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Résumé

Une étude approfondie a été menée afin d’explorer la diversité microbienne et ce de 4 régions
distinctes de la région centre d’Algérie (wilaya de Alger) a travers I'analyse du sol marin. Un
prélevement sélectif a été employé pour I’isolement des actinomycétes, des bactéries qui sont
connues pour leur r6le important dans la production de métabolites bioactifs. Nous avons obtenu
un total de 233 isolats d'actinomycétes que nous avons soumis & des traitements physiques
(chaleur) et chimiques (ajout de CaCO3) pour améliorer leur qualité. Nous avons ensuite
entrepris des tests physiologiques et biochimiques approfondis pour étudier les capacités
métaboliques des actinomyecetes, en particulier leur aptitude a dégrader différents substrats tels

que l'amidon et la caséine métaux lourd.

Gréace a l'utilisation des inocula des différents isolats, nous avons produit quatre extraits, et avons
évalué leur activité antibactérienne contre plusieurs souches pathogénes courantes, notamment

E. coli, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis et Candida albicans.

Les quatre extraits obtenus a partir des isolats des actinomycetes ont présenté une activité

antimicrobienne plus ou moins importante contre les germes-testés utiliser.

Dans l'ensemble, cette étude a permis de mieux comprendre la diversité microbienne des sols
marins de la wilaya de Alger, et a mis en évidence le potentiel des actinomycétes isolés pour la
production de meétabolites bioactifs ayant des propriétés antibactériennes. Ces résultats
pourraient avoir des implications importantes dans la recherche de nouveaux antibiotiques

naturels pour lutter contre les infections bactériennes résistantes aux médicaments.

Mots clé : actinomycétes marin, activité antimicrobienne, molécules bioactives.



Abstract

An in-depth study was conducted to explore the microbial diversity of 4 distinct regions of the
central region of Algeria (wilaya of Algiers) through the analysis of the marine soil. Selective
sampling was used for the isolation of actinomycetes, bacteria that are known for their important
role in the production of bioactive metabolites. We obtained a total of 233 isolates of
actinomycetes that we subjected to physical (heat) and chemical treatments (addition of CaCO3)
to improve their quality. We then undertook in-depth physiological and biochemical tests to
study the metabolic capacities of actinomycetes, in particular their ability to degrade different

substrates such as starch and heavy metal casein.

Thanks to the use of the inocula of the different isolates, we produced four extracts, and
evaluated their antibacterial activity against several common pathogenic strains, including E.

coli, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis and Candida albicans.

The four extracts obtained from the isolates of the actinomycetes showed a more or less

important antimicrobial activity against the germs-tested to be used.

Overall, this study made it possible to better understand the microbial diversity of the marine
soils of the wilaya of Algiers, and highlighted the potential of isolated actinomycetes for the
production of bioactive metabolites with antibacterial properties. These results could have
important implications in the search for new natural antibiotics to fight drug-resistant bacterial

infections.

Key words: marine actinomycetes, antimicrobial activity, bioactive molecules.
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Introduction



Les micro-organismes, qui sont des organismes vivants de taille microscopique, ont une
existence trés ancienne sur Terre. (Dans la nature, aussi bien dans les sols, les eaux douces et
salées, les écosystémes terrestres que marins, et méme dans les corps humains et animaux). Donc
une importance cruciale dans de nombreux domaines, surtout la biotechnologie et leur étude

continue a étre un sujet de recherche actif dans les sciences de la vie.

L’actinomyceéte jouent un role important dans I’environnement et dans diverses industries ; grace
a leur capacité a produire des antibiotiques ; des enzymes et a dégrader les matieres organiques et

des composants bioactifs. Cependant leur potentiel pathogéne doit egalement étre pris en compte.

Les actinomycétes ont une influence antibactérienne, antifungiques et aussi antitumoraux
(Basilio, et al., 2003).

Actuellement le probléme majeur qui se pose c’est I’apparition des bactéries résistantes ; cela a
conduites les chercheurs a se concentrer sur la recherche des nouvelles souches « actinomycéte

marines » productrices d’antibiotiques.

Parmi les antibiotiques sécrétés par les actinomycétes sont :la streptomycine, la néomycine, le
chloramphénicol et les tétracyclines.

En plus, les actinomycétes ont une capacité de fertilisée le sol grace a leur capacité de dégrader

la matiére organique.
Le genre Streptomyces représente environ 70 a 90 % des actinomycetes.
Cette étude se divise en de trois parties essentielles :

1. Une synthese bibliographique qui résumera les données bibliographique des
actinomycetes et leurs activités antimicrobiennes et le métabolite secondaires des

actinomycetes.

2. Une partie expérimentale qui compile tous les méthodes et les matériels utilisées pour

réaliser le travail.

3. Les résultats et discussions qui sont rassemblées et présentées :
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Au cours de cette étude, les échantillons de sols marins ont été prélevés a partir de quatre
régions d’Alger : Mazafran et Ain el Benian et Sidi Fredj et Sablette et Staoueli, afin d’isoler les
souches d’actinomyceétes.

Les caractéristiques morphologiques et physiologiques et chimiques ont été étudiés dans le but
d’identification des isolats des actinomycétes sélectionnés. Ceci met en évidence la capacité
d’isolats des actinomyceétes de lutter contre les bactéries pathogénes et de produire des
antibiotiques, ce qui souligne leur potentiel en tant que source de nouveaux antibiotiques et

médicaments.
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1. Historique

Les actinomyceétes ont été étudiés et classés dans diverses périodes historiques, en particulier :

Période de découverte des actinomycetes de 1877 a 1900. Sous le nom de Streptothrix foersteri,
Ferdinand John a signalé la premiere observation d'actinomycetes en 1875. En 1877, Harz a
étudié et décrit Actinomyces bovis, ce qui le désigne comme le deuxieme actinomycéte a porter
ce nom. (Waksman, 1959).

Durant la période de classification des actinomycetes de 1900 a 1940, plusieurs scientifiques ont
identifié et décrit les différentes espéces d'actinomycétes ainsi que leur habitat. Parmi eux il y a
Paul Vuillemin et Jules Bordet. (Mariat & Sebald, 1990).

