210-2 S(14mm) | S (10mm) | S (14mm) | S (10mm) | R
S2 10-2 R R R S(Ilmm) |R
MI 10-1 R R S(I2Zmm) | R R
S210-3 R R R R R
ZA2 10-1 R R R R R
ZA110-3 S(10mm) | S S(26mm) | R R
S2 10-1 N R R R S(20mm) | R
ZA1 10-1 R R S(27mm) | R R
ZA210-3 R S(13mm) |R S(12mm) | R
ZA210-2 R R R S(10mm) | R
MI 10-1 R R R R R
S2 10-1 S(14mm) | S(10mm) | S(20mm) S(13mm) | R
S2 10-1 R R S(20mm) | R R
ZA3 10-2 S(10mm) | R R S(17mm) | R
ZA310-2 R R R R R
SM3 10-2 N R S(10mm) |R R R
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Figure 39 : Test antagoniste par la méthode de cylindre d’agar.

5-2Méthode des puits

Une deuxieme méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la
méthode des puits des cultures d’actinobactéries sur milieux ISP2 liquide. La mesure des
diametres des zones d’inhibition est effectuée apres 24 heures d’incubation

a 37°C. Cette Méthode a le mémé principe que la méthode de cylindre d’agar (activité
antagoniste), et elle a un bon résultat que I’autre méthode. D’autres études ont présentés des

résultats comparables. En effet, Nedialkova et Naidenova (2005) et Singh et al. (2006) ont
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observé une réduction voir une absence d’activité en milieu liquide en comparaison avec celle

observée par la méthode des cylindres d’agar (en milieu solide).

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 38.

Figure 40 : activité antagoniste par méthode des puits.
(prise personnelle).

6-Mise en évidence de I’activité antagoniste des extraits bruts obtenus

Le principe de cette méthode est étudier la capacité des 8 extraits bruts a inhiber la croissance

des germes cibles.

. Extrait 1 : S2 10-1

. Extrait 2 : S2 10-1 non traité
. Extrait 3 : S2 10-2

. Extrait 4 : ZA3_10-1
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Les résultats de I’activité antibactérienne des filtrats (phase organique), et précipité (la phase
aqueuse) sont résumeés dans le tableau. L’activité des extraits étudiésa été évaluée par la

présence ou I’absence d’inhibition de la croissance bactérienne.

Tableaul4 : illustre les résultats des extraits sur les germes cibles.

xtrait 1* 1 2% 2 3% 3 4% R
Souche
Pseudo (A) | S R R S R S S S
10mm 17mm I0mm | 20mm | 10mm
Bacillus (B) | R S R S R R S R
19mm 12mm 10mm
E.coli(C) |S R S S S R S R
25mm 15mm 13mm | 20mm 18mm
S.auriu (D) | R R R S R S S S
15mm 10mm 14mm | 10mm
Candida (E) | R R R S R R S R
13mm 10mm

* : phase organique
Sans * : phase aqueuse
R : résistante

S : sensible

Les résultats révelent que I’extrait 4* de ’actinomycete ont un effet antibactérien considérable

sur toutes les germes photogenes.

Concernant I’extrait 1* possede un effet moyen sur les germes Pseudo et E. coli, par rapport

I’extrait 2* et 3* qui ont un rendement faible a cause de son impact sur E. coli seulement.

Les précipités (phase aqueuse) ont un effet sois naturellement antimicrobien sur les germes
cibles, soi pendant filtration y’a des substrats (phase organique) ou l’évaporation y’a le

soulevant (butanol).
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W g%
W q*
0 3*
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Figure 41 : Histogramme représente le rendement de nos extraits
obtenus.

Parmi les techniques qu’on a fait de l’activité antimicrobienne, la technique d’extraction
bactérienne est la plus importante que les autre techniques (cylindre d’agar ; méthode des
puits). Les actinomycetes ont les capacités de produire des molécules bioactives nécessaire
pour son activité antimicrobienne : I’extrait brut.

D’apres Orhan et al., (2012), I’activité antibactérienne peut étre exprimé par des huiles brutes

des isolats d’actinomycetes
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Figure 42 : I’effet de I’extrait brut sur les différentes souches
Pathogénes (Prise personnelle).
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Conclusion et perspectives

Les actinomycetes constituent I'un des plus grands groupes de la population microbienne du
sol, Le mot Actinomycétes provient de deux substantifs grecs et signifie (champignon

rayonnants), ou (champignon a rayons).

Dans cette présente ¢tude, nous nous sommes propos¢ d’étudier les aspects Morphologiques,
physiologiques et la mise en évidence de I’activité antimicrobienne des isolats
d’actinomycetes d’origine marine qui ont été isolait & partir des sédiments marins de I’une des

cotes algérienne plus précisément de Mostaganem.

