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Résumé

Les actinomycetes sont connus pour produire une grande variété de composés bioactifs. Leurs
activités biologiques comprennent des activités antimicrobiennes, antioxydantes et
enzymatiques qui sont bénéfiques a la fois pour la biotechnologie et la santé.

Notre travail s’est intéress¢ en premier lieu, a la mise en évidence des activités biologiques de
dix isolats d’actinomycétes marins suite a une revivication et purification. Apres ’application
de différents tests sur les isolats marins, les résultats obtenus se sont révélés globalement
satisfaisants. La majorité des souches ont montré des réponses positives aux tests realisés, ce
qui reflete leur potentiel physiologique et métabolique élevé. Le milieu M s’est montré le plus
favorable au développement d’actinomycetes.

La deuxieéme étape a été consacrée a ’isolement d’actinomycetes a partir de deux sols
agricoles différents (un sol situé a la région de Benchikaou et 1’autre a Oulad Ibrahim de
Médéa). Les echantillons prélevés ont subi un traitement chimique a la chaux (CaCO3) avant
étre ensemencer sur milieu M. Les résultats montrent sept isolats au total qui présentent les
caractéristiques morphologiques typiques des actinomycetes. Des expériences de
caractérisation initiales ont été menées sur les actinomycétes provenant de sols agricoles tels

que des essais biochimiques.

Mots clés : actinomycetes, sols, marins, activités biologiques, agricole.



Abstract

Actinomycetes are known to produce a wide variety of bioactive compounds. Their biological
activities include antimicrobial, antioxidant and enzymatic activities that are beneficial to both
biotechnology and health.

Our work focused firstly on highlighting the biological activities of ten marine actinomycetes
isolates following revivification and purification. After applying various tests to the marine
isolates, the results obtained were generally satisfactory. The majority of strains showed
positive responses to the tests carried out, reflecting their high physiological and metabolic
potential. The M medium proved to be the most favorable for the development of
actinomycetes.

The second stage involved the isolation of Actinomycetes from two different agricultural soils
(one located in the Benchikaou region and the other in Oulad Ibrahim, Medea). Samples were
chemically treated with lime (CaCO3) before inoculation on M medium. The results showed a
total of seven isolates with morphological characteristics typical of actinomycetes. Initial
characterization experiments were carried out on actinomycetes from agricultural soils, such

as biochemical assays.

Key words: actinomycetes, soils, marine, biological activities, agricultural.
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Cm : centimétre

CMC: Carboxyméthylcellulose
CMCase: Cellulase active sur CMC
DAP : Acide diaminopimélique

DO: Densité optique
DPPH:2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
ect: et cetera

g : gramme

G+C: Coefficient de Chargaff.

GBA : Glucose-Asparagine Agar
GC% : Pourcentage de guanine-cytosine
GN:Gélose nutritive

H20 : eau ( H : hydrogene.O : oxygéne)
ISCC-NBS :Color Name Chart Illustrated with Centroid Color
ISP: The International Streptomyces Project
M : mol

m/v: millimétre par volume

MA: Mycélium aérien

Min : minute

ml : millitétre

mm: millimetre

MS: Mycélium de substrat

Nacl : chlorure de sodium

nm : nanometres



PCR : Polymérase chaine réaction

PH : Potentiel Hydrogéne

rpm: revolutions par minute.

SCA : Starch Casein Agar.

t: temps

TSB: Tryptic Soy Broth (Bouillon de soja trypticase)
V/V: volume sur volume

x : fois

A: longueur d'onde
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Introduction générale

Les micro-organismes marins et terrestres constituent une source précieuse de
biomolécules bioactives, telles que les actinomycetes, qui sont essentielles a la biotechnologie
et a la pharmacologie. Selon Barka et al. (2016) et Manivasagan et al. (2014), ces bactéries
Gram positives, filamenteuses et sporulées appartiennent au phylum des actinobactéries et
sont connues pour leurs capacités exceptionnelles a produire des métabolites secondaires
dotés de diverses propriétés thérapeutiques, telles que des effets antimicrobiens,

antitumoraux, antioxydants et anti-inflammatoires.