Pendant la période de développement de la biologie moléculaire (1940-1970) : I'étude des genes
et des enzymes impliqués dans la biosynthese de nombreux antibiotiques produits par les
actinomycetes ont commencé. Y compris Selman Waksman qui a notamment découvert la
streptomycine en 1943. (Schatz, et al., 1944).

Au cours de la période allant de 1970 a 2000, les scientifiques ont découvert de nombreux
antibiotiques cliniqguement importants, tels que la vancomycine, I'érythromycine, la rifampicine,
la gentamicine et la tétracycline, Ce fut la période de découverte et de développement de
nouveaux antibiotiques plus efficaces produits par les actinomycetes. (Okami & Hotta, 1988).

Depuis 2000, une période de recherche est sur l'utilisation des actinomycetes pour des
applications industrielles. L’étude des interactions entre les actinomycétes et d'autres micro-
organismes dans le sol et dans d'autres environnements naturels a commencé (Traxler &
Roberto, 2015).

2. Définition

Le mot actinomycete est dérivé des mots grecs "aktis" et "mykes", qui signifient respectivement
rayon et champignon. Cette combinaison décrit les bactéries filamenteuses et ramifiées qui

ressemblent a certains champignons (Das, et al., 2008).

Les actinomycetes ou les actinobactéries sont des bactéries a gram positif, aérobies,

symbiotiques, ils obtiennent leurs nutriments généralement par un métabolisme hétérotrophe ou

~4~
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par chimioautotrophe (Schmidt, et al., 2019). Ayant un coefficient de Chargaff compris

géneralement entre 60 et 70% (Lechevalier, et al., 1971).

Qu’il se caractérisé par leur morphologie filamenteuse et leur capacité a produire des spores.la
croissance donne lieu généralement a des colonies circulaires constituées d’hyphes ; ces bactéries
sont largement distribuées dans le sol et les environnements aquatiques (Embley &
Stackebrandt, 1994).

Ces bactéries sont également connues pour leur capacité a synthétiser de plusieurs antibiotiques,
antitumoraux, antiviraux, immunosuppresseurs et autres composés bioactifs (Subramani &
Aalbersberg, 2012).

Ces bactéries sont ubiquistes et on les retrouve dans tous les écosystemes, notamment dans les
environnements marins et cétiers. Ils ont une morphologie filamenteuse similaire a celle des
actinomycetes terrestres, mais ont développé des adaptations pour résister aux conditions salines

et aux fluctuations de la température de I'eau de mer (Singh, et al., 2013).

Les actinomycetes ont été considéré comme une branche intermediaire entre les bactéries et les
champignons, contrairement a ces derniéres les actinomycétes ont des parois cellulaires
peptidoglycanes et la capacité de résister aux agents antibactériens. Néanmoins, les
actinomycetes et les champignons partagent certaines propriétés similaires telles que la

production d’un mycélium aérien et les conditions de croissance (Waksman,1950).
3. Taxonomie et critéres d’identifications
3.1. Taxonomie phénotypique

3.1.1.  Criteres morphologiques

Les actinomyceétes, un groupe de bactéries filamenteuses, ont une morphologie compliquée.
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Les caracteres macromorphologiques

Selon (Flardh, 2003) les critéres macromorphologiques comprennent :

La formation de mycélium: Les actinomycetes formant des filaments ramifiés appelés
mycelium au cours de leurs développements ; ce dernier peut étre divisé selon la différence

morphologique et fonctionnelle en deux :

— Mycélium du substrat (ou mycélium végétatif) se développe a la surface du
milieu de culture. Le role principal du mycélium du substrat est I’absorbation des

nutriments nécessaires pour la croissance des actinomycetes.

— Myceélium aérien est I’hyphe que le mycélium du substrat développe a un stade

particulier, et pousse dans I’air (LI, et al., 2016).

La pigmentation : Certaines espéces d’actinomycétes sont pigmentées, ce qui facilite leur

identification.

La texture de la colonie: Les colonies d’actinomycétes peuvent avoir une variété de

textures, y compris granuleuse, poudreuse et liquide.

La formation de pellicule : Quelque actinomycetes ont la capacité de formation des films a

la surface du milieu de culture.

Production des spores : Les actinomycetes sont capables de produire une grande variété de
types de spores, y compris des spores aériennes et des spores de surfaces. Les spores sont
endospores, parmi les criteres morphologiques utilisés pour la reconnaissance des

actinomycetes est la formation des spores.
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Figure 1: Coupe transversale d'une colonie d’actinomycétes montrant la morphologie

d'actinomyceétes et mycélium du substrat et mycélium aérien (L1, et al., 2016)
Les caracteres micromorphologiques

Les criteres micromorphologiques des actinomycetes incluent les caractéristiques de la structure

cellulaire et la morphologie des spores (Schaal & Zellner, 2006) :

La présence de filaments septés: Les cellules des actinomycétes sont habituellement

allongées et ramifiées en filaments septés.

La forme des spores: Les actinomycetes peuvent produire des spores de différentes
formes telles que les spores sphériques, les spores en forme de tonneau et les spores

allongées.

La paroi cellulaire : Les actinomycétes ont souvent une paroi cellulaire épaisse qui peut

étre colorée par des méthodes de coloration différentes.

En résumé, parmi les caractéristiques morphologiques qui sont essentielles a la classification des
actinomycetes : Les modes de croissance du mycélium du substrat, la position des spores, leur

nombre, leurs structures de surface, la forme de sporanges,

~7~
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3.1.2.  Criteres physiologiques

] pH : Le pH optimale pour la croissance des actinomycétes varie selon les espéces.

Cependant, la plupart des actinomycétes peuvent se développer dans une large gamme de pH
allant de 5,0 4 8,0.

Plusieurs études ont montré que certaines espéces d'actinomycetes peuvent tolérer des conditions
de pH extrémes. Par exemple, les espéces de Streptomyces griseus peuvent survivre a des
conditions allant jusqu'a pH 10,5 (Thurma & Singh, 2011).

D'autres études ont également montré que le pH peut influencer sur la production de métabolites
par les actinomycetes. Par exemple, une étude a révélé que le pH joue un rdle important dans la
production d'antibiotiques par l'actinomycete Streptomyces coelicolor, avec une production

optimale d'antibiotiques a pH 7,0 (Bucca, et al., 2010).

En résumé, le pH de croissance optimal des actinomycétes varie selon les especes, mais la
plupart des actinomycetes peuvent se développer sur une large gamme de pH. Le pH peut

également affecter sur la production de métabolites par les actinomyceétes.

