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RESUME

La résistance bactérienne aux antibiotiques et 1’émergence de nouvelles maladies
infectieuses justifient 1'urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes.
L’objectif de ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et le criblage des
actinomycétes capables de synthétiser des substances antibactériennes. Pour cela, soixante

isolats ont fait I’objet de cette étude.

L’isolement des souches d’actinomycetes a été fait en utilisant des échantillons de
sol provenant de differentes regions de la wilaya de Médéa par deux méthodes : en 1* lieu
tous les échantillons de sol provenant de Tamezguida et Ktitten n’ont pas subies de
traitement (méthodes classiques), en 2eme lieu 1’échantillon de sol provenant de Ktitten a

subi un traitement chimique au CaCOa.

L’étude des caractéres morphologiques aprés observation macroscopigue a montré
que la majorité des colonies sont petites, regulieres ou non, aplaties ou bombées,
pigmentées, sporulées et poudreuses avec une odeur terreuse. Apres coloration simple et
coloration de Gram I’observation microscopique a montré que les isolats sont formés de

filaments, ramifiés et de coloration de Gram positive.

Mots clés : Actinomycetes, sol, isolement, Médéa, antibiotiques.



ABSTRACT

The bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases
justify the emergency of having new antimicrobial molecules. The objective of this studies
researching and screening actinomycetes able to synthesize antibacterial substances. For
this, sixteen isolates were the subject of this.

The isolation of actinomycetes strains was done using soil samples from the region
of Medea by two methods: in the first place the soil samples resulting from Tamezguida,
and Ktitten have not undergone treatment (conventional methods); in 2 " place soil

samples resulting from Ktitten have undergone a chemical treatment with CaCO:s.

The study of morphological characters after macroscopic observation has shown
that the majority of the colonies are small, regular or irregular, flattened or bulging,
pigmented, sporulated and powdery with an earthy odor. After simple staining and Gram
staining, microscopic observation showed that the isolates are filamentous, branched and
Gram positive.

Keywords: Actinomycetes, soil, isolation, Medea, antibiotics.
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Introduction

Introduction

Les sols présentent une grande diversité en terme de composition chimique mais
également biologique ; Le nombre important des microorganismes du sol constituent la
biodiversité de 1’écosystéeme terrestre. Cette biodiversité microbienne reste encore mal connue
et inexploité. Elle est essentiellement constituée par les bactéries et les champignons. Dans un
gramme de sol il existe une multitude de cellules microbiennes actives dont plus de108/g.
(Moreaux, 1973 ; Raoul, 2013 ; Hoorman et Islam, 2010), Parmi ces microorganismes on
trouve les actinomycétes qui sont des bactéries a Gram positif a majorité filamenteuses,
saprophytes, omniprésentes dans presque tous les milieux méme ceux ou la vie est
extrémement hostile (Goodfellow et William, 1983 ; Okami et Hotta, 1988). L’abondance
et lactivité des actinomycetes dans le sol sont influencés par plusieurs facteurs, la
disponibilité des nutriments, la nature et I'abondance de la matiére organique, la salinite, la

teneur en humidité relative, la température, le pH et la végétation du sol.

Les sols d’Algérie bien que soumis a un climat aride a subhumide, montrent une
biodiversité surprenante d’actinomycetes rencontrés sur tous les substrats naturels et jouent un
role dans la décomposition des matériaux biologiques et dans le processus d’humification
(Larpent et Sanglier, 1989). lIs représentent la principale source naturelle de métabolites anti
cellulaires (Higashide, 1984) et les plus utilisés en biotechnologie grace a leurs métabolites
secondaires (antimicrobiens) ; trés importantes sur le plan thérapeutiqgue (Masand et
Menghani, 2015) et commercial comme I’industrie, 1’agriculture et les sciences vétérinaire
(Oskay et al., 2004, George et al., 2012).

Le genre Streptomyces est trés répandu dans le sol ou il représente souvent 70 a 90%
des actinomyceétes. Leur densité augmente dans les sols alcalins et décroit dans les sols
submergés (Goodfellow et williams, 1983). Leur présence dans les sols est trés importante en
raison de leur aptitude a dégrader les substances organiques non biodégradables par les
champignons (Crawford, 1993), et a produire des substances prébiotiques et antibiotiques
(Kieser et al., 2000).

A T’heure actuelle, les problémes de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des

patients associer a I’incapacité de contrdler certaines maladies infectieuses ont conduit a la
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recherche continue de nouveaux antibiotiques et d’autres substances bioactives, a fin de
combattre les organismes résistants parfois a plusieurs antibiotiques. De nombreuses
recherches se sont orientées vers le criblage de nouvelles souches productrices
d’antibiotiques. Parmi ceux-ci, les Actinomycetes. Les actinomycetes, surtout celles qui ont
une structure mycélienne sont réputées pour la production d’antibiotiques (Solecka et al.,
2012) en particuliers le genre Streptomyces qui produit jusqu’a 75 % des antibiotiques connus
a I’heure actuelle (Alliouch, 2014). D’autres molécules bioactives sont également sécrétées
par les actinomycétes telles que, les enzymes, les vitamines, les immunosuppresseurs, les

insecticides, les herbicides (Genilloud et al., 2012).

Les actinomycetes représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre
des mycetes et des bactéries pathogenes. En effet environ 70% des molécules actives sont
d'origine microbienne (Okami et Hotta., 1988).

La présente étude a été réalisée afin de mettre en évidence des souches
d’actinomycétes qui ont une activité antibactérienne et I’extraction de ces molécules
bioactives.

Pour cela, notre travail est structuré en deux parties essentielles a savoir :

o Une synthese bibliographique portant sur les géneralités des sols et des
Actinomycetes.

o Une partie expérimentale dont la méthodologie et protocoles détaillée
du travail, le second est consacré aux résultats obtenus et discussion.

o Enfin, nous présentons une conclusion et des perspectives.
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I. Généralités des sols
1. Définition

Les sols sont des systemes multiphasiques complexes et hétérogénes, composés d’air,
d’eau et de particules solides (sable, limon, argile, matiere organique (MO), nutriments
...etc.). En outre, les sols sont des médias ouverts et dynamiques, échangeant de la matiére et

de D’énergie avec I’atmosphére, la biosphére et 1’hydrosphére (Sposito, 1997). Selon

Nortcliff, (2002), ils doivent avoir cing fonctions principales :

o Offrir un habitat physique, chimique et biologique pour les organismes
vivants.
. Réguler les flux d’eau, le stockage et le recyclage des cycles des

nutriments et d’autres ¢léments.

o Maintenir les activites et les diversités biologiques pour subvenir a la
croissance des plantes et la productivité des animaux.

o Filtrer, tamponner, transformer, immobiliser et détoxifier les substances
organiques et inorganiques.

o Fournir un support mécanique aux organismes vivants et a leurs

structures.

D’aprés Duchaufour, (1984) et Boulaine, (1989), I’épaisseur du sol peut varie
de quelques centimetres a plusieurs meétres. Il résulte de plusieurs facteurs au cours du
temps, comme la transformation de la roche-mére sur laquelle il s’est développé, des

facteurs environnementaux tels que le climat, le relief et la végétation (Fig. 01).

Roche meére (R) Formation d’un horizon Formation d’un Formation de
colonisée par des d'altération (C) et horizon humifére (A) nouveaux horizons
végétaux pionniers développemnent de la végétaton proche de la surtace et approfondiss

Figure 01 : Formation du sol (Brady et al.,2002).
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2. Les diverses phases du sol
Le sol est de trois phases composées, la phase solide (minérale et organique), la phase

liquide et la phase gazeuse (Fig. 02) (White, 2006).

B Matiere munéerale (40-60%)
m Eau (20-50%)
B AIr(10-25%)

B Matiere organique

Figure 02 : Proportion des principaux composants de sol en volume
(White, 2006).

2.1. Phase liquide du sol

La phase liquide du sol est souvent désignée par le terme « solution du sol », occupe
une partie de la porosité du sol, est constituée d’eau ou se trouvent diverses substances
organiques et minérales dissoutes et des particules en suspension (Duchaufour, 1984). La

composition de la solution du sol varie selon :

o Le climat.

o Les apports anthropiques (fertilisants, produits de traitement
phytosanitaire etc.).

o L’activité biologique du sol (exsudats racinaires, produits de synthése et

de dégradation microbienne etc.).
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2.2. Phase gazeuse du sol

D’aprés Calvet (2003), dans un sol bien aéré, les gaz qui régnent dans 1’atmosphére du

sol sont :

. L’azote (78 a 80%).
. L’oxygene (18 a 20%).
o Le dioxyde de carbone (0,2 a 3%).

D’autres molécules gazeuses d’origine anthropique telles que les pesticides ou les HAP
(Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques) peuvent également étre détectées dans
I’atmosphére du sol. Ces gaz peuvent exister dans le sol soit a 1’état libre ou dissous dans la

solution du sol.

La composition de cette phase est déterminée par :
e Les échanges avec I’atmosphere par diffusion moléculaire couplée a la
volatilisation et & sa dissolution.
e Larespiration des organismes vivants.
e Les échanges avec la solution du sol.
e Les apports de diverses substances organiques volatiles, qu’ils soient
volontairement (les traitements avec des pesticides gazeux) ou accidentels
(dépdts de déchets industriels incontrélés)
Cependant, dans certaines conditions ; la phase gazeuse peut étre absente. Tout
I’espace poral du sol est occupé par ’eau et le sol (sol saturé) (Duchaufour, 1984 ; Hillel,
1982 ; Calvet, 2003).

2.3. Phase solide du sol

Calvet (2003), rapporte dans ses travaux que la phase solide du sol est en totalité

minérale et elle comprend :

e Eléments grossiers : Ce sont des éléments > 2 mm et on les classe par
dimensions (0,2 a 2 cm graviers ; 2 a 5 cm cailloux ; 5 a 20 cm pierres ; >
20 cm blocs.).

e Terre fine : C’est la fraction de terre qu'il reste lorsqu'on retire les éléments
grossiers (donc < 2 mm, au tamis). On peut classer les éléments de la terre

fine par dimensions (2mm a 0,2 mm sable grossiers ; 0,2mm a 50 um sable
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fins ; 50 pm a 20 um limons grossiers ; 20 um a 2 um limons fins ; < 2 um

argiles).

Elle comprend aussi une fraction organique dont le taux varie selon le type de sol et les
conditions de pédogenese. Les sols cultivés présentent des taux de matiéres organiques

compris dans une gamme allant de 1 a 20% de la masse du sol.

3. Fractions constitutives du sol

Le sol contient deux fractions intervenant principalement dans la constitution du sol
sorption des polluants a savoir les fractions organiques et minérales (Pansu et Gautheyrou,
2001).

3.1. Fractions minérales
Selon sposito (2008), il existe trois catégories dans le sol :
o Les silicates : Ce sont des oxydes de silice qui ont des structures tres

diverses (Unités isolées (olivine (Fe, Mg)2 [SiO4]); Chaine (pyroxéne
(Mg, Fe)2(Si03)2) ; Feuillet (smectite) .

Les oxydes, oxy-hydroxydes et hydroxydes : Ils sont les plus
importants et abondants dans les sols, la gibbsite (oxyde d’aluminium
AIl(OH) 3), La goethite et I’hématite (oxydes de fer ((FeO-OH),

(Fe203)), la birnessite et la lithiophorite (oxydes de manganese).

Les carbonates : Les plus abondants sont les carbonates de calcium
(Calcite) et les carbonates de magnésium (Dolomite (Ca, Mg) (C03)2).
Ceux-ci peuvent Co-précipiter avec d’autres métaux (exemple : calcite
magnésienne) ou former un revétement sur d’autres minéraux en

changeant ainsi leurs propriétés de surfaces.



CHAPITRE I : GENERALITES DES SOLS

3.2. Fractions organiques

En ce qui concerne la phase organique du sol, elle correspond a tout ce qui est
constitué de carbone organique issue des étres vivant ou non (insectes, plantes, humus,
microorganismes etc.) (Pansu et Gautheyrou, 2001). L’humus est un terme qui regroupe
I’ensemble de la matiére organique non vivante du sol et qui peut étre classé en deux
catégories :

o Substances non humiques : Correspondent a la fraction de matiére
organique dont les caractéristiques bio physicochimiques sont
reconnaissables (ex les hydrates de carbone, les protéines, les acides

aminés, les lipides etc.).

. Substances humiques : Ils sont issus de la transformation chimique ou
biologique (altération, polymérisation etc.) de la matiére organique du

sol.

4. Propriéetés physiques du sol
4.1. Structure

La stabilité structurale dépend de la Matiére organique des sols, le complexe argilo-
humique joue un rdle structurale, son importance est en fonction des teneurs en eau du type

d’argile sol.