Pour atteindre cet objectif, le travail a été divisé comme suit Des observations
morphologiques, suivie des tests physiologiques, et biochimiques des différents isolats
d’actinomyceétes. Les colonies obtenus sont de tailles petite, moyenne et grande, avec des
formes variables (lisse, bombé, aplatie), possede un mycelium végétatif (mycélium aérien) se
colore en (jaune, marron, blanc etc..). L’examen microscopique révele que les bactéries sont

de Gram positif.

L’étude physiologique et biochimiqueafinde déterminer leur capacité a se développer en
Présence de différentes sources de carbone, de métaux lourds, Ainsi qu’en présence de
différentes concentrations en Na ClI, de pH et de croissance a différentes température.
L’activité antagoniste. Ainsi que la production et I’extraction des molécules bioactives a
permis 1’obtention des extraits méthanoliques nécessaire a I’évaluation de 1’activité
antagoniste par la méthode des puits, cylindre agar et diffusion par disquesa 1’égard de 5
souches microbiennes a savoir Staphylococcus aureus avec ATCC6538,Bacillus Subtilis avec
ATCC6633,E. coli avec ATCC8739, Pseudomonas aeruginosaavec ATCC9027, et Candida
albicans de ATCC10231. Les résultats montrent que tous les extraits bruts testés possedent
une Activité antimicrobienne vis-a-vis des germes cibles testés.
Toutefois, cette étude est le point de déepart pour approfondir et caractériser les propriétés des
actinobactéries ayant des capacités antimicrobiennes ; de plus, ces informations pourrait étre
utilisés dans 1’élaboration d’un programme de recherche afin d’identifier et de sélectionner
des isolats performants des fins thérapeutiques.
Au final, plusieurs perspectives peuvent étre proposées :

e Sélection des bactéries productrices de peptides antimicrobiens. Ces peptides seront

isolés et caractérisés structuralement.
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e Pour une meilleure optimisation des mécanismes d’interaction: actinobactéries-
bactéries indicatrices, on peut envisager :
- D’étudier la distribution de ces especes dans différents écosystemes.

- Réaliser de nouveaux tests in vitro et in vivo avec une quantité élevée d’extrait.
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Annexe 01 : Appareillages et verreries

Appareillage

verreries

Autre matériel

-autoclave
-Bain marie

-Microscope optique

-Becher
-Boite de pétrie

-tube a essais

-Micro pipette
-Pince en platine

-Etuve -Erlenmeyer -Anses de platine
-Balance -Lame et lamelles -Tube Eppendorf
-Réfrigérateur -Flacons -Spatule

-Bec bunsen

-pH-meétre - Eprouvette -Portoir pour les tubes
-Vortex - -Baro-Magnétique
-Spectrophotometre -Ecouvillons
Annexe 02 :

2-1 Milieux de culture d’identification

Starch Casein Agar (SCA)

AMiIdOoN... ..o 10g

(0= 1 =] 1T 0,3g

KNOSB... 2g

NACL.. i 2g

K2HPOA... .o 2g

MESO4, 7H20 ... 0,05g

CaC03. i 0,02g

FESO4, TH20 c.uniiiiiiiiiii e, 0,01g

Al i 18¢g

'eau distillée .....ccovveiiieeiiiiiiiie e 1000ml

PH e 7,4+0,2

Gausse



K2HPOA... .ooiiiiiiiiiiiiiiiiiivvsvvsevesvesavesevaevasaaeassneenenes 05g
1= - P PPPPP 0,5g
NACL.. oo 05¢g
I 7 P PPPPN 0,01lg
< | PP 20g
'eau distillée .........ccovvviiiiiii e, 1000ml
0] 7,410,2
Milieu ISP2

GlUCOS e ittt 4g
Extrait de levure... ...vviiiiii s 4g
Extrait de malt... ... 10g
Al 20g
Feau distillée ......cccoooieeii s 1000ml
0] = 7,210,2

2.2 milieux d’Etude biochimique

. Dégradation de I'amidon (Marchal et Bourdon, 1987)

AMIdON... .o 10g
GEéloSe NULNILIVE ....cceeviii e 2,8¢g
Eau distillée ......oooooiiiiiiii 100 mL
DH e ettt ettt ettt ettt 7,5

. Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1987)
GElAtINE... .o 0,4g
GElOSE NULILIVE ....coeviii e 2,8¢g
Annexes