° Température : Généralement, la plupart des actinomycétes sont mésophiles, mais

certaines espéeces sont thermophiles.

Les actinomycetes thermophiles tolérent a une température allant jusqu’a 60°C (Ensign, et al.,
1993). Il s'agit principalement de genres d'actinomycetes thermogéniques qui produisent des
spores résistantes a des températures de 90°C. Les Streptomyces comprennent également
Streptomyces thermophiles, comme Streptomyces thermophilus ou encore psychrophiles
(Djaballah, 2010).

La température de croissance optimale des actinomycétes marins varie également selon les
especes, mais la plupart des actinomycetes ont une gamme de température entre 20°C et
37°C.Cependant, certaines especes peuvent tolérer des températures extrémes. Par exemple,
I'espece Streptomyces thermocarboxydus, isolée de sources hydrothermales, peut croitre a des

températures allant jusqu'a 60 °C (Kim, Falconer, Williams, & Goodfellow, 1998).
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Une autre étude a montré que I’actinomycéte marine Salinospora tropica qui produit des
métabolites pouvant étre utiles dans la découverte de medicaments a des tempeératures de

croissance optimale comprises entre 28 et 30 °C (Jensen, et al., 2005).

En résumé, les températures optimales de croissance des actinomycétes marins varient selon les
espéces, mais la plupart ont une plage de températures optimale de croissance comprise entre 20
et 37 °C. Cependant, certaines especes peuvent tolérer des températures extrémes allant jusqu'a

60 °C.

° L’oxygeéne : Les actinomycétes marins sont des micro-organismes bactériens qui se
trouvent dans les environnements marins et produisent une grande variété de composés bioactifs.
La plupart des actinomycétes marins sont aérobies stricts, c'est-a-dire qu'ils ont besoin d'oxygéne
pour survivre et se développer. Cependant, certaines souches peuvent également étre anaérobies
facultatifs ou microaérophiles, selon les conditions environnementales. Streptomyces coelicolor
est une actinobactérie capable de synthétisé le nitrate réductase, qui est fonctionnelle sous les

conditions limitant d’oxygene (Sawers, et al., 2016)

La plupart des souches d'actinomycetes marins appartenant au genre Streptomyces étaient
aérobies, tandis qu'une souche appartenant au genre Micromonospora était aérophile (Carro, et
al., 2013).

Les actinomycétes marins sont principalement aérobies stricts, mais certains peuvent également
étre anaérobies facultatifs ou microaérophiles, selon les conditions environnementales. Leur
capacité a produire une large gamme de composés bioactifs les rend trés prometteurs pour la

recherche de nouveaux médicaments et produits pharmaceutiques.

) La tolérance en Nacl : En ce qui concerne leur tolérance au NaCl, les
actinomycetes marins sont connus pour étre capables de se développer dans des conditions de
salinité élevee. Une étude a été menée sur l'actinomycete marin Streptomyces sp. DA11 isolé des
sédiments de la mer de Chine (Han, et al., 2009). Les résultats ont montré que cette bactérie était
capable de tolérer des concentrations élevées de NaCl (jusqu'a 15% NaCl), grace a une
accumulation de solutés compatibles tels que la proline et la glycine-bétaine. De plus, I'étude a
identifié plusieurs genes impliqués dans la tolérance au sel chez cette bactérie (Jiang, et al.,
2011).
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Salinispora sp sont des actinobactéries qui peut étre tolérer des niveaux éleves de NaCl (jusqu'a
8% NaCl) et de produire une variété de composes bioactifs tels que des antibiotiques et des
antioxydants. Plusieurs genres impliqués dans cette famille sont halophiles (Romane-Ponce, et
al., 2020).

Plusieurs especes d'actinomycétes sont halotolérants, c'est-a-dire elles sont capables de tolérer
des niveaux élevés de NaCl de 15% jusqu'a 20 % NaCl, et que ces bactéries etaient capables de
produire une variété de composés bioactifs (Jiang, et al., 2006) . Cette variété au niveau de la
tolérance de NaCl donne la capacité pour les actinomycetes de produire une large gamme des

composés bioactifs, ce qui en fait une source potentielle de nouveaux médicaments.

° L’activit¢ du I’eau (Aw) : La croissance et la production de métabolites des
actinomycetes marins influencer par 1’activité de 1’eau (Aw). Cependant, les valeurs optimales
d’Aw de ces bactéries peuvent varier en fonction des especes d'actinomycétes marins. Les
valeurs d’Aw peuvent allant de 0,877 a 0,895. (Stevenson & Hallsworth, 2014)

Une autre étude montre que les streptomycetes capables de se développer au taux d’activité
d’eau bas, la germination des spores et la croissance de ces bactéries peut ce fait au Aw = 0.5
(Doroshenko, et al., 2005)

En résumé, les actinomycetes ont des valeurs d’Aw qui peuvent varier en fonction des souches,
mais des niveaux d'Aw plus élevés peuvent également étre bénéfiques pour la production de

métabolites d'intérét.

° Matiere organique : Plusieurs études ont examiné la relation entre le taux des

actinomycetes marins et le taux de matiéres organiques dans les écosystemes marins.

Autre étude montre que les actinomycétes peuvent dégrader la matiére organique et utilisée la

comme source de carbone et d'énergie (Bhatti, et al., 2017).

De plus, ces bactéries essentiellement trouvant on association avec les plants et sol, et ont un

grand potentiel en tant que biofertilisants (Parada-Pinilla, et al., 2021)

En résumé, les études suggérent qu'il existe une relation entre le taux des actinomycetes et le
taux de matiéres organiques dans les écosystéemes. Les actinomycetes marins peuvent utiliser les

matiéres organiques comme source d'énergie. De plus, les actinomycétes marins peuvent
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également jouer un r6le important dans le recyclage des matiéres organiques dans les

écosystémes marins.
3.2. Taxonomie moléculaire

Les méthodes de biologie moléculaire devenu les plus récentes utilisées dans la classification des
actinomycetes et la détermination des especes, parmi ces méthodes d’analyse moléculaires il y a
le séquencage d’ARN ribosomique 16S (Zhi, et al., 2009), I’hybridation ADN-ADN (Goris, et
al., 2007), et le détermination de pourcentage de C+G % ( le coefficient de Chargaff des
actinomycetes généralement compris entre 60% et 70 %) (Lechevalier, et al., 1971).