La matiere organique augmente la stabilité des agrégats, une mauvaise structure peut
empécher 1’écoulement des eaux dans le sol et les échanges gazeuses avec 1’atmosphére. Une
bonne structure va assurer une grande circulation d’eau et assure une bonne germination,
aération et pénétration profondes des racines, ce qui facilité I’exploration des ressources

nutritives du sol (Soltner, 2004).
4.2. Texture

La texture du sol présente une propriété de base, elle traduit de maniére globale la
composition granulométrique de la terre fine (Gobat et al., 2010). La texture est un caractére

fondamental du sol, car elle influe sur plusieurs paramétres :
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o Perméabilité du sol a I’eau et a I’air : La perméabilité est
indépendante du taux de la matiére organique. Le critére retenu pour
mesurer la perméabilité est la vitesse de percolation de 1’eau exprimée
en cm3 /h. Le taux élevé de la matiére organique n’implique pas une
bonne perméabilité (Redlich et al., 1975).
. Rétention de I’eau : Sous forme de vapeur ou liquide, I’eau occupe
environ un quart du volume d’un sol, quand ce dernier est saturé, 1’eau qui
percole a travers une tranche du sol le fait sous ’influence de la gravité
(Koller, 2004). La teneur en air est complémentaire de la teneur en eau,
puisque ces deux fluides se partages 1’espace portal (Blanc, 1985).
. Connectivité : Elle exprime I’importance des connexions entre les
pores qui est un élément déterminant de la continuité de la phase

gazeuse (I’écoulement de I’air) (Boudouch, 2009).

5. La microflore du sol

Les microorganismes du sol sont constitués de 5 principaux groupes : les virus, les
algues, les champignons, les bactéries et les actinobactéries. Toutefois, ces trois derniers
groupes représentent définissent la quantité et la qualité essentielle de la biomasse
microbienne du sol (Tab.01) (Lavelle et Spain, 2001 ; Focht et Martin, 1979).

Tableau 01: Le nombre du microorganisme du sol sur une profondeur de 0 a15 cm (Hoorman
et Islam, 2010).

Microorganismes Nombre germe/g sol Biomasse (g/m?)
Bactéries 108 - 10° 40 - 500
Actinomycetes 107 - 108 40 - 500
Champignons 10°-108 100 - 1500
Algues 104 -10° 1-50
Protozoaires 103 - 104 Variée
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5.1. Les bacteéries

Ce sont des étres vivants avec une morphologie simple, de taille inférieure de 0,5 a
3um. Elles différent des autres microorganismes par leur nature procaryote (absence du noyau
différencié).

Leur comportement physiologique est trés varié, certaines peuvent réaliser des
réactions chimiques dont les étres vivants sont incapables (Messiaen et al.,1991). La
répartition des divers microbes dans le sol est variable suivant la nature du terrain (Cornil,
1890). Les bactéries interviennent dans un grand nombre de processus, et interactions
mutualistes ou antagonistes avec les autres organismes du sol. Elles jouent un réle
fondamental dans les cycles : de 1’azote (ammonification, nitrification, dénitrification, fixation
symbiotique de N2) ; du carbone (la décomposition et la minéralisation); du phosphore ; du
soufre et dans le recyclage des dechets et des polluants comme les pesticides (Toop et
al.,1997 ; Leung et al., 1997).

5.2. Les champignons

Les champignons sont des eucaryotes dotés d'une structure filamenteuse végétative
appelée mycélium. La plupart sont des eumyceétes, ils ont une membrane chitineuse, et leur
organe reproducteur est dépourvu de flagelles. Les eumycétes sont constitués de quatre
principaux groupes qui different par la structure de leur mycélium et de leur organe
reproducteur survivant dans le sol. On a les Zygomycetes, les Ascomyceétes, les
Basidiomycétes et les Deutéromycétes (Lavelle et Spain, 2001).Elles présentent une grande
diversité, des études récentes estiment le nombre d'especes a 1,5 Millions approximativement
(Hawks worth et Mound, 1991).Cependant, les champignons jouent des roles trés importants
dans les cycles des nutriments du sol comme les autres microorganismes notamment dans la
décomposition de la matiére organique (Thom, 1997 ; Bloem et al.,1994). Ils sont aussi
impliqués dans les chaines alimentaires complexes du sol, par leurs interactions trophiques
(mutualistes : mycorhizes, champignon-termites ; commensales ; compétitives) avec la faune
et les autres microorganismes du sol (symbioses, parasites ou prédateurs). Les champignons
jouent un réle dans le recyclage des déchets, des sécrétions chimiques et excretions des

racines des plantes, des animaux et des microorganismes (Moore et de Ruiter, 1991).
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5.3. Les algues

Les algues sont des photo-autotrophes se présentes sur la surface du sol ou en
subsurface pour recevoir un minimum de la lumiére qui est nécessaire pour assurer la
photosynthése. Elles sont de 1’ordre de 5000 a 10000 cellules/g de sol. Certaines sont
hétérotrophes qui (euglenes) peuvent vivre en profondeur. De nombreuses algues présentent
une couche mucilagineuse qui peut abriter de nombreuses bactéries (Maier et al.,2000).

Quatre groupes majeurs sont retrouvés dans le sol, il s’agit des algues vertes, vert-
jaunes, rouge et des cyanobactéries. Elles participent aux processus de formation de sol et

certaines especes ont la capacité de fixer I’azote (Wild, 1993).

5.4. Les protozoaires

Les protozoaires font partie du régne des protistes, sous-regne des protozoaires.

Trois embranchement existent dans le sol est sont importants : les Zoomastigophores ou
zooflagéllés, les Rhizopodes et les ciliés. Ce sont des étres unicellulaires eucaryotes, leurs
mode de reproduction est asexuée. Ils donnent un trés grand potentiel biotique (capacité
maximale de prolifération d’une espéce). Leurs tailles font partie de la microfaune (3 pum,
parfois jusqu’a 3mm). Plus de 80000 especes qui sont connues dont leurs habitas différent,
eau interstitielle du sol et eau pelliculaire a la surface des agrégats. lls ménent un mode de vie

libre, mais il y a des espéces parasites et symbiotique dans le sol (Gobat et al.,2010).
5.5. Les virus

Les virus sont souvent associés aux argiles a partir desquelles ils peuvent pénétrer

dans les racines des plantes par des blessures.

5.6. Les actinomycétes

Ce sont des bactéries filamenteuses hétérotrophes et la plupart sont de Gram-positifs.
Ces bactéries possedent un mycélium ramifié dont le diametre varie de 0,5 a 1 um. Il est plus
fin que celui des champignons (Berthelin et Toutain, 1979). Leur classification est basée sur
la structure de l'appareil végeétative (batonnets ou Myceliums), le mode de reproduction
(fragmentation, formation de conidies végétative ou sporangiospores sexuel) etc.

Les actinomycetes sont des décomposeurs primaires des matiéres végétales résistantes
comme I'écorce, les feuilles et les tiges. Ils sont efficaces dans la dégradation de la cellulose,

de la chitine, et de la lignine. D’aprés certains auteurs, les espéces du Genre Frankie forment
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des symbioses fixatrices d'azote en associations avec les casuarinacées et d'autres plantes
supérieures (Stolp, 1988 ; Normand et al.,2000; Lavelle et Spain, 2001). Encore, les
actinomycetes jouent dans le sol un réle important, elles peuvent produire des substances des

vitamines et des antibiotique ou méme des toxique (Clement et Lozet, 2011).
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I1. Généralités sur les actinomycetes

1. Historique
L’histoire des actinomycétes peut étre divisée en 5 grandes périodes :

La premiére période qui va entre 1877 et 1890, a été nommée « période médicale » vu
que les actinomycetes ont été connues par leurs propriétés pathogenes seulement
(Baldacci, 1962).

La seconde période (1900-1940) (Mariat et Sebald, 1990) deux groupes
d’actinomycétes ont été distingués : les pathogénes et les saprophytes apres des études
faites a propos des actinomyceétes de sol.

L’époque suivante est lié¢e a la découverte des antibiotiques produits par les
actinomycétes en 1940. En 1944, la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Le
minor, 1989 ; Sanglier et Trujillo, 1997) est découverte par Waksman.

Ainsi, la période entre (1940 1970) la classification des actinomycetes par des
criteres morphologiques et biochimiques ainsi la physiologie et I’intérét de ses bactéries

dans la production de métabolites secondaire.

Enfin, en 1960 ’amélioration de la classification des espéces (Ventura, 2007) par
les méthodes de génétiques, initiées par Hopwood (Chater, 1999 ; Hopwood, 1973) ; puis
de génomique (Hopwood, 2003), ainsi les méthodes de découvertes de métabolites
secondaires (Donadio, 2002) et la deécouverte du potentiel biotechnologique de ces

microorganismes.
2. Définition

Les actinomycetes sont défini comme des bactéries filamenteuses, septées,
ramifiées, formant des colonies circulaires constituées d'hyphes, qui irradient par
croissance centrifuge tout autour du centre de développement, cela explique leur

dénomination «<Actinomycétes»> (Dommergurs et Mangenot, 1970 ; Aouar, 2006).

Etymologiquement, le mot actinomycetes du grecs «Aktis», qui veut dire rayon et

«mykes» qui veut dire champignon ; « champignons rayonnants» (Lamari, 2006).

11
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Généralement, ils sont souvent été confondus avec les champignons (eucaryotes),
du fait de I’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi de leurs morphologies
fongoides. Leurs propriétés chimiques, physiologiques et immunologiques, permettent de
les classifier parmi les procaryotes (Perry et al.,, 2004). Les Actinomycétes ont été
considérés comme un groupe intermédiaire entre les bactéries et les champignons, avec
toutefois des filaments «des pseudos mycélium» qui ont un diamétre deux fois plus faible

(0,5 a 1,2um) que ceux des champignons.

Ces procaryotes, sont caractérisés par une morphologie typiquement bactérienne
telle que les formes simples Mycobacteriacées, ainsi que, leurs sensibilités aux attaques des
actinophages, aux antibiotiques antibactériens et aux lysozymes. Actuellement, ce
probleme est résolu et ce groupe de microorganismes est definitivement classe parmi les
procaryotes (Lansing et al., 2003), toutefois, ces microorganismes présentent des
similitudes a la fois avec les bacteries et avec les champignons (Perry et al., 2004).

Les Actinomycétes sont des bactéries de coloration Gram positif dont le coefficient
de Chargaff est supérieur a 55%, généralement compris entre 60-70 %. Ce sont des
bactéries hétérotrophes, ainsi leur paroi cellulaire ne renferme pas ni la chitine, ni la
cellulose mais du peptidoglycane contenant la lysine ou de I’acide diaminopimélique
(Prescott et al., 2010). Ils sont sensibles a certains antibiotiques antibactériens mais pas
aux antifongiques (Reghioua et al., 2006).

La plupart des Actinomycetes sont toujours immobiles, certains types produisent
des spores flagellés, permettant leur desertion dans les habitats aquatiques (Boucheffa,
2011).

Elles constituent une proportion importante de la microflore tellurique
respectivement (104-106 UFC/ml) et (107-108 UFC/ml) (Shrivastava et al., 2008 ;
Hoorman et Islam, 2010). Une grande difficulté de la classification des actinomycetes
existe, elle est généralement basée sur les caractéres morphologiques et la couleur du

mycélium aérien et végétatif.

Ils ont une croissance lente par rapport aux autres bactéries, le temps de génération

moyen est environ 2 a 3 heures (Beckers et al., 1982).
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3. Taxonomie
3.1. Systématique

Les actinomycetes forment un grand groupe de microorganismes procaryotes

appartenant a ’ordre des Actinomycétales crée par Buchanan en 1916.

Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans le Bergey’s manual
(2012) renferme cing classes : Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria et Thermoleophilia qui sont subdivisées en 19 ordres, 50 familles et 221
genres (Goodfellow M, 2012).

3.2. Criteres actuels d’identifications

La taxonomie des actinomycetes est basee sur plusieurs critéres : morphologiques,

chimiques, physiologiques et moléculaires.
L’identification des genres est facilitée par des €tudes :

3.2.1. Morphologiques
Les caractéeres morphologiques font appel aux caracteristiques culturales et micro
morphologiques.
A) Caracteres macromorphologiques
D’apres Bouras (2006) et Boudjellaet al. (2007), Parmi les caractéres culturaux
importants pour la différentiation de genre :
= La production ou non du mycélium aérien ou du mycélium du
Substrat :
Plusieurs genres peuvent ne pas produire de mycélium aérien (MA), mais un
seul uniguement ne produit pas de mycélium du substrat (MS) : Sporichtya.
= Lacouleur du mycélium aérien :
La couleur exacte du MA est déterminée en utilisant une charte de couleur.
Le nombre d’especes de Streptomyces est tellement élevé que celles-ci sont
classées, d'apres justement la couleur du MA, dans 7 séries différentes «
gris, rouge, jaune, blanc, bleu, vert et violet ».
Dans chaque série, plusieurs nuances de couleur peuvent exister :
Exemple : série des « gris » gris foncé, gris clair, gris jaunatre, gris

rougeatre,...

13
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La couleur du mycélium du substrat et des pigments solubles

Dans le cas des Streptomyces, les espéces peuvent produire :

un MS de couleur caractéristique : couleur vive ou foncée : rouge,
orange, jaune vif, vert, bleu, violet, noir... Ces couleurs permettent
de caractériser les especes.

un MS de couleur non caractéristique : soit non coloré, soit coloré
de maniére assez claire, beige, jaune orangé clair, jaune brunatre,
brun ou olive pale. Ces couleurs peuvent varier suivant, les
souches d’une méme espéce. Les mémes remarques que pour le

MS sont également valables dans le cas des pigments solubles.