Les organismes marins font I'objet d'une attention accrue en raison de leur capacité a
s'adapter a des environnements difficiles tels que la salinité, la pression osmotique ou de
faibles niveaux nutritionnels. Selon Subramani et Aalbersberg (2012), ces contraintes
environnementales ameénent ces micro-organismes a produire une biosynthése unique de

composes bioactifs natifs qui font souvent défaut a leurs homologues terrestres.
Dans ce contexte la stratégie adoptée dans cette etude est:

La mise en évidence des activités biologiques des actinomycetes marins isolés et caractérises
a travers plusieurs approches, dans la premiére partie expérimentale. Dans la deuxiéme partie
du travail, deux sols agricoles provenant de zones géographiques différentes ont été utilisés

pour isoler des actinomycetes.
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1. Les actinomycetes
1.1. Historique

Le terme actinomycete a été utilisé pour la premiére fois par Bollinger en
1877. L’histoire des Actinomycetes peut étre divisée en 5 grandes périodes. La
premiere période qui va de 1877 a 1890 environ, a été nommée " période médicale
" grace a l'intérét pour ces microorganismes qui est presque di Complétement aux
propriétés pathogénes qu’on leur attribuait (Baldacci, 1962). La deuxiéme période
est comprise entre les années 1900-1940, (Mariat et Sebald, 1990) et concerne la
mise en évidence et I’étude des actinomycétes du sol, développés par Rossi-
Doria (1890-1891), Gasparini (1891-1894), Krainsky (1914),
Waksman (1919), Lieske (1921), Orskov (1925), Jensen (1931-33) et Krassinikov
(1938). Elle couvre la compréhension des habitats des actinomycétes et les
premiéres tentatives pour distinguer deux groupes : les pathogenes et les
saprophytes (Wacksman et Woodruff, 1940). La période suivante est celle de
"la decouverte des antibiotiques™ produits par les Actinomycétes grace a
Waksman en 1940. Cette période a resulté en un accroissement brusque du
nombre d’espéces décrites (Baldacci, 1962). En 1958 un systéme de classification
pour les Streptomyces a était proposé par Pridham qui est essentiellement base sur
la morphologie de la chaine de spores et la couleur du mycélium aérien (Ettling
et al, 1958). A partir des années 1960, Hopwood a commencé le développement
des méthodes génétiques et genomiques (Hopwood, 2003), puis la mise en place
de la classification des espéces (Ventura, 2007), les méthodes de découverte de
métabolites secondaires (Donadio, 2002) et d’exploration du potenticl

biotechnologique de ces microorganismes.

1.2.  Définition et Caracteres généraux

Les actinomycéetes sont généralement des bactéries a Gram positives, la
séquence de I’ARNTr 16s et la forte teneur en G + C de son ADN (70%) sont des
caractéristiques principales de ce taxon (Goodfellow et O'Donnell, 1989).

Bien que les actinomyceétes soient des microorganismes procaryotes formant
des filaments ramifiés et des spores asexuées. Leur morphologie ressemble
fortement a celle des microorganismes eucaryotes comme les champignons

filamenteux (Osada, 1998), partir de ce point on souligne les principales
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différences entre les champignons et les actinomyceétes:
e La paroi des actinomycétes ne renferment ni cellulose ni chitine, ils
sont présent chez les plantes et les champignons (Shukla, 2010).
e |Is ont un diamétre de mycéliums généralement de (0.7-0.8um) est
approximativement un dixieme de celui de la plupart des hyphes

fongiques.

e Les actinomycetes sont sensibles aux attaques des bactériophages et lysozymes

(Hawker et Linton, 1971).

e Leurs sensibilités aux antibiotiques antibactériens (Rangaswami et al, 2004).

La composition de la paroi cellulaire des actinobactéries varie

essentiellement d’un groupe a 'autre et possede une importance taxonomique
considérable. Les extrait cellulaires totaux des actinobactéries sont dotés d’une
paroi de type II, 11l et VI. Ils contiennent également des sucres caractéristiques,
utiles pour I’identification (Prescott et al, 2010).
Généralement, les actinomycetes sont des hétérotrophes, mais de plusieurs
especes sont ainsi capables d’une croissance chimio-autotrophique (Ensign et al,
1993), Ce sont généralement des microorganismes mésophiles, mais il existe aussi
des espéces thermophiles comme les Thermoactinomyces, dont la température
optimale est comprise entre 50 et 60 °C. Concernant le pH, la majorité des
actinomycetes sont des bactéries neutrophiles leur croissance est incluse dans la
gamme du pH 5 a 9. Vis-a-vis le type respiratoire les actinomycetes sont séparés
en deux groupes :

e Groupe 1. Les actinomycetes oxydatifs aérobies (généralement

présente dans le sol).

e Groupe 2: Les actinomycetes fermentatifs anaérobies stricts ou

facultatifs (se trouve dans les cavités naturelles de I’homme et des

animaux) (Silini, 2012).

La majorité des actinomycetes sont terrestres, certaines especes sont marines (Mincer

et al, 2002). Ces micro-organismes sont un réservoir inépuisable des principaux métabolites

secondaires biologiquement actifs (Ensign et al, 1993 ; Ait Barka et al, 2016).