Tableau 1: Les valeurs de G+C% de quelques genres d'actinomycétes (Goodfellow, et al.,
2012)

Genre C+G (mol %)
Actinomyces 55a71
Actinopolyspora 64 a 68
Nocardia 63a72
Rhodococcus 63a73
Salinispora 69.4 a 69.5
Streptomyces 66 a 78

4. Classification des actinomycetes

Les actinomycétes ce sont des micro-organismes procaryotes appartenant aux Actinobacteriaceae

fondées par Buchanan en 1917.

La systématique bactériologique des actinomycetes marins est basée sur des caractéristiques

morphologiques, physiologiques, génétiques et moléculaire.

Selon manuel de bactériologie systématique de Bergey, Actinobacteria divisé en 6 classes
(Goodfellow, et al., 2012).
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Tableau 2: Classification du phylum d'actinobactérie (Goodfellow, et al., 2012).

Domain

Phylum

Classe

Ordre

Famille

Bactéria

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales
Actinopolysporaies
Bifidobacteriales
Catenulisporales

Corynebacteriales

Frankiales

Glycomycetales
Jiangellales
Kineosporales

Micrococcales

Micromonosporales
Propionibacteriales
Pseudonocardiales
Streptomycetales

Streptosporangiales

Actinomycetaceae

Actinopolysporaceae

Bifidobacteriaceae

Catenulisporaceae, Actinospicaceae
Corynebacteriaceae, Dietziaceae,
Mycobacteriaceae, Nocardiaceae,
Segniliparaceae, Tsukamerullaceae,
Frankiaceae, Acidothermaceae,
Cryptosporangiaceae,
Geodermatophilaceae, Nokamurellaceae
Glycomycetaceae

Jiangellaceae

Kineosporaceae

Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,
Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae,
Dermacoccaceae, Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Micobacteriaceae, Promicomonosporaceae,
Rarobacteriaceae, Ruaniaceae,
Sanguibacteraceae
Micromonosporaceae
Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae
Pseudonocardiaceae

Streptomycetaceae
Streptosporangiaceae, Nocardiopcaceae,

Thermomonosporaceae
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Incertae sedis

Acidimicrobiia

Acidimicrobiales

Acidimicrobiaceae, Lamiaceae

Coriobacteriia

Coriobacteriales

Coriobacteriaceae

Nitriliruptoria

Nitriliruptorales

Euzebyales

Nitriliruptoraceae

Euzebyaceae

Rubrobacteria

Rubrobacterales

Rubrobacteraceae

Thermoleophilia

Thermoleophilales

Thermoleophilaceae

Solirubrobacterales | Solirubrobacteraces, Conexibacteraceae,

Patulibacteracea

5. L’habitat des actinomycétes marins et leur distribution dans le nature

Les actinomycétes marins également trouvant dans les biotopes marins, cependant ces
bactéries sont reconnues par leurs capacité de la production des substances bioactifs uniques,
qui ont fait preuve d’un fort potentiel dans la découverte de nouveaux médicaments et
enzymes, malgré leur abondance et leur diversité soient généralement moins étudiées par
apport les actinomycetes terrestres. L’isolement des actinomycetes marins peut étre fait a
partir une large variété d’environnements marins, y compris les sables cotiers, les sediments
marins, les éponges de mer... (Bull & Stach, 2007). Elles sont propagées dans différent
biotopes (air, composts, eau, fourrages, fumiers, grains, canne a sucre, etc.), On en trouve
ainsi dans ’extréme nord, les lacs salés, les tropiques, et les déserts (Lacey, 1973) et peut
trouver dans le pétrole les sols hautement contaminés avec les métaux lourds (Silini, et al.,
2022).

Les actinomycétes marins produisent également des enzymes qui dégradent les parois
cellulaires des algues et contribuent a la libération d’éléments nutritifs dans 1’environnement
marin.

En outre, les actinomycetes marins peuvent également jouer un réle dans la protection des
écosystémes marins contre les maladies en produisant des composés bioactifs qui inhibent la
croissance de pathogenes (Sun, et al., 2016). Et surtout leur rdle actif dans les cycle

biogéochimiques marins (Kumar, et al., 2014).
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Tableau 3: La répartition des actinobactéries dans la nature.

Milieu Exemple d’habitats Genre actinobactéries

Sol Terres agricoles, foréts, Streptomyces, Micromonospora,
prairies, déserts, toundra Nocardia, Actinoplanes

Eau douce Lacs, rivieres, étangs, marais | Actinomadura, Actinoplanes,

Microbispora, Nocardia

Eau Salée Océans, mers, lagunes, Streptomyces, Salinispora,
estuaires Micromonospora

Plants Plantes Racines, feuilles, Streptomyces, Micromonospora,
tiges, fleurs Nocardia, Actinoplanes

Animaux Peau, intestins, sols Actinobaculum, Bifidobacterium,

Corynebacterium, Mycobacterium

6. Cycle de développement des actinomycetes
La cycle de développement peut étre varier selon 1’espéces des actinomycetes, on peut divisée la

on trois grades étapes selon (Klieneberger-Nobel, 1947) :

e Germination des spores : les spores des actinomycétes sont une forme de résistance, qui
trouvent de fagon libre dans I’environnement, lorsque les conditions environnementales

devient favorables les spores germent et forment des filaments hyphales.

e Formation des mycéliums: les filaments hyphales se développent et forment le

mycelium, ce dernier croitre et former des structures en boucle.
e Formation de septum : le septum former entre les hyphes.

e Formation des spores : les spores former a partir de mycélium puis sont entourées par

une couche protectrice.

e Libération des spores : les spores sont libérées dans 1’environnement dans les conditions

défavorables.
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7. L’importance des actinomycetes

Les actinomycetes ce sont des bactéries filamenteuses largement distribués dans
I’environnement, ces derniéres ont une importance dans la dégradation de la matiere organique et
méme aussi dans la fertilité de sol (Bhatti, et al., 2017). Les actinobactéries capable de produire
des composés bioactifs, qui ont appliquées a 1’agriculture, médecine et industrie.