B) Caracteres micromorphologiques

Les criteres micro- morphologiques importants selon Boudjalal (2012), sont:La

micromorphologie des principaux genres et quelques types de chaines de spores sont

donnés respectivement dans les Figures 03 et 04.

La production de spores : Le MA et/ou le MS peuvent, soit étre
stériles, soit produire des spores rondes, ovales ou en batonnets.
L’agencement des spores : Les spores peuvent étre produites
isolément, par deux, par quatre ou en de courtes ou de longues
chaines. Elles peuvent étre sessiles ou produites par des
sporophores bien Individualisés pouvant étre verticillés ou non, ou
encore de maniére tres irréguliére, le long des filaments mycéliens.
La morphologie des chaines de spores : Les chaines de spores
peuvent étre droites a flexueuses (type « rectus-flexibilis » = RF),
en crochets ou en boucles (type « retinaculum-apertum » = RA) ou
en spirales (type « spira » = S). Ces dénominations sont
particulierement importantes pour la classification des espéces de
Streptomyces. Qui peuvent ainsi étre placées dans différentes
sections. Des morphologies intermédiaires (RFRA, RFS et RAS)
sont également souvent rencontrées.

L’ornementation de la surface des spores : Les spores peuvent

avoir une surface lisse (type « smooth » = sm), rugueuse (type «
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warty » = wa), epineuse (type « spiny » = sp) ou chevelue (type «

hairy » = ha).

la fragmentation du mycélium du substrat : Le MS peut se

fragmenter, avec une intensité plus ou moins grande, en éléments

coccoides et/ou en batonnets, non mobiles ou parfois mobiles.

La production de structures particuliéres :

- La présence ou non de sporanges dans le MA le MS, la Forme
de ces sporanges, le nombre de spores qu’ils contiennent, la
mobilité et la forme des sporangiospores.

- La production d’endospores, de sclérotes, de synnemata.

La figure n°3 montre I’aspect micromorphologique des principaux genres d’actinomycétes.

»Moa tse A

»
T Streptomyces —

|3

AMicromonospora

~Ma
~
ms
Nocardia

A
Acrmomadura NoceardiopsisSaccharochrix
e - E (S 5:
-~ A Ma - o
Saccharomonospora Streptosp 2 1 Speillospora

Figure 03 : Micromorphologie des principaux genres d’actinomycétes (Sabaou, 1988).

Types : RF = Rectus Flexibilis, RA = Retinaculum Apertum, S = spira, MA = Mycélium

Aérien, MS = Mycélium de Substrat, bv = biverticille, mv = monoverticillé, s

sporophore, c.sp = chaine de spore, sp.i = spores isolées, sp.m = spores mobiles, sg

sporange.

15



CHAPITRE II : GENERALITES SUR LES ACTINOMYCETES

W X

Flexueuses Fasciculées Monoverticillées
sans spirales

Spirales ouvertes Spirales ouvertes Spirales fermées Monoverticillées
en crochets avec spirales

. Biverticillées
Biverticillées avec spirales

sans spirales

Figure 04 : Types de chaines de spores rencontres chez les espéces de Streptomyces
(Madigan et al.,2011).

3.2.2. Chimio-taxonomiques
(Différenciation des espéces par composition chimique), c’est-a-dire la

composition cellulaire en acides aminées, en sucres et en lipides... etc.
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Tableau 02: Caractéristiques chimio-taxonomiques et morphologiques des principaux groupes génériques d’actinomyceétes (Prescott et

al., 2003).

Groupe Type de paroi | Type de composition en | Disposition des | Présence de | Genres représentatifs

générique (peptidoglycane) | sucres cellulaires spores sporanges

Actinomycétes Nocardia,

nocardioformes Thodococcus,

[ AV A Variable Non Nocardioides ,

Saccharomonospora

Actinomycétes a Geodermathophilus

sporanges a loges i B,C,D Amas de spores Habituellement Dermathophilus

multiples Frankia

Actinoplanes Actinoplanes
Pilimelia

I D Variable Habituellemnt Dactulosporangium

Micromonospora

Streptomyces et Sans valeur taxonomique | Chaines de 5 a plus de | Non Stremptomyces

genres apparentés | 50 spores Sporichtya

Maduromyceétes Actinomadura

" B,C Variable Oui ou Non Microbispora

Planomonospora
Streptosporongium

Thermomonospora Thermonospora

et genres C (parfois B) Actinosynnema

apparentes i variable Non Nocardiopsis
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3.2.3. Physiologiques

Les principaux caractéres physiologiques utilisés en taxonomie des actinomyceétes

sont: I’oxygene, les optima du pH et de la température de croissance, la sensibilité au chlorure

de sodium et aux antibiotiques ...ect.

L’oxygene : On peut diviser les actinomycétes selon leurs types
respiratoires en deux groupes :
- Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type
Actinomyces, qui sont des commensales obligatoires des cavités
naturelles de ’homme et des animaux supérieurs, IIs font partie de la
flore de Veillons (Avril et al., 1992).
- Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont
abondantes dans la nature en particulier sur le sol (Avril et al., 1992).
Le pH : Pour le pH, la plupart des actinomycetes se comportent comme
des bactéries neutrophiles, et font une croissance optimale dans un
intervalle de pH compris entre 7 et 8.Mais on peut observer une
croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4 (McKinney, 2004), telle
est le cas pour les souches acidophiles comme le genre
Streptacidiphilus (Wang et al., 2006).
La température : La temperature optimale de croissance est entre 25 a
30°C, mais les especes thermophiles peuvent croitre a des températures
entre 55 et 65°C (Rangaswami et al.,2004).
L’activité de ’eau (Aw) : La germination des spores de la plupart des
actinomycetes peut étre observée a des valeurs d’activité d’eaux
supérieures ou égales a 0.67, lactivit¢ d’eau optimale pour la
croissance et le développement des actinomycetes est égal a 0,98
(Zvyagintsev et al., 2005).
Tolérance en NaCl: Selon leurs exigences en NaCl, les
microorganismes sont divisés en deux groupes :
- Les halophiles : ont besoin de sel (NaCl) pour leurs croissances,
cette concentration peut varier de 1-6 % (P/V) pour les faiblement

halophiles, jusqu’a 15-30 % pour les bactéries halophiles extrémes.
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- Les halotolérants : acceptent des concentrations modérées de sels
mais non obligatoires pour leurs croissances. On distingue, les
Iégérement tolérants (tolérent de 6 a 8 % de NaCl (P/V)) ; les
modeérément tolérants (tolerent de 18 a 20 % de NaCl (P/V)) et les
extrémement tolérants (se développent de 0 % jusqu'a saturation en
NaCl) (Nanjani, 2011).

« Matiére organique: Le taux des actinomycétes est corrélé

positivement avec le taux de la matiére organique, quelque soit le taux de
la salinité. Cela a été rapporté par plusieurs auteurs tels que Henis en
1986et Lee et Hwang en2002.

3.2.4. Moléculaires

Un outil de choix pour I’identification des actinomycétes est I’analyse moléculaire
(des acides nucléiques). Le %GC donne une indication sur la famille, tandis que le
séquencage de I’ADNr 16S permet de différencier nettement les genres (Pridham et
Gottlieb, 1948). Les sequences de I’ADNr 16S ont servi a tracer toute la phylogénie des
actinomycetes (Stackebrandt, 1997; Ventura, 2007; Zhi, 2009). Ces analyses moléculaires
reposent sur une réaction de polymérase en chaine (PCR), utilisant soit des amorces
universelles bactéries, soit des amorces spécifiques des Actinobacteria (Farris et Olson,
2007; Schafer et al., 2010).

4. Caractéristique culturaux des actinomycétes
4.1. Morphologie

La morphologie des différents groupes d’actinomycétes varie de simple bacille
diphtéroide a des formes mycéliennes complexes (Gottlieb, 1973). Certains peuvent présenter
un mycélium développant sur et dans les milieux. Mycélium végétatifs, ou de substrat
constitué par des hyphes, qui pénetrent dans le milieu ou se propagent a sa surface ainsi que la

présence ou non de mycélium aérien (MA) (Michel et al.,1991). Les couleurs du MA, du MS
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et de des pigments diffusibles (en cas de production) sont déterminées a 1’aide d’une charte de
couleur (Kelly et Judd, 1976). Le mycélium de substrat est dénommé mycélium primaire. Sa
couleur varie du blanc ou pratiquement incolore. Cette formation montre la capacité des
actinomycétes a dégrader la matiére organique insoluble grace a leurs enzymes
extracellulaires (Fig.5) (Locci, 1976).

Figure 05 : Apparence d'isolats d'Actinomycetes sur milieu caséine amidon (Boudia,
2019).
A:Mycélium de substrat (MS).
B: Mycélium aérien (MA).

Les colonies formées sur milieu solide par les actinomycétes sont tres particulieres.
Elles résultent de ’accumulation des hyphes ramifiés et non pas de cellules comme c’est le
cas chez les bactéries non filamenteuses. Le diametre des colonies est variable de 1 a 10 mm.
L’aspect des colonies peut étre compact, sec, lisse, rugueux a contours lisse ou échancrés. Les
colonies sont souvent pigmentées (blanc, creme, jaune, violet, rose, gris, etc., ...) (Perry et al.,
2004).

Les colonies formées sur des milieux solides présentent différents aspects
macroscopiques qui peuvent étre regroupes en trois types :

- Colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement attachés

au milieu.

- Colonies pateuses rugueuses ou lisses qui peuvent étre facilement détachées des

milieux solides.

- Colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d’hyphes aériens
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attachés au milieu par des crampons.

5. Ecologie

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre dans la
plupart des niches écologiques aquatique et terrestre (Barka et al., 2016) et sont capables de
se développer sur une large gamme de substrats. La plupart des actinomycétes sont
saprophytes mais quelques-uns peuvent étre pathogenes ou symbiotes des plantes et des
animaux (Suzuki et al.,1994).

5.1. Le sol

Les actinomycetes sont abondants dans le sol terrestre, et sont surtout présents dans la
couche comprise entre la surface du sol et jusqu’a 2 m de profondeur c'est-a-dire dans la
rhizosphére (Nonomura, 1969; Yamamoto et al., 1999). Le nombre de ces microorganismes
atteint d’apres (Goodfellow et Williams, 1983) généralement les 106 germes par gramme de
sol seché. D’apres (Waksman, 1967), le rapport Microorganisme totaux / Actinomycetes,
diminue au fur et a mesure que la profondeur augmente .Elles sont présentes dans des sols
polaires gelés en permanence tout comme dans les sols désertiques chauds et secs, dans le

pétrole brut, les sols hautement contaminés avec les métaux lourds.

5.2. L’eau

Ces bactéries sont aussi abondantes en milieu hydrique : dans les eaux des lacs (les
lacs extrémement alcalins et les lacs salés), des riviéres, des ruisseaux et également des mers
et des océans (Cheraiti et al., 2012).

e Dans le milieu marin: Selon certains auteurs, les souches
d’actinomycétes isolées des milieux marins présentent que des formes
terricoles adaptées a la salinit¢ de I’eau. D’autres part, il existe une flore
d’actinomycétes propre aux sédiments marins caractérisée par sa
barotolérance, son halophile a une température optimale faible. Certaines
souches Nocardioformes isolées a plus de 2000 m de profondeur se
développent sous les pressions hydrostatiques de 500 bars en présence
d’eau de mer a 18°C (Weyland, 1981).
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e Eaux douces: Certains genres d’Actinomycetes préférent les
eaux douces, comme les Micromonospara qui sont abondants dans les lacs
.Des souches d’Actinoplanes et de Streptosporangiumont été facilement
isolées, ils se trouvent essentiellement dans les lacs extrémement alcalins,
les lacs salés. Par contre, ils sont absents dans les eaux miniéres trés acides
(pH <I1) et les sources thermales trés chaudes d’origine volcanique.

(Boucheffa,2011 ; Gerard et al., 2001).

5.3. L’air

L’air constitue pour les actinomycetes un moyen de transport et non pas un habitat
(Gazenko et al., 1998). A T’aide des spores des Actinomycétes dispersées dans la poussiére
dans ’air, elles se déplacent par le vent (Michael et John, 2007).

5.4. Les composts

La décomposition biologique thermophile de déchets organiques en présence
d’oxygene et dans des conditions controlées, sous I’action de micro et macro-organismes
produit du compost. Certains genres d’actinomycétes semblent préférer certains habitats par
rapport a d’autres, comme Thermoactinomyces qui se trouve fréquemment dans les composts

(Song et al., 2001).

Les actinomycétes sont tres actifs dans les attaques des polymeres résistants comme la

cellulose, I'némicellulose et la lignine en stades finale du compostage.

23



CHAPITRE II : GENERALITES SUR LES ACTINOMYCETES

Tableau 03 : Répartition des actinomycetes dans la nature (Goodfellow,1983).

Habitat Genres

Actinomodora
Actinoplanes
Microbispora

Micromonospora

Sol Nocardia
Rhodococcus

Stremptomyces

Streptosporangium

Actinoplanes
Micromonospora
Eau Nocardia
Rhodococcus

Streptomyces

Actinoplanes
Litiere Rhodococcus

Streptomyces

Matiére en decomposition Sacharomonospora
Thermomonospora

Nodule de racine Frankia

Fumier Rhodococcus
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6. Cycle de développement

Les actinomycetes possédent une structure des procaryotes, mais un cycle biologique
complexe qui ressemble a celui de certains champignons (Larpent et Sanglier, 1989),et leurs
développement concerne la formation du mycélium (aérien et de substrat) et la formation des

spores (endospore et exospore).