1.3. Caractere morphologique

Les critéeres morphologigques sont complémentaires aux caracteres culturaux

4



Revue bibliographique

sur différentes milieux de culture et aux caractéristiques (Shirling et Gotlieb,
1966). Leur morphologie ressemble fortement a celle des mycétes. lls ont une
taille des hyphes, habituellement de 0,5 um (Eunice, 1983), elle est deux a dix
fois plus petite que celle des champignons environ 2 a 5 um (Gottliels, 1973) et
ils sont plus large, dont la longueur varie de 1,5 a 50um. Les actinobactéries
excitent aussi sous forme de filaments, de bacilles ou de coccobacilles.

Morphologiquement, les actinomycétes sont classés en deux groupes selon la

coloration du bleu de méthyléne :

e Groupe 1 : Mycélium (les organismes qui forment une masse de filaments

ramifiés).

e Groupe2 : Les organismes qui se présentent sous des formes
morphologiquement plus complexes par rapport au premier groupe
(Lechevalier, 1985).

Les caractéristiques des aspects microscopiques et macroscopiques sont

résumées dans le tableau (1) suivant :
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Tableau 1: Aspects microscopiques et macroscopiques des actinobacteries

(Boudjalal,2012; Harir, 2018).

Caractéristiques micromophologiques | Caractéristiques macromorphologiques

-Fragmentation ou non du MS. - Production ou non d'un mycélium

- Présence de sporanges sur le MA ou acrien (MA).

sur le MS, la forme et la taille des - Présence d’un mycelium du
substrat (MS).

sporanges ainsi que la longueur des

] - Détermination de la couleur du MA et
sporangiophores.

- Formation de spores sur le MA et /ou du MS ainsi que des pigments diffusibles

sur le MS, leur forme, leur taille et leur dans le milieu de culture.
agencement: isolées, par deux, par
quatre ou en chaines.

- Mode de sporulation: spores porté par
des sporophores ou mycélium aérien se
fragmentant de maniéré anarchique en
spores.

- Présence de spores mobiles ou

non mobiles.

- Ornementation de la surface des
spores (lisse, rugueuses, épineuses ou
chevelues)

- Formation de structures particulieres:

faux sporanges, etc.

1.4. Caracteres chimiotaxonomiques
La chimiotaxonomie est un systéme d’identification et de classification basé sur des
caracteres chimiques, le type et la composition de la paroi cellulaire en acides aminées, en
lipides et en glucides, constitue la principale caractéristique utilisée en chimiotaxonomie

(Lechevalier et al, 1977; Lechevalier et Lechevalier 1985; Larpent et Sanglier, 1989).
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1.4.1. Type de la paroi

Tableau 2: Types pariétaux en fonction des constituants majeurs des parois cellulaires des

actinomycétes (Lechevalier et Lechevalier, 1970).

Type de parois

Constituants majeurs

Exemple de genre

LL- DAP?

Streptomyces

Méso ou hydroxy-DAP?

Glycine, xylose, arabinose

Micromonospora

Méso-DA P & madurose ou

aucun sucre

Actinomadura

v Méso-DAP?, Arabinose Nocardia
Galactose
\Y Lysine, ornithine Actinomyces istaelii
VI Lysine Oerskovia
VII DAB, glycine Agromyces
VI Ornithine Cellulomonas

1.4.2. Acides aminés des parois cellulaires

La forme isomérique de I’acide diaminopimélique (DAP) la forme L et

D dans la séquence tétrapeptidique du peptidoglycane et la présence ou non de

glycine renforce la dureté de la paroi. Les parois sont classées en huit groupes

chimiques en fonction de leur composition en DAP mais aussi en d’autres acides

aminés :

GI: Présent chez Arachnia, Pimelobacter, Nocardioides et Streptomycetes.

GII: Présent chez Actinoplanes et Actinomyces.

GIII: Présent chez Dermatophilus, Maduromycetes et Frankia....ect.

GIV: Présent chez Micropolyspora et Nocardioformes.

GV: Présent chez Actinomyces.
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GVI : Présent chez Microbacterium, Oerskovia, Promicromonospora,
Actinomyces et Arcanobacterium.

GVII: Présente chez Agromyces, Calvibacter.

GVIII: Présente chez Aureobacterium, Curtobacterium, Cellulomonas.

1.4.3. Les lipides
Les lipides taxonomique important sont :

a. Phospholipides (regroupés en cing 05 types):

Tableau 3:Types de phospholipides caractéristiques présents chez les actinobactéries
(Lechevalier et al, 1977).

Types de phospholipides Genres
-Phosphatidylglycérol. Actinomadura.
-Phosphatidyléthanolamine Streptomyces, Pseudonocardia.
-Phosphatidylcholine Nocardiopsis, Amycolatopsis.
-Phospholipides Nocardia, Nonomuraea.