En agriculture, I’azote atmosphérique est capable de fixer dans le sol par les actinomycetes, ce
qui peut réduire la quantité des besoins en engrais a base de produits chimiques. En plus les
actinomycetes produisent des antibiotiques et des pesticides organiques qui peuvent étre utilisés
pour le traiter les maladies des plantes et les ravageurs. (Silva, et al., 2022).

En médecine, les actinomycétes produisent de nhombreux antibiotiques importants, tels que la
streptomycine et la tétracycline, qui sont utilisés pour le traitement contre les infections
bactériennes chez I’homme. En outre, les actinomycetes produisent également des composants
anticancéreux et immunomodulateurs qui sont utilisés dans le recherche et I’étude en oncologie

(Osama, et al., 2022).

En industrie, certaines enzymes capables de décomposer des déchets organiques sont produit par

les actinomycetes.
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Figure 4: Application des actinomyceétes (Jagannathan et al.,2021).
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1. Définition des antibiotiques

Chapitre 11 |

Les antibiotiques sont des composées naturelles ou synthétisé par des microorganismes ont une

action bactericide (tuent les bactéries) ou bactériostatique (inhibent la croissance des bactérie).

IIs fonctionnent sur processus métaboliques particuliers dans les cellules bactériennes, tels que la

synthése de la paroi bactérienne (Davies & Davies , 2010) .

En 1928 Alexander Fleming découvert le premier antibiotique qui est la pénicilline, c’est la

découverte la plus importante en médecine au 20°™ siécle, mais 1’utilisation massive déclenche

la résistance des bactéries aux antibiotiques.

2. Modes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules qui agissent en empéchant la croissance bactérienne en

défirent modes d’action, ils peuvent agir a différents niveaux (Kapoor, et al., 2017), notamment

par :

Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne : pénicillines, céphalosporines.

Désorganisation de la membrane plasmiqgue, ou bicouche lipidique : polymixines.

Inhibition de la synthése protéique en ciblant les ribosomes : streptomycine, tétracyclines,

chloramphénicol.

Inhibition de la synthése de I’ADN : quinolones.

Mambrane

pebieiat ADN gyrase

Espace Quinolones
Periplasrmiaues 4
PBiactamascs

£

Synﬂ;;.se {a‘!

----- S ACR

v - - AN
< > =

/ FACIGc paras
P Ainobenzold
o

/ Aminoglvcosides
I ChMacrolidée:—:.
hloramphenicol
FPeptidogiyeane Cundagycine
Totracychines
Lincomycinas

Er

=
= oy

Syathese d'ARN

&0 :
3 G
/ s § - .t" e s
v Symihese protéique i
r" 7 ARN
= = polymerasc
rMatabolisme ' ir
a5 1 Aciar Folique 7 Ansamycines
Trinmcéthoprime r
Sulfamides £ Inhibiteurs
e de la synthése proteique

Synthese
de fa parol
B-laciamines
Glycopeptides

Inhibition de la synthése de folates : sulfamide.



Synthese bibliographique

Chapitre II

Figure 5: Les principaux modes d'actions des antibiotiques (Davies & Mazel, 1997)

3. Classification des antibiotiques

Classification des antibiotiques se fait selon la nature I’origine, mode action et la nature

chimique :

Tableau 4: Classification des antibiotiques (antibio-responsable.fr)
Familles Exemple Mode d’action
Bétalactamine Amoxicilline

Fosfomycine

Fosfomycine

Inhibition de la synthése
d’enveloppe bactérienne

Glycopeptides Teicoplanine
Lipopeptide Daptomycine
Polymyxines Polymyxine

Aminosides Gentamicine

Macrolides et apparentes

Erythromycine

Phénicoles

Thiamphénicol

Inhibition de la synthése des
protéines
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Cyclines Minocycline
Acides fusidiques Acide fusidique
Oxazolidinones Tedizolid
Quinolones Ofloxacine
Inhibition de la syntheése des
Quinoléine Hydroxyquinoléine acides nucléiques
Mupirocine Mupirocine
Sulfamide Sulfadiazine Inhibition de la synthese de
I’acide folique

4. Les antibiotiques produit par les actinomycetes

Les actinomyceétes produisant environ 70% des antibiotiques (Newman, et al., 2003).
Le métabolisme primaire de la souche productrice généralement lié a la production microbienne
de métabolites secondaire. Ces métabolites secondaires bioactifs sont synthétisés a partir

d’intermédiaires en fin de métabolisme primaire (Olano, et al., 2008).

Tableau 5: Quelques antibiotiques produit par les actinomyceétes.

Espéces Antibiotiques Références
Micromonospora purpurea Gentamicine (Escalante, et al., 1992)
Streptomyces aureofaciens Tétracycline (Marjorie, et al., 1960)
Actinoplanes arizonaensis Arizonines Al et B1 (Karwowski, et al., 1988)
Streptomyces griseus Streptomycine (Schatz, et al.,1944)
Streptomyces lactamdurans Cephamycine C (Jacks, et al., 1980)
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Actinomadura rubra Maduramycine (Terekhova, et al., 1991)

Micromonospora Fortimicine A (Ohta & Hasegawa, 1993)

olivasterospora

Nocardiopsis dassonvillei Kahakamides A-B (Schumacher, et al., 2001)

5. Mécanisme de production des antibiotiques par les actinomycetes

Les actinomycetes sont caractérisés par leur capacité de produire des antibiotiques, cette

production passe par plusieurs étapes y compris (Netzker, et al., 2018):

e Production des précurseurs par la vois métabolique primaire ou par vois métabolique
secondaire.

e Les conditions environnementales sont controlées 1’activation des génes impliquants dans

la production des actinomycetes.

e Les protéines qui sont lient & I’ADN sont contrdlées 1’expression des génes impliquants

dans la synthese des antibiotiques.
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1. Objectif:

Le but principal de nos recherches est d’isoler et d’identifier et distinguer les caractéristiques des
actinomycetes isolés d’origine marine des zones coticres, plus précisément de la wilaya d’Alger

en Algérie.

Afin de sélection les souches qui présentent une capacité de produire les antibiotiques.
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Figure 6 : Localisation des sites d'échantillonnage

2. Le lieu de stage :

L’¢étude expérimentale a été menée au niveau des laboratoires pédagogiques de biologie 2 et de
microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de vie de 1université Dr YAHIA FARES

a Médéa.
3. Echantillonnage :

Les échantillons de sol d’origine marine ont été collectés a partir des sites situés a la longe de la

bonde coticre de la wilaya d’Alger.