18 hours

:"", % _i k4 vp'\
Spore development

2 days

Figure 06: Cycle de développement des actinomyceétes (Breton et al.,1989).
6.1. Formation de mycélium du substrat et du mycélium aérien

6.1.1. Mycélium primaire

Le mycélium primaire est appelé aussi mycélium végeétatif, mycélium de substrat ou
mycélium intra matriciel, c'est un ensemble de filaments multi nucléaires formés a partir du
tube germinal (hyphe) issue d’une spore. Cet hyphe s‘allonge par croissance apicale et se
ramifie & maintes reprises. Son développement, sur la surface et a l'intérieur du milieu solide,
donne naissance a des jeunes colonies, formées par des filaments attachés en matrice

complexe.

6.1.2. Mycélium secondaire

Le mycélium secondaire est appelé aussi mycélium aérien, il se forme lorsque la
colonie sera plus agée. Les hyphes primaires donnent des branches spécialisées qui se
développent loin de la surface de la colonie en donnant un mycélium reproductif dans I’air.

Contrairement a celui du substrat, le mycélium aérien est plus épais et peu ramifié, il est
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protégé par sa paroi hydrophobe et peut se développer sur milieu pauvre en sources
nutritionnelles, dans la plupart des cas, par la dégradation du mycélium de substrat dont les

produits assurent un apport de nutriments pour sa croissance loin de la colonie.

6.2. Les spores

La plupart des actinomycetes possédent la capacité de sporuler, cependant, le mode
de sporulation differe et constitue un critéere de classification (Michael et John, 2007), on
trouve deux types de spores :

o Les endospores

Les endospores sont produites par des actinomycétes thermophiles, elles sont
formées d’une réorganisation du cytoplasme avec une formation d’une nouvelle paroi dans
I’hyphe. Ces spores produites par des actinomycetes thermophiles sont semblables aux spores
de Bacillus avec une paroi externe épaisse, multicouche, tres résistante, enveloppant la
membrane cytoplasmique, le cortex, le manteau sporale et I’espace intra-cytoplasmique Qui
contient les ribosomes et le matériel génétique. Ces spores contiennent de 1’acide
dipicolinique a une concentration de 6,5 a 7 %. Cet acide peut étre associe a des ions de
calcium et magnésium ce qui confere une resistance a la chaleur des spores (Leclerc et
al,.1977).

—  Exosporium

— Spore coat

- Inner
membrane

— Cortex

— Core

Figure 07: Structure d’une endospore actinomycétale.
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L

Spirilospora

Ampulariella

A

Actinoplanes

Pilimela

Dactyiosporangium

Planomonospora

Streptosporangium

Figure 08 : Types des chaines des endospores chez les actinomycétes (Messaoudi, 2013).

. Les exospores

Beaucoup d’actinomycetes qui forment des hyphes, produisent des exospores par

Septation et fragmentation des hyphes, ces spores sont dépourvues de structures Spécialisées,

mais font néanmoins preuve de résistance notamment vis-a-vis de la Dessiccation et de

certains produits chimiques (Loucif, 2008).
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Figure 09 : Types des chaines des exospores chez différentes genres d’actinomyceétes

(Messaoudi,
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6.3. Structures particuliéres

Certains actinomycétes forment des structures particulieres (sclérotes, sporanges,
synemata,...) qui ne correspondent ni au mycélium ni aux spores et dont la fonction n’est pas
toujours définie.

. Les sclérotes trouvés chez chainia sont constitués par une masse
d’hyphes cloisonnées dont les vacuoles sont chargées de glycérides et d’acide gras
ramifiés.

o Les sporanges sont des sacs contenant des spores. lls peuvent étre
rencontrés sur le mycélium aérien bien développé ou sur la surface de colonies
dépourvues ou ayant un mycélium aérien peu développé.

o Les synnemata, appelés également corémies, sont des assemblages
compacts d’hyphe dressées, parfois fusionnées et portant des conidies apicales ou
latérales. Cette structure est caractéristique du genre Actinosynnema (Theilleux et
al.,1993).

7. Méthodes d’isolement des actinomycetes dit « rares »

Les actinomyceétes, qui n’appartiennent pas au genre Streptomyces, sont dits « rares ».
Ils appartiennent, entre autres, aux genres Microspora, Microtetraspora, Amycolatopsis ,
Actinomadura ou Saccharothrix. Les actinomycétes « rares » ont été généralement considerés
comme des souches d’actinomycetes dont la fréquence d’isolement par des méthodes
conventionnelles est beaucoup plus faible que celle des souches streptomycetes ( Sateesh et
al., 2011). Cette présence relativement faible des actinomyceétes «rare », contrairement aux
diverses especes de Streptomyces , dérive du fait qu’ils sont difficiles a isoler dans
I’environnement et du fait qu’ils sont difficiles a cultiver et a conserver par les méthodes

classiques (Berdy,2005).

Diverses procédures de traitement et divers milieux sélectifs sont utilisés pour
I’isolement des actinomycétes « rares ». La figure (10), résume les différentes étapes a suivre

pour leur isolement sélectif.
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1. Prélévement des échantillons de sol provenant de différents habitats écologiques.

!

2. Enrichissement des échantillons de sol en utilisant des méthodes chimiques et

physiques approuvées.

-

2.1. Les méthodes chimiques
1. Traitement germicide

et addition de chitine.
3. Utilisation de milieux sélectifs.
4. Utilisation d’antibiotiques.

5. Procédé chimiotactiques.

De levure.

7. Traitement a la chloramine-T.

o

N\ 4

2. Traitement par le carbonate de calcium

6. Traitement au SDS et addition d’extrait]

/ \-

N

2.2. Les méthodes physiques

1. Séchage a I’air.

~

2. Chauffage a sec

3. Incubation humide et
Dessiccation.
4.Centrifugation
différentielle

5. Réhydratation et
centrifugation sur

saccharose.

J

3. Observations microbiologiques des isolats pour la détection préliminaire des germes.

l

4. Utilisation des techniques moléculaires pour la caractérisation préliminaire des

isolats ; genre/espece

}

5. Vérification de P’activité antibactérienne des isolats en utilisant différentes

Méthodes \
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5.1. Screening primaire par les méthodes 5.2.Screening secondaire par ’extraction
l avec des solvants selon les méthodes
-Des stries croisées l
-Des cylindres d’agar -Des disques de papier
i -Techniques de diffusion des puits

l

6. Determination de la concentration minimale inhibitrice(CMI) du filtrat de
culture en Utilisant la méthode des dilutions.

!

7. Caractérisation des composés bioactifs sur la base du spectre d’absorption aux

UV et utilisation de la chromatographie sur couche mince.

l

8. Caractérisation des souches au niveau de I’espéce par I’approche polyphasique

englobant le génotype, le phénotype et étude chimiotypes.

Etude phénotypique Etude génotypique
Etude Ihimiotypique

-Séquence du géne ARNr 16S l

-Analyse de la paroi cellulaire
-Construction de I’arbre phylogénétique -profil de I’ester méthylique
d’acide gras

-Hybridation ADN-ADN
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-Morphologies sur différents milieu.
-Croissance a différentes températures, et salinités et a différents pH.

-Analyse biochimique.

Figure 10 : Schéma récapitulatif de I’isolement sélectif des actinomycétes « rares » selon
Khanna,et al (2011).

8. Importance
8.1. Les actinomyceétes en tant que des microorganismes utiles
8.1.1. En agronomie

Les actinomycetes ont un role important dans le recyclage de la matiére
organique grace a leur capacité de degrader des substances complexes et incapables
d’étres décomposer par les autres bactéries non mycéliennes et les champignons (Lamari,
2006), telles que la lignine, la cellulose, la chitine, la kératine (citer par Bakour, 2006).
Ils participent donc activement a la fertilisation des sols et decomposent les dechets
urbains a haute teneur en produits chimiques.

Les actinomyceétes exercent une influence sur la croissance des plantes, et

protegent-les racines contre les invasions des champignons (Yilma et al.,2008).

Le genre Frankia est également trés important pour un bon nombre de plantes,
provoquant des nodulations aux racines permettant ainsi la fixation de ’azote par la plante
hote (Zaitlin et Watson, 2006).ainsi ils participent dans la solubilisation de phosphate et
La production de phytohormones.

Les actinomycetes sont utilisées également comme des insecticides
(mikkomycine), pesticides (antimycine A), et des herbicides (phinotricine) (Petrosyn et
al.,2003).

8.1.2. En biotechnologie

Ce sont des microorganismes d’intérét industriel par excellence, un producteur
important des antibiotiques et d’autres molécules et substances bioactives (Yala,

2001).Jusqu’ici, environ deux tiers des antibiotiques connus ont été sécrétés par les
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actinomycétes (Xue, 2009), le genre Streptomyces sécréte plus de 80% de ces
molécules et il est tres exploité (Badji et al.,2006).

La majorité des antifongiques naturels est d’origine microbienne et prés de la
moitié est synthétisée par les actinomycétes, en particulier, par Streptomyces (Badji et
al.,2005). En ce qui concerne I’activité antifongiques des actinomycétes, elle ne se
limite pas seulement aux champignons filamenteux mais s’entend aux levures et aux
dermatophytes.

Ils sont également une source prometteuse de large gamme d’enzymes
importantes, qui sont produites a 1’échelle industrielle (Laccase, tyrosinase et
cellulase...ect). Ils produisent des inhibiteurs enzymatiques utiles pour le traitement
du cancer et les immunmodifiants qui améliorent la réponse immunitaire, ils ont la
capacité de dégrader une large gamme d'hydrocarbures, de pesticides et de composés
aromatiques et aliphatiques (SKolovska et al.,2003), ils effectuent des transformations
de composés organiques.

Les actinomycétes sont aussi une grande source de molécules possédant des
activités biologiques variées telles que des agents antitumoraux, des antiviraux, des

immunosuppresseurs.

Larvitides

Probiotics :
» v

o

- A

Figure 11 : Applications biotechnologiques des actinomycétes (Anandan, 2016).
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8.2. Autre roles

Certaines espéces d’actinomycetes se sont révélées capables de dégrader ou de
transformer des toxines produites par des champignons toxinogenes (mycotoxines),
certaines substances, comme la piramicine sont utilisees pour le traitement, les
emballages et d’autres pour la protection de certains fromages (Boudjella, 2007).

La géosmine qui donne a la terre une odeur de moisi (terreux) et a ’eau des
réservoir un golt et une odeur désagréables, est produite par certaines espéeces
d’actinomycétes appartenant aux genres Streptomyces, Nocardiopsis, etc.
(Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983).

8.3. Les Actinomycétes en tant que microorganismes pathogeénes et nuisibles

Les actinomycetes peuvent étre phytopathogénes. Nocardia vaccini,
Rhodococcus fasciens et quelques especes de Streptomyces dont S.scabies, infectent
plusieurs plantes. Dont la pomme de terre (GoodFellow et Williams, 1983) . Plus
nombreux sont les genres et especes d’actinomycétes pathogénes pour I’homme et les
animaux. Certains sont connus depuis trés longtemps, comme les agents de la
tuberculose et la lepre (Mycobacterium). Des espéces comme Nocardia asteroides,
Actinomyces israelii, Dermatophilus congolensis, Streptomyces somaliensis, sont
également responsables de diverses infections telles que les antimycoses, les
nocardioses pulmonaires et systémiques. D’autres genres et espeéces peuvent étre des
pathogenes opportuniste (Mishra et al., 1980; Lechevalier1981). Certains sont
responsables de sérieuses réactions d’hypersensibilité et d’allergies pulmonaires

(Lacey, 1981).
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I11. Production des antibiotiques par les actinomyceétes

Les actinomyceétes sont connus par leur production de substances biologiquement
actives telles que les antibiotiques, les vitamines, les enzymes et les pigments. Certaines
especes ont la capacité de solubiliser le phosphore, d’autres sont impliquées aussi, dans le
control phytopathologique et dans la production des composés antifongiques (Gebreselema,
2013 ; Hsu et Lockwood, 1975).

Les actinomycetes sont la source des substances antitumorales (actinomycine), anti
cholestérol, des insecticides (mykkomycine), des pesticides (antimycine A), des herbicides
(phinotricine) et de substances ayant des activités immunosuppressive, et immunostimulantes
(la rapamycine) (Chun et al., 1997 ; Snaglier et Trujillo, 1997 ; Moore et al., 1999 ;
Petrosyan et al., 2003).

1. Métabolisme des actinomycetes

En général, les actinomyceétes sont des bactéries chimioorganotrophes utilisant une
grande variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les bio polymeres complexes
(chitine, cellulose, lignine). Mais, plusieurs espéces sont capables aussi d’une croissance
chimio-autotrophe utilisant ’oxydation de 1’hydrogéne comme source d’énergic et le gaz
Carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990).

Les métabolismes des actinomycétes peuvent étre divisés en deux parties : le
métabolisme Primaire et le métabolisme secondaire (Strub, 2008). Leurs propriétés sont
différentes en fonction de la phase au cours de laquelle ils sont synthétises (Delaunay et
al.,2003).