Avec glucosamine
+phosphatidyléthanolamine
-phosphatidylglycérol+ Oerskovia

Phospholipides glucosamine
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b. Acidesgras:

Les acides gras sont présents chez les genres tels que Nocardia,
Mycobacterium et Rhodococcus (Harir, 2018).
c. Acides mycoliques :

On trouve les acides mycoliques chez plusieurs genres comme Nocardia et

Rhodococcus.

d. Ménaquinones :
Les ménaquinones sont présentes chez les genres comme
Thermopolyspora, Microbispora et Nocardiopsis (Saker, 2015, Boudjella,
2007, Logman, 2009).

1.4.4. Glucide des parois cellulaires
Les glucides jouent un role important en taxonomie, ils sont classés en
quatre groupes dans le tableau suivant :

Tableau 4: Glucides caractéristiques présents chez les actinomyceétes (Lechevalier et
Lechevlier, 1970).

Type de glucide Genre

Arabinose + galactose Nocardia, Actinopolyspora,
Prauserella

Madurose Actinomadura

Streptosporangium

Pas de sucre caractéristique Nocardiopsis

Arabinose +xylose Micromonospora, Actinoplanes
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1.5. Caracteres physiologiques

En plus de ces caracteres, La détermination des espéces se base aussi sur les
caracteres physiologiques. Ces critéres concernent des tests de dégradation de
différents composés glucidiques, protidiques, lipidiques, polymeres complexes,
stéroides et d’autres tests comme la résistance aux différents agents chimiques
tels que les antibiotiques, la température, la salinité et le pH. Ainsi que le type de
sol, la profondeur dans le sol, la nature et I’abondance de la matiére organique et
la végétation du sol (Skinner, 1973; Bacilia, 2003).

1.6. Caractéres moléculaires

Pour la classification et I'identification des espéces d’actinomycetes,

plusieurs techniques moléculaires sont utilisées :
1.6.1. Le séquencage de ’ADN ribosomique 16S

Le gene codant de L’ARN ribosomique 16s est un outil majeur pour
I’identification moléculaire des actinomycetes présent chez toutes les bactéries. 11
s’agit d’un geéne chromosomique d’une taille d’environ 1500 paires de bases, il
présente ainsi a la fois des régions hautement conservees tout en contenant de
courtes séquences signature spécifiques de genre et quelquefois d’especes. Grace
a une ADN polymérase (polymérase Taq) isolée de la bactérie Thermus aquaticus
ce géne est amplifié par la technique PCR. Les séquences obtenues a partir de
différents taxons font I’objet d’études comparatives entre eux ou avec les especes
incluses dans la base de données génomique des espéces de référence.

De cela le séquengage de I’ADNr 16S est une technique fiable et rapide
pour I’identification et classification phylogénique des actinobactréie (Weisburg

et al, 1991 ; Cook et Meyers, 2003).

1.6.2. L’hybridation ADN-ADN
La mise en ceuvre de cette technique n’a été possible qu’aprés découverte
des phénoménes de renaturation de ’ADN (Marmur Doty, 1962). Elle est
définitivement utilisée pour identifier le domaine especes par rapport a celles déja
décrites. Si deux especes ont un indice de similarité moins de 70% (I’indice de
reconnexion de leurs threads ADN), elles sont considérées comme différents
(Wayne et al, 1987).

10
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1.6.3. La détermination du pourcentage de G+C

Qui n’est obligatoirement demandé que lors d’une proposition de création

de nouveaux genres.

La teneur principale en ADN est manifestée par le pourcentage de
guanine-cytosine (% GC). Chez les bactéries, cette valeur est tres dispersive et se
modifie de 25 a 75%, on suppose que les bactéries dont la teneur en G+C varie de
plus de 5% peuvent appartenir a la méme espéce, si cette différence dépasse 10%,
c’est a dire que les bactéries font partie aux différents genres. Néanmoins, les
valeurs peuvent étre conforme sans que les bactéries sont étroitement liées et

proches (Rossell6-Mora et Amann, 2001).

Grace a ces criteres la phylogénie des actinomycetes est obtenue (Stackebrandt
et Woese, 1981; Stackebrandt et al, 1997; Kampfer, 2010).

1.7. Cycle de développement

Les actinomyceétes présentent des cycles de développement complexes
caractérises par la différenciation morphologique et la production de métabolites
secondaires, la formation d’un mycélium primaire appelé « mycélium de
substrat», qui produit des cellules initiales et se transforment en un mycélium
secondaire aérien (Klieneberger-nobel, 1947). Donc le cycle de vie des

actinomycetes comprend deux phases de croissance différentes :
1.7.1. Mycélium du substrat

Le mycélium de substrat ou vegétatif, se développe a partir du tube de
germination des spores. Les actinobactréie développent un réseau ramifié
d’hyphes, lorsque les hyphes croissent sur un substrat solide comme le sol ou la
gélose. Ce dernier, poussent vers la face intérieure du substrat pour former un
tapis dense d’hyphes, qui est le mycélium végétatifs. Chez beaucoup
d’actinobactréie les hyphes végétatifs se différencient en hyphes qui poussent vers
le haut et forment un mycélium aérien qui s’éléve au-dessus du substrat (Prescott
et al, 2010). La germination des spores se passe en quatre étapes : L’activation,
Iinitiation, ’émergence du tub germinatif et la croissance du tube germinatif. Le
mycélium du substrat de ces actinobactréie posséde différentes tailles, formes et
épaisseurs. Elles ont une variation de couleur du blanc ou pratiquement incolore a

jaune, marron, rouge, rose, orange, noir ou vert.