Au début de mois de février nous avons prélevé quatre échantillons.
A D’aide d’une spatule stérile, les trente premiers centimetres de la couche superficielle du sol
sont écartés. Cent a cent-cinquante (100 — 150) grammes de sol de la couche sous-jacente (30 cm

de profondeur), puis chaque échantillon sont déposés dans des boites stériles et transportés le
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plus rapidement possible au laboratoire (Pochon & Tradieux, 1962). Les échantillons sont

immédiatement conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation.

Tableau 6: Echantillonnage

Site d’échantillonnage Code d’échantillon Date d’échantillonnage
Plage El Bahdja Ain Benian | Zone | 10-02-2023
Plage Sidi Fred;] Zone I 10-02-2023
Plage Mazafran Zeralda Zone III 10-02-2023
Plage Sablette Zone IV 27-02-2023

Figure 7: Méthode d'échantillonnage (prise personnelle)
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Figure 10 : Plage Mazafran Zeralda Figure 11 : Plage Sablette

4. Les caracteristiques physico-chimiques du sol échantillonner :

4.1 Mesure de pH de sols :

Aprés 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 & Tradieux, 1962).
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5. Prétraitements des échantillons :
Le traitement des échantillons a un réle de réduire la croissance de la flore fongique et
bactérienne, afin, d’augmenté le nombre des actinobactéries contenue dans les sols (Cavala &

Eberlint, 1994). Chaque échantillon subi deux types de prétraitement :

e Le prétraitement (T 1) : Consiste a chauffer deux grammes (2g) de chaque échantillon a
60°C pendant 30 minutes (Takizawa, et al., 1993).

e 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 & 28°C (El-Nakeeb & Lechvalier, 1963).

6. Les milieux de cultures utilisés
Les milieux de cultures utilisés pour I’isolement des actinobactéries sont :
. Milieu ISP2 : (International Streptomyces Project) C’est un milieu sélectif utilisé pour
isoler et culture les actinomycetes plus spécifiguement genre Streptomyces sp grace a sa

composition adaptée aux les besoins nutritionnels de ce genre (Ara, et al., 2012).

. Milieu de gausse : est un milieu de culture a une sélectivité moyenne utilisé pour la

croissance des actinomycetes.
. Milieu SCA : est un milieu sélectif pour la croissance des actinomycétes.
. Milieu M 100%
. Milieu M 50%
7. 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 . Une série de
dilutions décimales (jusqu’a 10 ) est effectuée pour chaque échantillon. 400ul par dilution par
boite de Pétri sont étalés en surface de quatre milieux de cultures : ISP2et milieu du Gausse et
SCA et milieu M . Les boites de Pétri sont alors incubées a 28°C. Elles sont observées aprées a

partir du 3 -eme jour
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. La préparation des solutions de sol se fait par la méthode de dilutions des suspensions. La
suspension mere du sol est préparée par 1’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 mére sert a réaliser des dilutions décimales (Agath & Bath, 1963).

7.1 Ensemencement et incubation

A I’aide d’une pipette pasteur stérile sous forme de rateau ; 400ul de chaque dilution (107%a 10°®)
ont été étalee sur la surface d’un milieu gélosé. Les boites de Pétri sont incubées a 28°C pendant

7 a 14 jours. Des observations régulieres sont effectuées chaque semaine (Lemriss, et al., 2003).

7.2Purification des souches
Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies obtenues ont été repiquées et
ensemencées 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 ensemencés dans des boites pétries contenant
le méme milieu de culture, puits incubé de 2 a 7jour pour les actinomycetes (Arifuzzaman, et
al., 2010).

7.3Conservation des souches

Seules les colonies a Gram positif présentant les aspects caractéristiques des actinomycétes sont

conserves.

e Conservation des souches a court terme
La méthode de conservation des souches consiste a repiquer les souches en tube sur milieu M
inclinée (Botton, et al., 1990) . Les tubes sont incubés pendant sept jours a 28°C puis conservés
a4°C.

La souche pure doit étre conservée a 4°C pour une réalisation ultérieure des tests biochimiques,

physiologiques et la technique de fermentation.

e Conservation a long terme

Les isolats d'actinomycétes sont conservés dans une solution de glycérol a -20°C.
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8. Etude des caractérisations des actinomycetes

8.1.  Etude macromorphologique
Cette étude consiste a déterminer la forme et la taille des colonies ; la couleur des mycéliums
aeriens (MA) et de substrat (MS), la production ainsi que la couleur des pigments solubles
produits sur les différents milieux de culture. Les boites sont incubées a 28°C et les observations

sont effectuées aprés 7°m¢, 14°™ et 21°™ jour.

8.2.  Etude micro-morphologique
Les colonies d’actinomycetes sont observées sur les différents milieux cités précédemment a
I’aide d’un microscope optique a deux grossissements (X40 et X100) aprés 7 et 14 jours
d’incubation. Cette étude consiste a voire les structures et la fragmentation ou non du mycélium

du substrat (MS) et du mycélium aérien (MA), ainsi que la sporulation.

8.3.  Coloration de Gram
D’apres (William, et 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, ces frottis sont colorés, apres observation & 1’aide d’un microscope optique a
grossissements (x100), ce dernier permet de remarquer les formes morphologiques des

différentes bactéries et indiqué le Gram + et Gram-.
. Les bactéries « Gram positif » gardent leur coloration violette.

. Les bactéries « Gram négatif » décolorées par alcool, sont teintées par la fuchsine et

apparaissent roses.

L’examen, nous permet de déterminer quelques caractéres morphologiques des Actinomycetes,
concernant le type de Gram+ et des indications sur leurs formes des filaments et présence ou

absence de spores isolées (William, et al., 2010).
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8.4. Recherche de catalase

Cette enzyme permet la dégradation du H2O2 qui résulte de 1’oxydation par 1’oxygéne de 1’air :

Cette reaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution
fraiche de H202 a 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 dioxygeéne. On dit que le test catalase est positif et s’il n’y a pas de

bulles, le test est négatif (Delarras, 2014).