1.1. Métabolisme primaire

Le métabolisme primaire des actinomycetes est semblable a celui des autres
organismes.

Les métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et

permettent le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993).

1.2. Métabolisme secondaire

Le métabolisme secondaire se différencie du métabolisme primaire par le fait qu'il
concerne des meétabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de
I’organisme (Theilleux, 1993). De maniére générale, le métabolisme secondaire est considéré
comme I’ensemble des voies de synthése de composés qui n’ont ensuite pas des

fonctionsapparentes dans le métabolisme cellulaire (Colombié, 2005).
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Tableau 04: Principales différences entre les métabolites primaires et secondaires

chez les eucaryotes (Delaunay et al., 2003).

Métabolite primaire Métabolite secondaire

Synthétisé pendant la trophophase (phase | Synthétisé lors de 1’idiophase (phase de

de croissance cellulaire) ralentissement et stationnaire)

Présent tout du long du cycle cellulaire Apparition a un moment du cycle cellulaire
Nécessaire a | croissance Inutile pour la croissance

Réle physiologique connu Rdle physiologique mal connu

« turn-over » elevé « turn - over » pratiqguement nul

Produit dans des conditions de culture | Produit dans des conditions de culture bien

diverses définies

Ubiquitaire Specifique

Enzymes a spécificité étroite Enzymes a spécificité 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

2.Substances bioactives

2.1. Les enzymes

Les enzymes sont les produits industriels les plus importants des actinomycétes
(Theilleux, 1993). En effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes a utilisation
industrielle telles que les protéases, les chitinases (Tanaka et Omura, 1990 ; Vonothini et
al., 2008), les amylases, les cellulases, les xylanases et les lipases (Park et al.,2002). A titre
d’exemple : la D-xylose isomérase, plus connue sous le nom de glucose isomérase, produite
par ’espéce Actinoplanes missouriensis et plusieurs especes de Streptomyces, est utilisée pour
obtenir des sirops riches en D-fructose. Un complexe amylasique issu de Streptomyces
hydroscopicus et Streptomyces.

praecoxa été exploité pour préparer des sirops riches en maltose. Les protéases
d’actinomycetes sous forme libres ou immobilisées sont employées dans les industries
alimentaires, pharmaceutiques, en tannerie et comme additifs dans les détergents (ex : pronase
deS. griseus) (Theilleux, 1993).
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Par ailleurs, les actinomycétes produisent de fortes quantités de chitinases et de f-1-3-
glucanase et causent des plasmolyses et des lyses des parois cellulaires des pathogénes
(Conn, 2005). D’aprés Park et al., (2002), les chitinases produites et sécrétées par les
actinomycétes agissent sur les cuticules des nématodes adultes et provoquent ainsi leur mort.

Notamment 1’espéce Streptomyces coelicolor qui sécrete de nombreuses hydrolases
incluant : 60 protéases/ peptidases, 13chitinases/ chitosanases, 8 cellulases/ endoglucanases, 3
amylaseset 2 pectates lyases (Bentley et al., 2002).

1.2. Les vitamines

La vitamine B12 telle qu’elle existe dans la nature peut étre produite par des bactéries
ou des actinomycétes. L’isolement de la vitamine B12 a partir des fermentations
d’actinomycetes a suscité un intérét considérable pour la production possible de vitamines
par des fermentation microbiennes (Rickes et al., 1948 ; Lichtman et al., 1949). L’addition
de sels de cobalt aux milieux semble étre un précurseur pour toute les actinomycetes pour
produire de la vitamine. Comme le cobalt est un agent bactéricide assez efficace, ce
précurseur doit étre ajoute avec précaution. Il a été également démontré que les actinomycetes
produisaient d’autres vitamines hydrosolubles, telles que, la thiamine et le dérivé
d’acidepteroyl glutamique qui favorise la croissance de certaines souches de Leuconostoc
citrovorum et de la coenzyme A (Anandan, 2016).

2.3. Les pigments

Les actinomycétes sont caractérisées par la production de divers pigments sur des
milieux naturels ou synthétiques, ces pigments sont considérés comme une des
caractéristiques culturales importantes dans la description des organismes. Tous les
changements phénotypiques induits par des influences environnementales aideront les
actinomycetes car, ils montrent des colonies morphologiquement distinctives et produisent
une variété de pigment et de filaments appelés hyphes aériens (Goodfellow et al., 2012)Ces
pigments apparaissent habituellement dans différentes nuances de bleu, violet, rouge, rose,

jaune, vert, brun, et noire. (Fig12).

35



CHAPITRE IIT : LA PRODUCTION DES ANTIBIOTIQUES

1 : Pigments bruns diffusibles dans le milieu de culture

Figure 12 : Pigments diffusibles produits par diverses actinobactéries dans le milieu amidon-
caséine agar (Anandan, 2016).

2.4. Les bioherbicides

Une autre application intéressante de I’actinobactérie est 1’utilisation de leurs
métabolites secondaires comme herbicides contre les mauvaises herbes. Streptomyces
saganonensis produit des herbicides (herbimycine) qui contrélent les mauvaises herbes
monocotylédones et dicotylédones. L’espéce de S. hygroscopicus produit de la coformycine
carbocyclique et de I’hydantocindine, ce qui peut réduire la synthese I’aclenylosuccinate en
augmentant le contenu de I’ATP ( Pillmoor, 1998).

2.5. Les agents antitumoraux

Le cancer constitue ’'une des pathologies humaines responsables d’un grand nombrede
déces chaque année. Parmi les métabolites secondaires des actinomycetes, certaines
molécules se révelent capables d’inhiber la multiplication des cellules cancéreuses. On peut
citer I’actinomycine D, les anthracyclines (Daunorubicine, Doxorubicine), la Bléomycine ou
encore la Mitomycine C. Ces composés agissent en se fixant sur I’ADN. L’ Actinomycine D,
par exemple, se fixe au niveau du complexe d’initiation de la transcription et empéche

I’élongation par I’ARN polymérase (Sobell, 1985).
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2.6. Les antifongiques et antiparasitaires

Le mot antifongique se réfere a un composé capable de tuer ou d’inhiber la croissance
d’un champignon. De nombreux antifongiques sont utilisés en médecine. La nystatine
produite par Streptomyce snoursei est par exemple utilisée pour le traitement de différentes
infections par des levures, notamment des Candida (Fjaervik et Zotchev, 2005).

Les antagonistes microbiens sont largement utilisés en lutte biologique contre les
champignons phytopathogénes. L'activité antagoniste de Streptomyces vis-a-vis des
pathogénes fongiques est généralement liée a la production de composés antifongiques
extracellulaires et des enzymes hydrolytiques (Prapagdee et al.,2008). En plus des
Streptomyces, d’autres genres appartenant aux actinomycetes sont également des producteurs
de molécules possédant des activités antifongiques (Sanglier et Trujillo, 1997).

Les ramicidines sont par exemple des antifongiques produits par une souche
d'Actinomadura bibisca (Tomita et al.,1990).Le terme antiparasitaire désigne plus
globalement un composé permettant de lutter contre différents types d’organismes eucaryotes
(protistes, insectes, helminthes). Ces métabolites présentent des utilités en médecine humaine
et vétérinaire, mais aussi en agriculture.

La Figure 13 résume les différentes molécules bioactives produites par les actinomycetes.

pharmacologiquement

ologiguement actifs

Phytotoxines abolites

Antibiotigques

Figure 13 : Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycetes
(Conn, 2005).
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2.7. Les antibiotiques

2.7.1. Définition

Le terme désigne tout composé chimique élaboré par un microorganisme (ou produit

par synthese), dont l'activité thérapeutique se manifeste a tres faible dose d'une maniére

specifique, par l'inhibition de certains processus vitaux, a I'égard des microorganismes

sensibles. On distingue les activités bactériostatiques, qui inhibent la croissance microbienne,

et les activités bactéricides, qui tuent. Souvent un méme antibiotique peut exercer 'un ou

’autre de ces effets, en fonction de sa concentration (Prescott, 1995).

Découverte d’antibiotiques Résistance

Mitomycine
Novobiocine
Amphotéricine
Vancomycine
Neomycine Céphalospog
Virginiamyci
Chlortetracycline Ge micine
Candicidi Monensine
Chloramphenic viosine Adriamycine
ine Pristinamycine Teicoplanine
ptracycline Avoparcine
E hromycine Kasugamycine Thiénamycine
reine  gleandomycine Fosfomycine Lowvastatine
Negriseéofulvine Polyoxine Rapamycine
Rifamycine Cyclosporine Awvermectine Spinosyne

Feénicilline Oxytetracycline Bléomycine Bialaphos Nikkomycine Epothilone
Gramicidine Nystatine Kanamycine Lincomycine Tacrolimus
| | | | | | | | | | 1 1
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Antibiotiques produits par des actinomyceétes
Antibiotiques produits par d'autres bactéries
Antibiotiques produits par des champignons microscopiques

Figure 14 : Age d’or de la découverte des antibiotiques, d’aprés Hopwood (2007).

2.7.2. Classification des antibiotiques

Les antibiotique utilisés a I’heure actuelle peuvent étres classés selon plusieurs critéres

o Spectre d’action (qui peut étre large ou étroit).

. Mode d’action (agit sur la membrane plasmique, paroi, génome).

J Type d’action (bactériostatique, fongistatique, bactéricide ,fongicide).
o Origine (métabolisme respiratoire).

o Structure chimique qui est la plus utilises.

Les actinomycétes produisent un grand nombre d’antibiotiques de structure

chimique trés variée ( aminoglycosides , anthracyclines , glycopeptides , beta-lactamines ,

tetracyclines , macrolides , nucliosides ...... ) qui ont de nombreuses applications
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thérapeutiques ( Okami et Hota, 1988). Le tableau 05 montre la classification des

antibiotique en fonction de leurs structures chimiques.

Tableau05 : classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Berdy

etal., 1987) .
Familles d°antibiotiques Sous-familles Exemples
Glucides purs - Nojinmycine
. i Streptomycine,
Aminoglycosides Gentamicine, Kanamycine
1 Anﬁbinriqu_es. contenant Giv “d C-glycosides ‘Vancomycine
des glunzll_dea et ycopepuaes N-glycoside : Streptothricine
Apparentes Glycolipides Moenomycine
: Streptomycine,
Macrolides Eryfhromycine
: : Amphotericine, Nystatine,
2 Lactones macroligques Polyenes B
Candicine
Macrotétrolides Tétranactine, nonactine
Macrolactames Rifamycine
Enmpnseli p!:l]::.’t.}'fllqufs- Tétracyclines
condensés linéairement -
3 Quinones et apparentés Anthraquinones Anthracyclines
MNaphtogquinones Fubomycine
Benzoquinones Mitomycine, Saframycime
: o Pénicilline, Cyclosénne,
Dénveés dacides amunés SHIELTE, LyCiosene
Nocardicine
4 Acides aminés et peptides Homopeptides Bacitracine, Yvclosponne
Heéteropephides Aculéacine
Peptolides Valinomycine
Hétéromvel derisd Caerulomycine,
5 Hétérocycles a azote FIETOCYCies non congenses Mildiomycme
Heterocycles condenses Phenazines, Herbicidine
] Hetérocveles a oxygéne Polvéthers Monensines, Nigéncine
Dénves du cycloalcane Cycloheximide
7 Composés alycycliques Terpénes Acide marasmigue
Oligoterpenes Acide fusidique
Dérives benzémques Chlorampheénicol
_ composés aromatigues Griséofulvine
8 Aromatiques condensés
Composes non benzéniques Fusanocine
Autres dénvés aromatiques Novobiocine
Dérivés des alcanes Elaiomycine
Dénves d’acides T
L : Céml
9 Alphatiques carboxyliques i
Composes s.m.:_f.r_es ou Fosfonycine
phosphorylés
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2.7.3. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotique ont divers modes d’action pour inhiber ou contrdler la croissance
de microorganismes , comme I’inhibition de la formation de la paroi cellulaire )
pénicillines, céphalosporines , novobiocines ) , les protéines ( tétracyclines , aminosides)
la syntheése de la membrane cytoplasmique ( polymyxines , tyrothricine ) ( Cloutier ,
1995) .(Voir Fig 15).
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/.-/ Acicde para— e
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4 Synithese protéique
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Metabolizme L Do
de I'acide foliue ‘/ N
Trirmmathoprimae NG
Sulfamides Inhibitewrs ‘\'
de Ia syntheése protéique = =
s Auminogivocosides Swvnthése
'l PMacrolidoes de Ia paroi
- Chlorasrmphaenicol P-lactamines
FPeptidogiyvcane - lindamycine GSivocopeptides

T otracyciines
Lincomycines

Figure 15 : Principales cibles et modes d’action des antibiotiques ( Davies et Mazel , 1997).

Les antibiotiques produits par les actinomycetes manifestent des activités biologiques
de nature principalement antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antivirale ou
antiparasitaire (Leveau et Bouix, 1993 ; Oskay et al.,2004 ; Gebreselema, 2013). Les
antibiotiques présentent un intérét significatif dans le domaine de la santé humaine, animale,
de I'élevage et de I'agriculture (Leveau et Bouix, 1993).