11
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1.7.2. Mycélium aérien

Le mycelium aérien est dans la majorité de temps plus épais que le
mycelium primaire, il établit une différenciation suffisante dont plusieurs isolats
sont capables d’étre séparés en quelque nombre de groupes ayant des
caractéristiques morphologiques similaires dans des conditions précise. De ce fait,
la classification du genre Streptomyces en espece est basée sur ceci. Il est
caractérisé par la formation de zones concentriques et de pigmentation ou formation
d’anneaux. Des structures cotonnieres, veloutées ou poudreuses sont €galement

remarquées.

T e TR
Chromosome

segregation and septation
Aerial
hypha
Spore

/ maturation
e
o

Formation of
reproductive
aerial hyphae

Spore
dispersal

© Free spore

0y N
y Spore )
A 759 germination
v\ Vegetative
- growth d ’
Antibio(.ic "
production »

Substrate
mycelium

Figure 1: Cycle de développement du genre Streptomyces sur milieu solide
(Barka et al, 2016).

1.7.3. Arrangements des spores

IL existe une grande variété d’arrangements des spores d’actinomycetes

(Belyagoubi, 2014) :

. Des spores isolées (Micromonospora),
. Deux a deux longitudinalement (Microbispora),
. En courtes chainettes (Actinomadura),

12



Revue bibliographique

. En longues chainettes (Streptomyces) : les chainettes de spores peuvent étre
ramifiées ou non, droites, flexibles ou en spirales. Elles peuvent étre rayonnantes

autour d’hyphes sporophores.

Spirilospora Actinopianes Pilimela Streptosporangitum

Ampulariella Dactyiosporangium Planomonospora
(A)
v)‘ &_J
\ x
¢ -u. \ V
D C
. i
Micromonespora Thermomonospcra  Sacharcmenospora Thermoactinoryces
Q\{SJ b
: a,{f
Ql o : (
&7 FpU
2 gy
s
7 r
Microbispora Microtetraspora Cacellarcspora Streptoryces

(B)

Figure 2: Différents types de chaines de spores chez les
actinomycetes, (A) spores endogénes; (B) spores exogenes.

1.8. Taxonomie et critéres de classification

1.8.1. Criteres de classification

L’identification des genres et des espéces repose sur un ensemble de
caractéeres Morphologiques, fonctionnels, génomiques et chimiotaxonomiques,

rassemblés dans le (Tableau 05).

13
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Tableau 5: Principaux critéres utilisés pour la taxonomie des actinomyceétes.

Criteres taxonomique

-Mycélium fragmenté ou non.
-Présence ou non de mycélium aérien.
-Couleur des mycélia.

Criteres morphologique -Production des spores.

-La production ou non de
structures spéciales comme
les sporanges, les sclérotes et
les zoospores.

(Bergey’s ; 1989)

Critéres Composition cellulaire en acides

chimio taxonomiques aminées, en sucres et en lipides.

-Tolérance au chlorure de sodium.

-Résistance a certains antimicrobiens et
tolérance a des différentes valeurs de
température, de pH et de salinité.

Critéres physiologique -Recherche des enzymes et différents

métabolites intermédiaires et

Terminaux.

(Lamari, 2006)

-Coefficient de Chargaff ou G+C%
(Stanckebrand et al, 1997).

-Sequencage des génes de I’ARNr
16S (Smaoui, 2010).

-Taux d’hybridation ADN/ADN
(Wayne et al, 1987).

Critéres moléculaires

14
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1.8.2. Taxonomie des actinomycetes

Les actinomycétes sont classés dans le domaine Bacteria et le phylum

Actinobacteria qui est subdivisé a en 06 classes (Selon le Bergey’s, 2012). La

classe des Actinobacteria qui se divise en 15 ordres, les plus importants sont ceux

des Actinomycetales et Streptomycetales (Ttableau06). (Goodfellow et al, 2012).

Tableau 6: Classification des actinomycétes selon le Bergey’s, (2012).