8.5. Test oxydase

Ce test utilisé pour déterminer la présence de 1’enzyme cytochrome ¢ oxydase, pour réaliser ce
test est mise en évidence simplement par un contact d’une colonie bien isolée et fraiche avec un
disque d’oxydase. On dit que le test est positif lorsque couleur devient violet on quelques
secondes et négative si le couleur ne change pas (Shields & Cathcart, 2010).

9. Etude physiologique

9.1. Croissance a différentes concentrations de NaCl

Les souches d’actinomycéte ensemencée sur milieu M gélosé a différentes concentrations en
NaCl qui sont 0 ; 3,5 et 6,5 % (m/v). Les cultures sont incubées a 28°C et la croissance est suivie

par observation des colonies toutes les 24h (Athalye, et al., 1985).

9.2. Croissance a différentes valeurs de pH

Ce test est réalisé sur milieu gélose ajuster a différents pH (5,7et 9.5). La souche est ensemenceée
puis incubée a 28°C. La croissance est observée et notée aprés 7¢™, 14°™ et 21°M jours
(Athalye, et al., 1985)

9.3. Croissance a difféerentes températures

La souche d’actinomycéte est ensemencée sur les milieux M qui sont incubée a différentes

températures (28, 37, et 44°C). La croissance est suivie pendant 21 jours d’incubation.
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9.4. Sensibilité aux différents agents chimiques
Ce test est réalisé par I’ensemencement de la souche en stries sur le milieu GYEA préconisé par
(Athalye, et al., 1985) additionné du composant des agents chimiques a tester suivant : Crystal
violet (0,001%). Les boites sont incubées a 21 jours a 28°C.

9.5. Sensibilité aux antibiotiques
La sensibilité aux antibiotiques est effectuée sur le milieu gélose nutritives (Athalye, et al.,
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
pendant 7 a 14 jours. Les diameétres des zones d’inhibition obtenues autour des disques sont

mesureés.

10. Etude biochimique

10.1. Hydrolyse de I’amidon

Selon la méthode de (Marchal, et al., 1991) le test de I’hydrolyse de I’amidon est réalisé sur la
gélose nutritive contenant 1.5% (m/v) d’amidon soluble qui est solubilis¢ dans 10 ml d’eau
jours, la gélose est recouverte d’une solution de Lugol. L’absence de ’apparition des zones
claires autour des colonies indique 1I’hydrolyse de 1’amidon, par contre les zones contenant de
I’amidon se colorent en brun.
10.2. Dégradation de la gélatine

Le test d’hydrolyse de la gé€latine est réalisé sur la gélose nutritive contenant 0,4% (m/v) de
gélatine. Apres ensemencement de la souche, les boites sont incubées 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 (William & Cross,
1971).

10.3. 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 complétés par une suspension de 0,4 g de tyrosine qui est
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solubilisé dans 10 ml d’eau distillée puis stérilisé a 1’autoclave (120°C pendant 20 min). Les
boites ensemencees 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.

10.4. Dégradation du Tween 80

Sur milieu gelose nutritives contenant 1ml du Tween 80 la souche d’actinomyceéte est
ensemenceée. La lecture est effectuée apres 7, 14 et 21 jours d’incubation a 28°C. La dégradation

du Tween 80 traduit par I’apparition d’une auréole opaque autour des colonies (Sierra, 1957).

10.5.  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 I’incubation pendant 3 semaines a 28°C,

10.6. 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 (. La croissance des isolats est observéee

apres 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 derniere (Singh, et al., 2014).

11. L’effet antagoniste des actinomycétes

Est réaliser par la mesure de la DO des souches tester pendant 10 jours successive, aprés on :

. Utilisation la culture bactériennes : ce teste sont réalisé par la méthode des puis ; sur la
gélose nutritive on a ensemencé les souches de références (Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Bacillus subtilis, Condida albicans, Staphylococcus aureus) aprés on met des puis
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sur la gelose et on remplir les puits par la culture des actinomyceétes, laissez diffuser pendants 3h

apres incuber les boites a 37C pendant 18h.

. Utilisation des surnagent des actinomycetes : on connues que parmi le métabolite
secondaire des actinomycétes c’est la production des antibiotiques. on mettre la culture
bactérienne dans la centrifugation pour récupérer le surnagent qui contient le métabolite des
actinomycetes apres par la méthode des puits on ensemencer les souches de références sur la
gélose nutritives et on mette des puis et remplir par le surnagent, laisser diffuser pendant 3 h
aprés incuber les boites a 37C° pendant 18 h.

12. L’extraction des souches d’actinomycétes

c’est I’étape de récupération I’extrait qui contient 1’antibiotique fabriqué par la souche testé. On
utilise le butanol comme solvant et on mélanger avec la culture bactérienne qui contient la
souche testée. Laisser pendant 24h le mélange pour la séparation des phases continuent et apres
on récupére chaque phase dans un flacon stérile pour mettre la caractérisation de ce dernier , et
I’effets antimicrobienne de ce extrait (Khamna, et al., 2009).

13. Etude de la résistance ou la sensibilité aux antibiotiques

C’est une méthode utilisée pour tester la sensibilit¢ des actinomycetes aux différents
antibiotiques, il est réalise¢ par I’ensemencement d’un suspension bactérienne sur le gélose puis
déposer les antibiotiques sur la surface. Les résultats obtenus aprés une incubation en 28°C

pendant 21 jours.

Ce test permis de déterminer 1’efficacité des antibiotiques contre les actinomycetes. (Bonnet, et
al., 2019).
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Conclusion :

Les sols sont des habitats d’une grande diversité de microorganismes, qui jouent un réle crucial
dans maintien des fonctions des écosystémes. Parmi ces microorganismes, on trouve les
actinomycetes qui sont des bactéries a Gram positif et filamenteux qui se trouvent librement ou
saprophyte dans différents habitats comme le sol, ’eau chaude, les sédiments marins etc. Les
actinomycetes permettent de produire certains types de métabolites secondaires, comme les
antibiotiques qui est a des effets contre les germes pathogénes. Dans cette présente étude, nous
nous sommes proposé d’étudier les aspects Morphologiques, physiologiques et la mise en
¢vidence de I’activité antimicrobienne des isolats d’actinomycetes d’origine marine qui ont été

isolait a partir des sédiments marins de wilaya d’Alger (le centre précisément).