Les antibiotique sont synthétisés a la fin de la phase exponentielle ( trophophase) et au
début de 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 streptomycine sont parmi
les antibiotiques produits essentiellement par Streptomyces griseus et Streptomyces fradiae,
qui sont caractérisés par leur propriété bactéricide, fongicide et herbicide contre les
Streptocoques 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 humain 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).
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Parmi les souches isolées d’actinomycétes, 50 a 75% produisent des antibiotiques et
sont a ’origine des 70% des antibiotiques naturels connus dans le monde (tableau 06)

(Okami et Hotta, 1988).

Tableau 06 : Importance relative de groupes microbiens producteurs d’antibiotiques

(Okami et Hotta, 1988).

Microorganismes productenrs Pourcentage (2o) du total des
d’antibiotigues antibiotigues décrits

Lichens et algues 0.8
Champignons

Pericillurm 4.1

Aspergillus 3.0

Frusarivrm 1.2

Cephalosporivm 0.8

Autres champ gnons imparfaits 5.4

Basidiomvcétes et Ascomycétes 5.0
Bactéries

Pseudomonadaceac 1.3

Bacillaceae T.0

Autres Eubactéries 1.7
Actinomycétes a9.7

2.7.4. Extraction et purification des antibiotiques

Bien qu’il n’y ait pas de technique universelle de purification des antibiotiques, 1’étude
des antibiotiques ou d’autres substances naturelles nécessite plusieurs techniques et étapes
d’extraction par différents solvants de polarité différentes et protocoles de purification. Les
méthodes de purification choisies dépendent des caractéristiques physicochimiques
prédéterminées complexe actif et de sa concentration dans le milieu de production. D’apres
Badji , (2006) I’extraction liquide —liquide a 1’aide de solvants non miscibles avec ’eau est
une opération de purification partielle.

La figure 16 résume un des protocoles qui peut étre utilisé pour la purification
d’antibiotique décrit par Zitouni, ( 2005).
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Production des antibiotiques
(milieux liquides ou solides)
A
Centrifugation ou filtration
Filtrat de culturc [* L —|  Mycélium
Extraction par un Extraction au
solvant organique méthanol ou acétone
, Bl .  J l
Phase aqueuse Phase organique antibiographie
antibiographie Déshydratation au Na;SO4
antibiographie Si activité ﬁbsiliw
Si activitd positive
2 -~ ‘ .
Préparative Chromatographie Analytique
(couche épaisse) sur plaques (CCM)
Désorption au Bioautographie
méthanol ou acétone l
¢t filtration
Révélations
l chimiques
Antibiotiques
semi-purifiés
Purification finale | / Analyses
par HPLC J Spectroscopiques

Figure 16 : Exemple de Protocol générale de purification des antibiotiques (Zitouni, 2005).
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CHAPITRE IV : MATERIEL ET METHODES

IV. Matériel et Méthodes

1. L’objectif

L’objectif principal de notre travail est basé sur I’isolement et identification
des actinomycetes isolés de différents sols de la région de Médéa. Afin de sélectionner
les souches les plus performantes afin de les caractériser pour la production

d’antibiotiques.

2. Période et lieu de stage

Notre étude expérimentale a été réalisée au début du mois de février jusqu’au
mois de mars 2020, au niveau des laboratoires pedagogiques de microbiologie, de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a I’Université Yahia Feres Médéa.

3. Origine du prélevement des échantillons de sols

Quatre échantillons de sol Médeen ont été préleves selon la technique de Pochon et

Tardieux, (1962) a partir :

. La région de ktitten qui se situe a 2 km de Médea.
o La région d’Ouzera qui se situe a 8 km au sud de Médéa.
o La région de Tamezguida qui se situe a 10 km au nord-ouest de Médéa.
o La région d’Oued Harbil qui se situe a 16 km au sud-ouest de Médéa
Parc National
de Chréa
Tamesguida o
039,07 :
b
Drai‘ljjsa}ma: = =7
Bl el> Médéa \
- assll e : Ouzera
/ = 0233 Quled Brah
Ouamri N 1 DEI ceab] 5V
wSoolsc Oued Harbil 22 ]
'N18 | Jur> Solg
;z;jjgi Ben Chicao LHl

oS v Données cartographiques @ 2020

Figure 17 : Carte géographique des sites du prélevement des échantillons

région de Médéa. (Google maps).
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- A

Figure 18 : Les zones de prélevement

les prélevements des échantillons ont été effectués durant les mois de février et mars
dans des conditions d’asepsie a 1’aide d’une cuillére stérile a 15 cm de profondeur en écartant
les cing premiers cm de la couche superficielle du sol, une quantité de sol est déposée dans un
flacon, préalablement stérilisé, aprés élimination des gros débris (pierres, racine, etc.)
(Kitouni, 2007).Les quatre échantillons ont été transportés le plus rapidement possible au

laboratoire et a température ambiante. (Pochon et Tardieux, 1962).

Figure 19 : Les points des prélevements des échantillons.
A : les quatre points de prélevement ; B : I’estimation de fond et C : la profondeur d’un

échantillon (15 cm).
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4. Isolement des actinomycetes
4.1. Traitement

Le traitement consisté a ajouter a 1g de sol de I’échantillon provenant de la région de
ktitten , 0,1g du carbonate de calcium (CaCO3), le mélange a été porté a incubation a une
température de 28°C pendant 7jours (Cavalla et Eberlin, 1994 ; Boussaber et al., 2012).

4.2. Dilution

1g d’échantillon de sol traité ou pas a été dilu¢ dans 09 ml d’eau physiologique stérile
(NaCl 9g/1) puis des dilutions décimales ont été réalisées de (101a10°) puis agitées au vortex
deux fois pendant 5 mn.

Les isolats ont été obtenus a partir des échantillons de sol par la méthode des

suspensions dilutions (Badji et al., 2005 ; Boussaber el al., 2012).
4.3. Les milieux de cultures
4.3.1. Milieux de cultures utilisés pour les échantillons de sol non traites :

L’isolement a été effectué en utilisant des milieux de cultures différents pour les

régions ( Ktitten et Tamezguida) :
-Bennett ( Badji, Riba et al. ; 2005).
-YEGA (Badji, Riba et al., 2005).
-Czapek (Lawrence, 1956).
4.3.2. Le milieu de culture utilisé pour le sol traité

L’isolement a été effectué en utilisant un milieu de culture pour le prélévement de la

région de ktitten :
-Bennett ( Badji, Riba et al. ; 2005).

Les milieux sont tous additionnés de nystatine & 50 ug/mL sauf pour le milieu

Bennett(sol ktitten non traité).

Les compositions des milieux sont données en annexe N° 02.
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4.4. Ensemencement

Aprés homogénéisation du contenu du tube a essai contenant la suspension la plus
diluée, un volume de 0.4 ml a été prélevé a I’aide d’une micropipette de chaque dilution.
Puis, L’ensemencement a été effectué par la technique d’étalement en surface par rateau (Le
rateau en verre est flambé avant et apres chaque utilisation), ensuite, Trois (03) boites de
Pétri ont été ensemenceées, pour chaque milieu de culture. La procédure est reprise pour toutes
les dilutions préparées, allant du plus dilué au moins dilué, jusqu’a I’ensemencement a partir
de I’échantillon mere .Les boites de pétri portante les indications nécessaires (dilution, type du
milieu de culture, origine de souches, la date) sont ensuite incubées a 28° C pendant 7 a 14
jours (Lemriss et al.,2003). Par la suite, Des boites de chaque milieu ont été incubees, sans
ensemencement, comme témoins de stérilite des milieux de culture.
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Figure 20 : Les étapes suivies pour I’isolement d’actinomycétes a partir d’échantillons de sol.
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5. Repiquage et purification des isolats

La purification des isolats est une étape essentielle dans notre travail, elle permet
d’obtenir des colonies bien isolées et pures. Les différentes colonies obtenues ayant un aspect
caracteristique des actinomycetes ont été repiquées sur le méme milieu d’isolement par la

méthode des stries puis incubées pendant 5 jours a 30°C.

6. Conservation des souches

6.1. Conservation sur gélose pente

Une conservation des isolats d’actinomycetes de courte durée a été effectuée sur

gélose inclinée en tubes & essai ou sur milieu YEGA et conservée a 4°C.(Botton et al.,1990).

6.2. Conservation a long terme

A partir d’une culture pure, quelques colonies d’actinomycetes sont prélevées a 1’aide
d’une anse stérile puis mises en suspension dans un eppendorf stérile contenant 1ml de
glycérol 20% (v/v) (Isik et al.,1999). Les eppendorf sont immédiatement placés dans un

congélateur a-20 °C ou -80°C.

7. Caractérisation macroscopique et microscopique des isolats

7.1. Caractérisations macroscopiques

Une description macroscopique a été faite pour les colonies qui se rapprochent par leur
aspect aux actinomycetes (la taille, la forme, la couleur, présence ou absence d’une masse
sporale, etc.). L’importance de la croissance et le développement du mycélium aérien sur
chaque milieu sont observés. La pigmentation du mycélium aérien et celui du substrat (le dos
de la colonie) et la présence de pigments diffusibles dans la gélose autre que les pigments
mélanoides sont notés (Shirling et Gottlieb, 1966).

7.2. Observation microscopique

Les isolats d’actinomycetes sont observés au microscope optique en utilisant la

coloration de Gram et la technique de culture sur lamelle.
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7.2.1. Coloration de Gram

C’est un procédé qui permet de diviser les bactéries en deux groupes distincts : les
bactéries a coloration de Gram positive et les bactéries a coloration de Gram négative. Elle
permet aussi de déterminer quelques caracteres morphologiques des actinomyceétes,
concernant les indications sur leurs formes (principalement la forme des filaments) et la
présence ou I’absence de spores isolées. (William et al., 2010).

Les frottis sont colorés en premier lieu par une solution de violet de Gentiane qui est
un colorant basique, pendant une minute. Ensuite les lames sont rincés par une solution iodo-
iodurée (Lugol) qui agit comme mordant en augmentant les interactions entre le colorant et
les cellules afin que celle-ci soient contrastées. Sans rincer, les lames sont inclinées a 45°, les
frottis sont décolorés par lavage d’alcool. Par la suite, les lames sont rincées a I’eau distillée
afin d’arréter la décoloration. Enfin, les frottis sont recolorés par un colorant basique de
couleur rose : la Fuschine, pendant une minute puis rincés abondamment a I’eau de robinet.
Une fois séchées, les lames sont examineées au microscope optique a immersion
(Gx100)(Prescott et al., 2010).. Les résultats sont photographiés a 1’aide d’un appareil
photographique numérique (Delarras, 2007; Duraipandiyan et al., 2010).

7.2.2. Culture sur lamelle

L’observation in situ de la morphologie des chaines de spores et I’étude du mycélium
aérien et du mycélium de substrat ont été effectuées selon la technique décrite par
Cross(1989). Cette technique consiste a insérer délicatement une lamelle stérile dans un
milieu YEGA de telle sorte qu’elle forme un angle de 45° avec celui-ci (Figure 21). Une
goutte de chaque inoculum des souches est déposée sur la lamelle en contact avec le milieu
gélosé.

Apreés 21 jours d’incubation a 30 °C, la lamelle est retirée soigneusement de la gélose
entrainant quelques fragments du mycélium, elle est ensuite déposée sur la lame avec une

goutte de bleu de méthyle et examinée au microscope optique a grossissement (Gx100).
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Figure 21 : Technique de culture sur lamelle (Holt et al., 1994).
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CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Isolement des souches d’actinomycétes

Dans le but d’augmenter la probabilité d’isolement de genres rares, trois milieux de
culture selectifs des actinomycetes ont été employes. Au total, 60 isolats présentant une
morphologie caractéristique des actinomycétes ont été obtenues par la méthode des
suspensions-dilutions et cela a partir de 2 échantillons de sol prélevés dans la région de
Médea.

Les résultats présentent :

-36 résultats (+) ont été obtenues a partir des échantillons de sol de (Tamezguida et Ktitten)
non traités.

- 8 résultats (+) ont été obtenues apres traitement de sol de Ktitten avec le CaCOs.

(Voir Tab 07).

-18 résultats (+) ont été obtenues a partir de sol Ktitten isolé sur milieu Bennett sans
antifongique. (Voir Tab 08).

- Le milieu Bennett permet 1’obtention d’un plus grand nombre d’actinomycétes.

-Le sol provenant de Ktitten et traité au CaCOs3, puis isolé sur milieu Bennett a donné un

faible rendement des actinomyceétes par rapport a 1I’isolement effectué sans traitement.

- Le sol provenant de Tamezguida est plus riche en actinomycetes.
-1l a été constaté que le nombre de colonies d’actinomycétes est plus élevé lorsque les

échantillons ne sont pas traités.
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Tableau 07 : Résultats d’isolement en fonction de milieu de culture et répartition géographique et traitement avec le CaCO:s.

Echantillons Non traités traités
Origine du sol K T K
Milieux utilisees Bennett YEGA |Czapek |Bennett |YEGA |Czapek |Bennett
Nombre d’isolats obtenus |10 7 0 9 10 0 8
Pourcentage 22.72% 15.9% | 0% 20.45% [22.72% |0% 18.18%

K: Ktitten; T : Tamezguida
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Tableau 08 : Résultats d’isolement en fonction de milieu de Bennett sans antifongique et sans
antibactérien.