Domaine

Bacteria

Phylum

Actinobacteria

Classes

Acidimicro-
bia

Nitrilirupto-

ria

Actinomic-

robia

Rubrobacte-| Coriobacte-

ria ria

Thermoleo-
philia

Ordres

-Actinomycetales
-Streptomycetales
-Actinopolysporales
-Bifidobacteriales
-Catenulisporales
-Corynebacteriales
-Frankiales
-Glycomycetales
-Jiangellales
-Kineosporiales
-Micrococcales
-Micromonosporales
-Propionibacteriales
-Pseudonocardiales

-Streptosporangiales

Familles

Actinomycetaceae

Streptomycetaceae

Genres

Actinomyces Mobiluncus
Actinobaculum Trueperella

Arcanobacterium Varibaculum

Streptomyces

Kitasatospora

Streptoverticillium

15
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1.9. Ecologie des actinomycetes

1.9.1. Distribution
Les actinobactréie sont des microorganismes ubiquitaires et sont rencontrer
sur tous les substrats naturels courants (Waksman, 1959 ; Porter, 1971 ; Lacey,
1973 ; Williams et al., 1984).

e Lesol

Les actinobactéries du sol se trouvent le plus souvent en surface, entre 0
et 2 m de profondeur. Ils produisent des substances spécifiques comme le 2-
méthylisobornéol et la géosmine qui sont responsables de ’odeur caractéristique
des sols (Omura, 1992; Zaitlin et al, 2003; Zaitlin et Watson, 2006). De plusieurs
actinomycetes sont saprophytes et jouent un réle dans la dégradation de la matiére
organique et a la formation de I’humus, ils peuvent ainsi dégrader certaines toxines
produites par des champignons toxinogénes et donc de réduire leur teneur dans les
produits agro-alimentaires finaux (Holzapfel et al, 2002 ; Belyagoubi, 2014). Le
genre Fankia joue un réle majeur pour de nombreux types de plantes car il est
capable de noduler les racines de ces plantes et de fixer I’azote atmosphérique.

Cette association est appelée : association actinorhizienne (Prescotte et al, 2007).
e L’eau
Les actinomycétes ont été également isolées dans de nombreux milieux
aquatiques, tels que les eaux douces et dans les marécages salés, les eaux de mer
et sédiments marins (Jensen et al, 1991 ; Ghanem et al, 2000 ; Al-Zarban et al,
2002 ; Boughachiche et al, 2005 ; Kitouni et al, 2007).

e L’air
L’air est considéré comme un moyen de transport pour ces bactéries et pas comme un
habitat (Gazenko et al, 1998).
e Lescomposts et les végétaux
On peut également rencontrer ces micro-organismes sur les débris des

végétaux qu’on trouve au bord des rivieres et des lacs, les champs de riz et les
cavernes naturelles beaucoup ont la capacité de sporuler, de ce fait ils peuvent
survivre en conditions défavorables telle que la salinité, cette propriété est
importante dans leur distribution. Quelques genres d’actinomycétes préferent

certains habitats par rapport & d’autres tels que Thermoactinomyces qui se trouve

16



Revue bibliographique

souvent dans les composts. (Wang et al, 2006 ; Lee, 2006)

Tableau 7: Répartitions des actinomycétes dans la nature (Goodfellow, 1983).

Genre

Habitats

-Actinomodura
-Actinoplanes
-Frankia
-Microbispora
-Micromonospora
-Nocardia
-Rhodococcus
-Sacharomonospora
-Streptomyces
-Streptosporangium

-Thermomonospora

Sol

Sol, eau et litiere

Nodule de racine

Sol

Sol et eau

Sol et eau

Sol, eau, fumier et litiere
Matiere en décomposition
Sol, eau et litiere

Sol

Matiere en décomposition et fermentation

1.9.2. Facteurs influencgant la croissance

Il existe de nombreux paramétrés particulierement physiologiques, qui

influencent la croissance des actinomycetes :

a. L’oxygéne

Les actinomyceétes sont classes en deux groupes selon leurs types respiratoires :

e Les anaérobies strictes ou facultatives (forme fermentatives),

représentées par les Actinomyces, (Le Minor, 1989) ;

e Les aérobies (formes oxydatives), telles que les Streptomyces (Avril et al, 1992).

b. pH

La majorité des actinomycetes agissent comme des bactéries neutrophiles,

et se développent d’une fagon optimale dans un intervalle de pH compris entre 7-

8, mais on peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4

(McKinney, 2004).

c. Température

La température optimale de croissance est comprise entre 25 a 30°C, sauf
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les espéces thermophiles peuvent se développer a des températures de 55 a 65°C
(Rangaswami et al, 2004).
d. Activité de I’eau
L’activité d’eau la plus favorable pour la croissance des actinobactéries est
égale a 0,98, la germination des spores de la plupart de ces micro-organismes
peut-&tre remarquée a des valeurs d’activité d’eaux supérieures ou égales a 0.67,
(Zvyagintsev et al, 2005).
e. Matiére organique