Afin d’atteindre cet objectif, la méthodologie employée a consisté en la division du travail
comme suit : 1’observations morphologiques des isolats d’actinomycétes, suivie de la réalisation
des tests physiologiques et biochimiques sur ceux-ci. Les résultats de notre étude ont mis en
évidance une grande variabilité des colonies obtenues en termes de tailles (petite, moyenne et
grande), et des formes variables (lisse, bombé...). De plus, ces colonies possedent un mycélium
vegétatif (myceélium aérien) dont la coloration varie en fonction des isolats étudiés (jaune, rouge,
blanc, orange etc..) c’est des pigmentations des actinomycétes . Par ailleurs, I’examen

microscopique a permis de réveler que les bactéries isolées sont des Gram positif.

L’étude physiologique et biochimique a été réalisee sur les isolats afin d’évaluer leur capacité a
s’adapter a différentes milieux de culture et a différentes condition environnementales. Des tests
ont ainsi été effectués pour déterminer leur capacité a se développer en présence de différentes
sources de carbone et de métaux lourds, De plus , leur tolérance a différentes concentrations de

NaCl, de pH et de croissance a différentes températures ainsi en présence des agents chimique.

Ces résultats ont permis de mieux comprendre les capacités des isolats des actinomycetes dans
des conditions environnementales variées, ce qui peut étre utile pour des application en

biotechnologie ou en écologie.

Dans le cadre de notre étude, nous avons évalué I’activité antagoniste des isolats d’actinomycétes
en évaluant leur capacité de production et I’extraction des molécules bioactives a permis

I’obtention des extraits butanoliques nécessaire a 1’évaluation de I’activité antagoniste par la




Conclusion —

méthode des puits, vis-a-vis des 5 souches microbiennes a sa Staphylococcus aureus, E. coli,
Pseudomonase aeroginosa , Bacillus subtilis et Candida albicans. Les résultats montrent que
tous les extraits bruts testés possedent une Activité antimicrobienne vis-a-vis des germes cibles

testés
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Annexe

Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Starch Casein Agar (SCA)

AMIAON. .. weoiiiiiieiiieiece e 10 g
(@717 s ST 0,39
KINO3 ... e 29
NACL .. e e 29
K2HPOA4. .. (o 29
MQSO4, TH20 ....ccoiiiiiieiccee s 0,05¢
CaCO3. . e 0,029
FeSO4, TH20 ... 0,019
AGAT i 189
I’eau distillée .......ccoovevieiiiriniciccccen 1000ml
PH. oo 7,440,2
Gausse
AMION. .. oo 209
KNO3 . e lg
K2HPOA. .. (o 0549
MOSOA4, ..o 059
NACL .. e 05¢g
FESOA ... 0,01¢g
AQAN oo 20g
PPeau distillée .......coooevvenivicriniiiicncecee 1000ml
PH o 7,40,2
Milieu I1SP2
GIUCOSE. .. ot e 49
Extrait de levure. .. .....cccoooveiieniieiieieeeeeeeeen 4¢g
Extrait de malt... ....cccoooviieiiiieieeeeee e, 10g
AGAT. .« i 209
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I’eau diStillEE .....veeeveeeeeeceeeceeee e 1000ml
PH oo e, 7,240,2
2.2 milieux d’Etude biochimique

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

AMIAON. .. coiiiiiiceeee e 109
GElOSE NULMIEIVE ..o 2,89
Eau diStillée ..o 100 mL
PH oo e 7,5
Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1987)
GEIALINE. .. e 049
GElOSE NUEMIEIVE .. 2,80
Eau diStill€e ..o 100 mL
035 CUU OO 7,5
Dégradation de la tyrosine (Goodfellow, 1971 ; Gordon et al, 1974)
TYFOSING .o 0449
GElOSE NUETIEIVE ..o 2,89
Eau diStillée ........ocoviiiie e 110 mL
PH o e 7,5
Dégradation des sucres TSI (Triple Sugar Iron)
Extrait de [evure. .. .....ccccooeveeeviieeie e 39
Extarit de viande... .......ccooeieiiiiiiiieeieeee e 39
PEPLONE ... 209
Chlorure de SOdUIM .......ccceoeiieiieiecc e 5¢
LACOSE. .. weeuveeiieeiieeiee ettt 10g
SaACCRATOSE. .. eieviieiieeiieee e 10g
GIUCOSE. .. et lg
Thisufate de SOduIM .........ccooviiiiiiiic e 0.3g
Citrate de fer (1) ..o 0.3g

Rouge de phenol ... 24mg
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Agar bactériologique. ......cccevvvveeiiieeiiee e 9

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

Extrait de levure... ... 10 g
GIUCOSE. ..t e 10 g
AZAT. .. i 189
PH o 6,8

4-milieux pour Pactivité antimicrobienne

-Gélose nutritive (GN)

Extrait de viande... .......ccocvevviieniiniiieieceeeeee, lg
Extrait de levure. .. ........cccocvviiiin i 24
PEPIONE ..o 59
NACL .. e s 50
AGAT. .. i 15¢g
I’eau diStillée .....ceeveeeieieiiieeieeeeeeeeee e 100ml
PH o 7,4+0.2

I’ajustement de PH des milieux de cultures : s’effectué a 1’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 :

NacCl. .. oo 99
Eau distillée ..., 1000ml
Colorants

Violet Gentiane

Violet Gentiane .........ccccvevieieeie e 19
Ethanol ..., 10mi
PRENOI ... 29
Eau distillée ... 100ml
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Iode métalloide 12... ..ocoovvieiiieiieeieeee e g
Eau distillée ..., 100ml

Fuchine basique... ...c.cccocovvevviieeiieeeieeeee 10g
PhENOI ... 509
Ethanol ..o 100ml
Eau distillé... ..o 1000ml

Solvants
-Butanol

Annexe 02 :Appareillages et verreries

Appareillage Verreries et autre matériel
Agitateur Micropipettes avec embouts plastiques
Autoclave Boites de Pétri de 90 mm de diamétre et 60 mm
Balance Cuve chromatographique
Bec bunsen Erlenmeyers gradués
Etuve Flacon
Centrifugeuse Tubes a essai
Incubateur Lame et lamelles

Plaque chauffante avec agitateur magnétique | Becher

Réfrigérateur Anses de platine
Shaker Pince de platine
Spectrophotometre Spatule

pH métre Barreau magnetique
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