Echantillon Non traité
Origine du sol K
Nombre d’isolats obtenus 18
K: Ktitten
12
'l
10 nombre d'isolats obtenus
5
8] @ non traités K Bennett
E M non traités K YEGA
g non traités K Czapek
2 — @@ non traités T Bennett
0 non traités T YEGA
|Bennett| YEGA | Czapek |Bennett| YEGA | Czapek |Bennett| @ non traités T Czapek
K T K traité K Bennett
| non traités | traité

milieux de cultures

traités K Bennett Non traités K
18% Bennett

2 0,
Non traités T _ 3%
czapek
0%

Non traités T Yega

Non traités K Yega
23%

. 16%

" Non traités K
Czapek

0%

Bennett

20%

Figure 22 : Nombre d'isolats d’actinomycétes obtenus en fonction des trois milieux de culture
sélectifs utilisés pour les sols traités et non traités.
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2. Caractérisation macroscopique

Aprés 8 jours d’incubation sur milieu Bennett, les colonies d’actinomycetes ont été

reconnues par leurs aspects morphologiques macro et microscopiques.

Les actinomycetes ont un aspect morphologique trés caractéristique. Les colonies
apparaissent seches, rugueuses, colorées ou non, avec un mycélium moyen aérien et végétatif
en géneéral, certains d'entre eux présentent seulement un mycélium de substrat. Les colonies
de taille moyenne, poudreuses, régulieres ou non, aplaties ou bombées, avec une odeur
terreuse caractéristique des actinomycétes a croissance lente. On a constaté que les

échantillons de sol sont riches et diversifies en actinomycetes.

Les résultats montrent aprés 1’isolement qu’il existe une multitude de souches

d’actinomycétes isolés du sol des deux régions.

La forme est variable bombé, ronde, aplatie etc. possédant un mycélium vegétatif

surmonté d un mycélium aérien de couleurs différentes jaune, blanche, beige.

Tableau 09 : Caractéristiques des souches d’actinomycétes

Caractéristiques Variétés
Aspect Poudreux/pateux
Couleur de mycélium aérien Rose, noire,

Gris marron blanc beige
Couleur de mycélium de substrat Marron gris blanc beige
Couleur de pigment Jaune, marron, noir
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Figure 23 : Actinomyceétes isolés des échantillons traités sans antifongique sur milieux
Bennett .prise personnelle 2020.

Figure 24 : Actinomycetes isolés des échantillons non traités sans antifongique sur milieux
Bennett . Prise personnelle, 2020.
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Figure 25 : Actinomycetes isolés des échantillons avec 1’antifongique sur milieux et YEGA.
Prise personnelle, 2020.
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Figure 26 : Résultats de purification des Actinomycetes sur milieu YEGA .Prise personnelle,
2020.

Au cours de notre étude, le criblage orienté en employant 3 milieux d'isolements
différents a été choisi pour mettre en évidence des actinomycétes dans le sol. Cette stratégie
s’accorde parfaitement avec celle de plusieurs auteurs. En effet, d’aprés Cross, (1982), il est
conseillé de varier les stratégies et les milieux d’isolements dans le méme screening afin de

réussir 1’isolement de la plupart de la flore actinomycétale présente dans 1’échantillon.

La période d’incubation pour I’isolement des actinomycétes peut étre critique sachant
que les non-streptomycétes actinomycetes ne poussent pas rapidement en comparaison avec
les Streptomyces sp. (Cross, 1982). D’aprés nos résultats, On remarque que la plupart des
Isolats sont apparus apres un temps d’incubation de 24 et 72 h, ce qui suggére que ces isolats
pourraient appartenir, entre autre, au genre Streptomyces puisque les espéces de ce genre ont
une croissance relativement rapide (Goodfellow, 1983) ; alors que les autres isolats qui ont
Poussé apres 4 et 18 jours ont une forte chance d’étre des non-streptomycetes actinomycetes.

L’analyse des résultats obtenus nous permet de mieux connaitre la richesse des

différents sites de prélevement en actinomycétes.

L’observation de 1’envers de la colonie (dos de la boite de Pétri) permet de déterminer
la couleur du mycélium de substrat qui peut étre (blanc, beige, rouge, orangé, jaune, vert,
violet, marron, brun ou noir). Selon Shirling et Gottlieb (1976), I’identification des

actinomycetes repose en grande partie sur les caractéristiques morphologiques qui sont
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considérées comme des caractéres stables. Les colonies apparaissent seches, rugueuses,
colorées ou non, de taille moyenne, poudreuses, régulieres ou non, aplaties ou bombées, avec
un mycélium moyen aérien et végetatif en général, certains d'entre eux présentent seulement

un mycélium de substrat (Boudemagh et al., 2005).

La richesse des milieux YEGA et Bennett en source de carbone, d’azote et peptone

rend ces milieux favorable au développement des actinomycetes.

Le sol provenant de Tamezguida est plus riche en actinomycetes, ceci peut s’expliquer
par le fait que d’une part le site Tamezguida est plus riche en matiére organique que les autres
sites, bien que le degré de salinité des autres sites soit inférieur a celui de 1’échantillon
Tamezguida. Ceci est corroboré par la bibliographie des actinomycetes qui affirme que le
nombre des actinomycetes est corrélé positivement avec le taux de matiere organique quel que

soit le taux de la salinité du sol (Lee et Hwang ,2002).

En fait, le nombre d’actinomycétes isolées est inversement proportionnel aux taux

d’humidité des échantillons (Sykes et Skinner, 1973 ; Basilio, 2003).

Tous les échantillons contiennent une flore microbienne variée qui peuvent géner

I’isolement des actinomycétes (Crawford et al.,1993).

Toutefois, aucun isolat d’actinomycétes n’a été obtenu sur milieu Czapek, En effet, les
boites de ce milieu ont été complétement envahies par des champignons du fait qu’il contient
I’extrait de malt favorable aux développements de ces microorganismes. Le taux de
contamination obtenu peut étre explique par le fait que la nystatine n’est pas un antifongique a
large spectre de plus il existe des champignons résistants a ce dernier d’ou la nécessite

d’utiliser des Antifongiques a larges spectres ou une combinaison d’antifongiques.
Le mélange des antifongiques nystatine (50 ug/mL) et actidione (50 ug/mL) ajouté au

milieu sélectif a permis d’¢liminer presque la totalit¢ de contaminants fongiques

indésirables.(Belyagoubi . ,2014).

57



CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSION

Le milieu Bennett permet 1’isolement d’un grand nombre d’actinomycétes avec
plusieurs champignons et d’autres bactéries que les actinomycétes, de ce fait on a utilisé la

nystatine comme un antifongique pour inhiber la croissance des champignons.
Nous n’avons pas utilisé d’antibiotique vu son indisponibilité.

Williams et Davies (1965) ont testé cet antifongique sur des champignons isolés du
sol, ils ont constaté qu’il a inhibé leur croissance en majorité a une concentration de 50 pug/ml,

en plus cet antifongique lorsqu’il est testé sur les actinomycetes n’a pas altéré leur croissance.

Les avis concernant 1’utilisation des antibiotiques sont cependant controversés. Selon
Porter et al. (1960) la plupart des antibactériens utilisés inhibent beaucoup d’actinomyceétes.
En revanche, Dulaney et al. (1955), Williams et Davies (1965), recommandent 1’utilisation
d’un mélange d’antifongiques et d’antibactériens pour 1’isolement des actinomycetes.

I1 a été constaté que le nombre de colonies d’actinomycétes est plus élevé lorsque les

échantillons ne sont pas traites.

Le milieu Bennett traité avec le CaCOz a donné un meilleur rendement, ce résultat
correspond aux resultats de Kitouni (2007), Bousseaber et al., (2012) qui font apparaitre
que le milieu Bennett permet un bon isolement d’actinomycétes par rapport au milieu

Glucose-asparagine. Cela peut étre du a la richesse de milieu Bennett en matiére organique.

Le traitement chimique au carbonate de calcium (CaCOgz) rend les milieux moins
favorables a la croissance des bactéries autre que les actinomycetes et donc minimise les
contaminants (EI-Nakeeb et lechevalier, 1963, ;Cavalla et Eberlin ,1994).

D’autre chercheurs ont trouvé que Le prétraitement a la chaleur des échantillons de
sol, est I’une des techniques de traitement les plus utilisées dans les programmes de screening
des Actinomycetes, il conduit lors des isolements, a une réduction importante du nombre de
bactéries indésirables (Agate et Bath, 1963, Pisano et al., 1987, Nonomura et Hayakawa,
1988, Kyung et Yong, 1996). Ces techniques de chauffage, utilisent la grande résistance des
Arthrospores des actinomycetes vis-a-vis des conditions de sécheresse et de température
(Agate et Bath, 1963, Shearer, 1987, Nonomura et Ohara, 1969, Cavala, 1994).
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3. Observation microscopique

La culture sur lamelle permet une observation du mycélium aérien et de substrat avec
les spores sans altérer leurs structures et leurs morphologies. Sur cela, les résultats obtenus

aprés observations au microscope optique, sont représentés par la Figure 27.
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Figure 27 : observation microscopique de culture sur lamelle des Actinomyceétes. Prise
personnelle, 2020.

Les résultats de la coloration refletent la composition chimique de la paroi des

bactéries d’une maniere générale particulierement celle des actinomycetes.

L’observation microscopique gx100 a I’immersion confirme que la plupart des
souches d’actinomycétes sont des bactéries a coloration de Grams+, les actinomycétes
possedent une forme filamenteuse fins ramifiées et enchevétrés.

La figure 28 montre quelques aspects microscopiques des isolats aprés une coloration

de Gram.
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Figure 28: Coloration de Gram des souches d’actinomyceétes isolés. (Loucif.,2006).
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D’aprés, Balasubramaniam et al. (2011), les couleurs du mycélium aérien ne sont
pas les mémes que celui de substrat. La plupart ont une couleur blanchatre et d’autres des
couleurs différentes telles que le gris, beige, marron. Ces résultats confirment les résultats

constatés.

Le mycélium végétatif apparait sous forme d’un réseau trés ramifié d’hyphes longue et
enchevétrés non fragmentés ni sporulés sur le milieu utilisé. Il supporte un mycélium
secondaire abondant et bien sporulé. Les chaines de spores immobiles en forme spiralées qui
se fragmentent en spores sphériques dont le nombre qui varie d’un méme milieu de culture

peut atteindre 40 spores par chaine (zidane et Maddi, 2017).

Les actinomycétes sont des bactéries filamenteuses, elles constituent le groupe
bactérien le plus variable et le plus importants de point de vue écologique et
biotechnologique. Lorsqu’ils évoluent sur un substrat solide, comme la gélose, ils se
développent sur la surface et a I’intérieur du milieu de culture (Prescott, 2010). Ce qui
explique leurs dénominations en grec « Champignons a rayons » ou « champignons
rayonnants » (Gottieb, 1973).

Il s’est avéré que les souches actinomycétes isolées sont des bactéries filamenteuses, a
coloration de Gram positive. D’aprés Aouicheet al. (2012), Rosilmaet al. (2016), ont
confirmé que tous les actinomycétes sont de Gram positive.

4. Production d’antibiotique

4.1. Méthode des stries croisées

Le spectre d’activité antibactérienne des isolats d'actinomyceétes a été recherché par la
méthode des stries croisées vis-a-vis des souches de bactéries a Gram positives et des
souches bactériennes a Gram négatif, afin de sélectionner les isolats les plus producteurs de

substances actives.
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02,03,04,05 : bactérie gram positive 01,06 : bactérie gram négative

Figure 29 : Activité antibactérienne de quelques isolats d’actinomycetes vis-a-vis les
bactéries pathogenes testées par la technique des stries croisées (Ouazen et al. ,2019).

Les résultats de Dahmani et Bouzid (2017) obtenus montrent une importante activité
antibactérienne vis-a-vis les microorganismes testés par la méthode des stries croisées.

A partir des isolats d'actinomycétes obtenus, ont trouvés que :
- Des isolats produisant des Substances antibactériens contre les bactéries Gram positif et des
bactéries Gram négatif.
- isolats ne sont pas active contre tous les bactéries teste.

ces résultats convergent parfaitement avec ceux de Mustafa et al., 2004, qu’été
observé chez les isolats streptomycessp(5c8) .
-Des isolats ont montré une forte activité antibactérienne contre la pluparts des bactéries
gram négatif. Par contre, pour les bactéries cibles Gram positif assez faibles. Ces résultats non
comparables avec les travaux de Mellouk et al., 2016; qui montre que 1’isolat Streptomycétes
sp(TA4) est fortement active contre les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus )
avec des diamétres d’inhibition de 40 et 32 mm, respectivement; aucune activité n’est
enregistrée contre les bactéries a Gram négatif.