Eau distillée .....coiiiiiiiii e, 100 mL
DH ettt ettt ettt 7,5

. Dégradation de la tyrosine (Goodfellow, 1971 ; Gordon et al, 1974)
TYFOSING oo 04g
GEloSE NULTITIVE ...cvviiii i, 2,8¢g



.Dégradation des sucres

TSI (Triple Sugar Iron)

Extrait de levure... ...vviiiii s 3g
Extarit de viande...........ouvviiiiii s 3g
PepPIONe. .. 20g

Chlorure de soduim.........cccovviiiiiiiii 5g

Thisufate de soduim .........ceiiiiii 0.3g
Citrate de fer (1) ..o 0.3g
Rouge de phénol ... 24mg
Agar agar bactériologique.........coovieiiiiiii i 9g

3. Sensibilité aux différents agents chimiques
Glucose-Yeast Extract-Agar (G.Y.E.A)

Extrait de levure... .....oooiiiiiiiiiii 10g
GlUCOS ... e e 10g
Al . i 18¢g

PH e 6,8

4-milieux pour I'activité antimicrobienne

-Mueller-Hinton (Williams et Kuster, 1964)

Extrait de viande .........cccooeiiiiiiiii 2g
Hydrolysat acide de caséine..........cccoeeveevveviiineeieninnnnnnn, 17,5¢g
AMiIdON... ..o 1,5¢g

Al .. i 10g

'eau de distillée ......ouvvveeeeeeeiiiiicee e, 100ml



-Gélose nutritive (GN)

Extrait de viande........ccccooi i lg
Extrait de levure... ....cooiiiiiiii 2g
Peptone. ... 5g
NACL.. o 5¢g
AN .. 15¢g
"'eau distillée ....ccceveeeeeeeeieeeeeeeeeeee e, 100ml
PH e 7,4+0.2

I'ajustement de PH des milieux de cultures s’effectué a I'aide d’une solution de
NaOH ou HCL

NaOH :10g NaOH de dans 250ml d’eau distillée.
HCL :200ml d’HCL dans 16.4ml d’eau distillée.

-Eau physiologique

Colorants

Violet Gentiane

Violet Gentiane ......cooeeevvviiiiiieiiiiiee e, 1g
Ethanol........uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 10ml
Phénol......cccoooiiiiiii e 2g
Eau distillée .......uvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 100ml

La solution de lugol

lodure de potassium........c.ccevvvviiiieriiiiinieenennn, 2g
lode métalloide [2.........cccooeeviiiiiiiiiii e, 1g
Eau distillée ........cooovririiiiii, 100ml

La solution de fuchine
Fuchine basique.........cccccccveiiiinnicc, 10g

PRENOI ..., 50g



Ethanol . ..o 100ml

Eau distillé

-Butanol
-Ethanol

-Methanol

Solvants

Tableau 1 : Résistance ou la sensibilité de isolats d’actinomyceétes en différents

antibiotiques apres 7jours

ATB Benzyle- Céfazoline AMOXICILLINE | Pénicilline Gentamicine
pénicilline (2) (3) (4)

Souche (1)
ZA2m R R R R R
ZA2m R S (27mm) S (18mm) S (20mm) S (45mm)
ZA3 10-1 R R S (22mm) R S (46mm)
Sm3m R R S(10mm) S(20mm) S(45mm)
S2 10-2 R S(10mm) S(20mm) R S(40mm)
S2 10-2 R S(30mm) S(25mm) S(20mm) S(50mm)
M1 10-1 R S (27mm) S(18mm) S(20mm) S(45mm)
S$210-3 R S (3.5mm) S(18mm) S(19mm) S(50mm)
ZA2 10-1 S(28mm) S’'(14mm) S(16mm) S(12mm) S(50mm)
ZA110-3 S(20mm) S(25mm) S(10mm) S(10mm) S(4mm)
$210-1 N R S(30mm) S(19mm) R S(45mm)
ZA110-1 S(25mm) S(20mm) S(10mm) S(10mm) S(40mm)
ZA2 10-3 S(26mm) S(10mm) S(20mm) S(20mm) S(20mm)
ZA2 10-1 R R S(35mm) S(30mm) S(50mm)
M1 10-1 S(10mm) S(2mm) R R S(3mm)0
S2 10-1 R S(45mm) S(38mm) S(32mm) S(50mm)
S2 10-1 S(20mm) S(20mm) S(2mm) S(10mm) S(40mm)




ZA3 10-2 S(30mm) S(14mm) S(30mm) S(16mm) S(46mm)
ZA3 10-2 S(24mm) S(14mm) S(26mm) S(14mm) S(40mm)
Sm3 10-2N R S(35mm) S(18mm) S(19mm) S(50mm)

Figure 43 : les extraits utilisés
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