Selon Henis en 1986 le nombre d’actinomycétes est 1ié positivement avec
le taux de matiére organique, il a montré ainsi que de large population
d’actinomycétes coincidaient avec des taux relativement élevés de matiére

organique, peu importe le taux de la salinité du sol (lee et Hwang, 2002).
1.10. Importance des actinomycétes

La biodiversité des actinobactéries dans differents écosystéemes a donné
naissance a une large gamme de composes bioactifs de valeur commerciale
considérable et utilisées dans différents domaines (agronomique, écologique,

biotechnologique etc.) (Bouaziz, 2018).
1.10.1. Dans le domaine écologique et agronomique

Ces micro-organismes jouent un réle majeur dans les phénomeénes de la
biodégradation et de transformation de la matiere organique. Ils sont capables de
dégrader les substances organiques non biodégradables par les bactéries et les
champignons, comme les polymeéres complexes, les polysaccharides, la chitine et
les lignocelluloses des plantes (Lechevalier, 1981 ; Goodfellow et Williams,
1983 ; Goodfellow et al, 1984). Grace a un potentiel enzymatique riche, les
actinomycetes peuvent dégrader la biomasse et déecomposer des déchets agricoles
ou urbains, de ce fait ils jouent un role essentiel dans la fertilit¢ des sols
(Goodfellow et al, 1984). Les actinomycétes sont également utilisés dans la lutte
biologique des maladies des plantes comme en agriculture japonaise, notamment
contre certaines maladies du riz grace a leurs propriétés antagonistes (Sutthinan,
2009). Le genre Frankia est trés bénéfique en foresterie pour son réle dans la
fixation d’azote atmosphérique en symbiose dans les nodules racinaires de

certains arbres dicotylédones (Lechevalier, 1981).
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1.10.2. Dans le domaine biotechnologique

De nombreuses molécules bioactives et des antibiotiques produites par les
actinomycetes occupent une place importante dans I’arsenal thérapeutique et
commerciale dans les domaines pharmaceutiques, médical et vétérinaires
(Bouaziz, 2018).

Tableau 8: Importance médicale de certains antibiotiques produits par le genre Streptomyces
(Djinni, 2009).

Organisme ou maladie Antibiotiques Organisme producteur
ciblée
Typhoide Chloramphénicol Streptomyces venezuelae
Tuberculose et Lepre Rifampicine Amycolatopsis

(Streptomyces mediteranei)

Staphylococcus Vancomycine Amycolatopsis
aureus méthicilline (Streptomyces orientalis)
résistant (SARM)
Cancer Daunomycine Streptomyces

coeruleorubidus

Pathogénes résistants a la Acide clavulanique Streptomyces clavuligerus

pénicilline

2. Activités biologiques
2.1. Production d’antibiotiques
Les actinomycetes ont la capacité de produire une large gamme de molécules bioactives,

y compris les antibiotiques. En effet, 45 % des antibiotiques connus sont naturellement dérivés
des actinomycetes, en particulier ceux de l'espéce Streptomyces (Figure 5) (Sibanda et al.,
2010). La premiére personne a avoir démontré I'abondance des actinomycétes dans ce domaine
est A. Waksman, qui a isolé quatre des premiers antibiotiques efficaces : la candicidine (1953),
la streptomycine (1944), l'actinomycine (1940) et la néomycine (1949). Voici quelques
exemples de la maniére dont les antibiotiques des actinomycetes peuvent étre classés en groupes
chimiques :
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-Les aminoglycosides (streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine);
-Les macrolides (érythromycine)

-Les ansamycines (rifamycine)

-Les béta-lactames (thiénamycine)

-Les peptides (viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine)

-Les tétracyclines (chlortétracycline, oxytétracycline)

-Les nucléosides (puromycine)

-Les polyénes (nystatine, candicidine, amphotéricine B);

-Les polyéthers (monensine) (Berdy, 2005).

Certaines maladies des plantes sont également traitées a l'aide d'actinomycétes
antibiotiques. Par exemple, la blasticidine est efficace contre l'agent pathogéne du riz
Piriculariaoryzae. L'utilisation d'antibiotiques en agriculture permet également de lutter contre
les maladies animales et végétales, de favoriser la croissance des animaux domestiques et

d'augmenter les rendements zootechnologiques.