Donc I’activité antibactérienne contre les bactéries-tests de Gram négatif apparait plus
Importante que celle contre les bactéries Gram positif.
-Des isolats montrent une activité antibactérienne variable sur toutes les bactéries-test a
coloration de Gram positive. Alors que, des isolats montrent une activité a la fois sur les
bactéries-test a coloration de Gram positive et négative. D’autre part, un isolat produit des

molécules bioactives qui ont un spectre étroit et qui agit vis-a-vis une seule bactérie cible.
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C’est probablement la structure de la paroi cellulaire, constituée principalement de
peptidoglycane, qui rend de groupe de bactérie a Gram positif plus sensible aux extraits. Par
contre la paroi des bactéries a Gram négatif est formée d’une couche externe composée d’un
complexe lipopolysaccharides, des phospholipides et des protéines. Cette couche est une
barriere sélective ce qui les rend moins vulnérables aux extraits que les bactéries & Gram
positif (Kim et al., 1994 ; Sateeshet al., 2011 et Singh et al., 2016). Plusieurs chercheurs ont
aussi observé une résistance remarquable des bactéries a Gram négatif par apport a leur
homologues bactéries Gram positif (Ullahet al., 2012).

Selon Srivibool et Sukchotiratana,(2006) ils expliquent que 1’absence d’activité vis-

a-vis des bactéries a Gram négatives ne signifie pas forcément que la substance est absente ou
pas assez active, mais cela peut étre du a une mauvaise diffusion de celle-ci, dans le milieu,
car les molécules d’antibiotiques pourraient ne pas étre polaire ou bien constituées de
composes non polaire. Par ailleurs le développement de milieu de culture sélectif est
specifique est nécessaire. C’est pourquoi plusieurs auteurs (Juntao Feng et al.,
2011 ;Ameur et Ghoul et al .,2012) se sont orienté vers 1’optimisation des milieux de culture
pour une meilleure production d’antibiotique
-les resultats obtenues par Ouazen et al .,(2019) sont montrés actifs envers au moins une
bactérie-test avec des zones d’inhibition variables de 0,5 4 39 mm de diamétre, sur le méme
milieu de culture et d’une bactérie-test & une autre. Tandis que, quelque isolats n’ont montré
aucune zone d’inhibition envers aucune bactérie-test utilisée.
-Ces résultats sont semblables avec ceux obtenus par Elbenday et al. (2018), qui trouvent
que les bactéries Gram— sont plus résistantes que les bactéries Gram+. Ils sont aussi
comparables avec les résultats de Ghadbane (2014), qui prouve que les isolats testés
montrent une forte activité contre la plupart des bactéries Gram+. Par contre, les bactéries
cibles Gram- se sont montrées plus résistantes. Jihani ., (2013).

Selon Alharbi et al .,(2012) ,la production des métabolites antibactériens est parfois
influencé par la composition du milieu de culture et les conditions de culture tel que
I’ aération , agitation, pH , température d’incubation, la salinité ,temps d’incubation, source de

carbone et azote, et cela varié de microorganisme a un autre .

62



CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSION

4.2. Technique des cylindres d’agar
Afin de comparer et de confirmer ’activité antibactériennes de nos isolats, nous avons
utilisé une autre technique celle des cylindres d’agar. Qui montre la sensibilité¢ des bactéries

testées vis-a-vis les substances bioactives sécrétées par nos isolats.

02 : bactérie gram positive. 03 : bactérie gram négative.

Figure 30: Activité antibactérienne par la technique des cylindres d’agar (Ouazen.F et
al.,2019).

Les résultats de Quazen et ., al ont montré que :

- des isolats d’actinomycétes; ont une activité antibactérienne sur au moins une bactérie-test
avec des zones d’inhibition variables de 6,5 a 38 mm de diamétre, sur le milieu de culture
MH. Tandis que, quelque isolat ne montre aucune zone d’inhibition vis-a-vis les bactéries
cibles.

-D’autre part, des isolats ont une activité antibactérienne variable sur toutes les bactéries-
test a coloration de Gram positive .ces résultats concordent avec ceux de sateech et
al. ,(2012) ,qui ont isolées a partir de Karwar sur la coté ouest de Inde, ou le nombre
d’actinomycete isolées été de 54 souches et dont le nombre de souche active vis-a-vis des
germes cibles été de 28 isolats .Jihani et al .,(2012) ont isolés six souches a partir d’un vielle
maison du Maroc sont actives vis-a-vis des bactéries a Gram positif et a Gram négatif ,et dont
le germe a été rapproché au Streptomycessp. Aussi Ali alharbi et al ., (2012), ont isolés des
souches a partir du sol d’Arabie Saoudite actives vis-a-vis des bactéries a Gram positif et a

Gram négatif .
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-Certains isolats produisent des molécules bioactives avec un spectre étroit qui agit vis-a-vis
une seule bactérie.
-des isolats qui inhibent des bactéries a Gram négatives seulement.
-Cette action est d’intensité variable selon les souches cibles, les résultats de Ouazen et al
.,(2019) confirment ceux de la technique des stries croisées.

Ouazen et al .,(2019) ont conclues que des isolats d’actinomycétes ont un large
spectre d’action ce qui rend I’optimisation de la production et de la purification de ces
métabolites antibactériens souvent difficile (différentes substance antimicrobienne vis-a-vis

de chaque type de bactérie).

les résultats de Ouazen et., al (2017) sont parfaitement cohérents avec ceux obtenu
par Messaoud (2013), qui a isolé 18 actinomycétes a partir de différents échantillons de sol
de la sebkha de Kenadsa (Bechar) et qui possedent une activité antimicrobienne contre au
moins un microorganisme test utilisé. Quinze isolats sont actifs contre la bactérie S. aureus,
suivie par les bactéries E. faecaliset B. cereusavec 12 isolats actifs pour chacune. Tandis que
la plus résistante est K. pneumoniaeavec cing isolats actifs seulement.

Harir (2018), montre que sur 32 isolats, 04 isolats présentent le plus important

pouvoir inhibiteur antibactérien vis-a-vis des souches indicatrices S.aureuset B.subtilis.

AmeurGhoul et., al (2012), ont isolé sept actinomyceétes a partir d’un échantillon du
sol de Sétif (Algérie), dont une appartient au genre Streptomyces) et présentent une activité
antimicrobienne intéressante

Kitouni (2007), annonce que sur les 45 souches d’actinomycétes isolées, seules 17

souches (37,78%) sont actives sur au moins une des bactéries-tests étudiées.

Zerizer (2014), dit que parmi les 49 isolats cliniques d’actinomycétes aérobies, 45
(soit 91,83 %) sont actifs contre au moins un des microorganismes-tests dont 35 appartiennent
au genre Streptomyces.

Ouazen et., al (2017) ont montré que la technique des stries croisées a donné un
résultat plus important d’isolats actifs par rapport a la technique des cylindres d’agar. ces
résultats sont en accord avec les résultats obtenus par d’autres auteurs qui évoquent la
sensibilité des bactéries a Gram positif aux sécrétions d’actinobactéries par rapport aux

bactéries a Gram négatif (Sabaouet al., 1998 ; Prescott et al., 2002). Cette hypothese peut
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nous orienter et nous renseigner sur la nature de ces substances antimicrobiennes. Pour ce qui
est de la technique utilisée, la méthode des stries croisées est souvent employée comme
premier screening de 1’activité antimicrobienne selon Parthasarathi et al., 2010; Ravikumar
et al., 2010; Baskaran et al., 2011; ValanArasu et al., 2012 ; Messaoud, 2013 et Harir,
2018). C’est une technique simple qui permet de tester I’activité d’une souche d’actinomycéte

sur plusieurs microorganismes et sur la méme boite de pétri.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Actinomycetes, micro-organismes largement distribués dans la nature, habitent
principalement le sol. Ces procaryotes sont largement responsables de la production de divers

métabolites comme les antibiotiques.

Le présent travail portant sur «lsolement et sélection de souches d’actinomycétes
productrices d’antibiotiques», nous a permis 1’obtention de 60 isolats d’actinomycéte ont été
isolées a partir du sol de la région de Médea ( Ktitten , Tamezguida ), dont 18 résultats (+)
ont été obtenues a partir de sol non traité de ktitten sans utilisation de 1’antifongique
(nystatine), 36 résultats (+) ont été obtenues a partir des échantillons des sols non traités ;
Ktitten et Tamezguida ensemencés sur trois milieux ( Bennett \YEGA et Czapek) et 8
résultats (+) souches d’actinomycétes sont obtenus a partir d’échantillon de sol traité au
CaCOg provenant de ktitten ensemencé sur milieu Bennett avec 1’ajout de 1’antifongique.

Cependant, apres la sélection, la purification, ainsi que, les observations macro et
microscopiques, les colonies obtenues ont des tailles moyennes. Leurs forme sont variables
bombé, ronde, aplatie, possédant un mycélium végétatif surmonté d’un mycélium aérien de
couleurs différentes jaune, blanche, beige etc.

En fin, les résultats obtenus méritent une étude plus approfondie, dont il est

souhaitable de :

- Isolement et sélection des souches d’actinomycetes productrice
d’antifongique.

- Isolement des souches d’actinomycetes de déférents régions et déférents
sols.

- L’extraction et la purification des molécules antibactériennes.

- L’¢élargissement des tests antagonistes contre de nombreux germes

pathogenes a I’Homme (bactéries ou champignon).
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ANNEXES



Annexe 01 : Appareillages et verreries

Appareillage Verreries Autre matériel
e Autoclave eBecher e Anses de platine
e Bain marie e Boite de pétrie e Papier aluminium

e Balance électrique
e Etuve

o Réfrigérateur

e Congélateur

e Microscope optique
e pH-métre

e Plaque chauffante

e vortex

e Erlenmeyer

e Fiole

e Flacons

e Lame et lamelles

e VVerre de montre

e Pince en platine
e Pissettes

eTube Eppendorf
e Spatule

e Bec Bunsen

e Gants jetables

e Marqueurs

e Micro pipette

e Portoir pour tube




Annexe 2 : Milieux de cultures utilisés et colorants

Milieux pour ’identification
Préparation et composition des milieux de culture pour 1litre.
Technique de préparation :

Pour chacun des milieux, les ingrédients sont pesés a I’aide d une balance de précision et
déposés dans une erlenmeyer puis rajouter le volume d’eau distillée a raison de 1000ml.le ph
est mesurés par un PH-metre puis ajusté par 1’ajout soit du KOH ou du HCL ensuite répartir
dans des flacons de 250 ml et autoclavés a 120C°pendant 20 minutes, une fois refroidies a
45C°.L’ antifongique (nystatine) est rajouté a raison de 5ml/l a l'aide d'un micro-filtre stérile
de diametre 0.22pm.

++ Bennett

EXErait de [eVUIE ..o e 19
EXtrait de VIANAE ..o 19
PePLone ......oinii o 29
GIUCOSE ...ttt ettt et enbesraesn e e en e 109
AT e 159
EaU dISHIHIBE ... 1000 ml
P H e e 7,2

% YEGA (yeast extract agar) :

EXErAIL 08 IEVUIE.....eceveveeeeetee ettt s e s na st s 10g
GIUCOSE......ecvieceeeee ettt st et s st aeas s st sss et et srassasenaseseas erenens 10g
AAGAT ettt e et e st bt e st et e et et ee et s s aenaere s 10g
BaU dISHHIE......oeeeeeeeeeee et 1000ml
PH ettt e et et et et e st e et st e nn e e 6.8

% Czapek
NItrate de SOUUIM........ucveiveiveeeteee ettt sttt e e e 0.3g

Hydrogénophosphate de potasSium...........c..c.ceeerveeeeeeeeiesessiesesssesseessensensensens L0
Sulfate de MAGNESIUM........cc.coviireeeereereee ettt e e e 0.5g

Chlorure de POLASSIUML...........ceviieee ettt 0.59



AMIAON. .ttt ettt st ses b es bbb s ees e s ees s e bbb ees s s enies 10g
QAL ..ottt s e e s s e s 18g
AU TISHHTE.......ce oottt et st s 1L
P H e et s s e bt bt st bt een 7

milieux pour test antimicrobien

«* Mueller Hinton

Infusion de viande de boeuf...............oooii 2g
AMIAON L.t I5g
Hydrolysat de caséine.............ccooiiiiiiiiii e, 17,5g
N ) 17¢g
Eau distillée ......cooiinii 1000 ml
PH . 7,3
% ISP2
EXtrait de Malt .........c.oooveieiieie e 109
EXErait de leVUIE ...c.oocveeeiee e 049
L 110l L USSR 04 g
AT o 209
BaU diStIllE ... s 1000 ml
P H e 7.2

N.B. I’ajustement du pH des milieux de cultures s’effectue a I’aide d’une solution de NaOH
ou d’une solution d’HCL.

NaOH : 10g de NaOH dans 250 ml d’eau distillée.
HCL : 200 ml d’HCL dans 16.40 ml d’eau distillée.

% Eau physiologique
Chlorure de SOIUM .....c.ooiiiice e 09¢g

BAU ISEHIEE ... ettt 1000 ml



Colorants

«+ Violet de Gentiane

Violet de Gentiane............ccooviviiiiinniiiiiiiinniennn, lg
Ethanol ..., 10ml
Phénol ..o 2g
Eaudistillée...........oooviiiiiiiiiiiccee 100 ml
% Lasolution de lugol
Todure de potassium ...........c.cooveiiiiiiiiiiiiiiiee .. 2g
lodemétalloide 12 ... g
Eaudistillée ..........cooiiiii 100ml
% La solution de fuchsine
Fuchsine basique ............coocoviiiiiiiiiiiiiieen, 10g
Phénol.... ... 50g
Ethanol.........ccooiiii 100 ml

Eaudistillé.... ... 1L
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