,

Actinomycetes :

- 75,5 % Streptomyces sp.
- 245 % Actinomycétes rares

- Antibiotiques issus de bactéries non actinomycetales

- Bactéries actinomycétales Champignons microscopiques

Figure 3: Origines des antibiotiques (Berdy, 2005).
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Tableau 9: Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomycétes (Loucif,
2011).
Actinomycetes Antibiotiques Références
producteurs

Micromonospora sp Clostomycine Takahashi et al., 2003
Streptomyces griseus Candicidine Jinenez et al., 2009
Streptomyces lydicus Streptolydigine Liuet al., 2007
Streptomyce lindensis Rétamycine Inoue et al., 2007
Marinispora sp Marinomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
Verrucosispora sp Abyssomycine Sturdikova et Sturdik, 2009

2.2. Activité antifongique

Apres l'antibiothérapie, l'antifongique est l'activité biologique la plus importante des
Actinomycetes (Ramananarivo, 2017), un compose qui peut tuer ou inhiber la croissance d'un
champignon. L'activité antagoniste des Streptomyces contre les champignons pathogenes est
typiquement associée a la synthése de composés antifongiques extracellulaires et d'enzymes
d'hydrolyse (Sanglier et Trujillo, 1997). D'autres types d'actinomycetes, en plus des
Streptomyces, produisent également des molécules ayant des proprietés antifongiques. Les
ramicidines sont des exemples de médicaments antifongiques fabriqués a partir d'une souche
d'Actinomadura bibisca (Tomita et al, 1990).

Les produits chimiques antifongiques proviennent de deux sources : soit des produits
chimiques synthétisés, soit des sous-produits du métabolisme secondaire de certains micro-
organismes. Actuellement utilisés en clinique, les antifongiques microbiologiques ont
principalement des structures polyethniques, comme I'amphotéricine B et la nystatine

(Ramananarivo, 2017).

2.2.1. Les antifongiques les polyénes
Les molécules antifongiques naturelles connues sous le nom de polyenes

(Amphotéricine B et nystatine) sont caractérisées par une structure complexe avec un nombre
de doubles liaisons conjuguées HC=CH. Ce nombre permet de définir le polyéne, tel que diéne
pour deux doubles liaisons ou triéne pour trois doubles liaisons (Watve et al.,
2001).

2.2.2. Lanystatine
Il s'agit du plus ancien antifongique naturel, isolé a partir de Streptomyces noursei en

1950. En raison de sa toxicité lorsqu'il est administré par voie parentérale (par injection), il n'est
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utilisé que par voie orale ou par voie cutanée. Il est le plus souvent recommandé pour le
traitement des candidoses digestives, vaginales et cutanées courantes (Mouly et Sellier, 2004 ;
Ripert, 2013).

2.2.3. Nikkomycine
Streptomyces tendae est la source naturelle d'une nouvelle classe d'antifongiques connue

sous le nom de nikkomycine. Candida albicans est intrinsequement résistant a cette molécule,
mais cet antifongique inhibe la chitine synthase (Chs), qui est responsable de la production de
chitine & partir de la paroi fongique. Il produit également différents mécanismes d'action en

fonction de la composition du milieu de culture (Feng et al., 2014).

2.2.4. Amphotéricine B
Ce macrolide polyénique amphotere (avec sept doubles liaisons) a été isolé a partir de

Streptomyces nodosus en 1955. Il n'a aucun effet sur les bactéries et inhibe specifiquement la
croissance de nombreuses levures et moisissures. L'amphotéricine B est un antifongique
puissant qui inhibe la majorité des especes pathogénes. Le seul polyene antifongique pouvant
étre administré par voie intraveineuse en médecine humaine pour éradiquer les mycoses

profondes est I'amphotéricine B (Pourriat et Martin, 2005).

Tableau 10: Exemples d’antifongiques produits par les actinomyceétes (Loucif, 2011).

Actinomycetes

producteurs

Antifongiques

Références

Streptomyces

griseochromogenes

Blasticidine

Fukunaga et al., 2008

Streptomyces humidus

Phenylacétate

Hwang et al., 2001

Nocardia transvalensis

Transvalencine

Mukai et al., 2006

Streptomyces nodosus

Amphotéricine B

Carle et al., 2003

2.3. Activité antioxydante

De nombreux composés bioactifs distincts, tels que des molécules antioxydantes
naturelles, sont produits par les actinobactéries (Hassan et al., 2017).

Les antioxydants sont des substances chimiques qui peuvent ralentir ou empécher le
processus d'oxydation (Dekkers et al., 1996). Actuellement considérés comme une source
importante d'énergie, les actinomycétes d'origine marine sont des sources potentielles de

nouveaux métabolites bioactifs (Mohankumer et al., 2012).
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Selon Shin et al. (2008), Arumugam et al. (2010) et Nagaseshu et al. (2016), les
phytomycetes isolés des sédiments marins peuvent étre une source d'antioxydants potentiels

ayant des propriétés anticancereuses.

Tableau 11: Exemples de molécules antioxydants produites par des quelques espéces

d’actinobactéries (Hassan et al., 2017).

Especes

Molécules

Références

Micromonospora sp

Dizeepinomidine

Abdelmohsen et al., 2012

Streptomyces sp

Dihydroherbimycin

Cheng et al., 2016

Streptomyces lincolnensis

Protocatechualdehyde

Ja Kim et al., 2008

Streptomyces sp

Streptopyyrolidine

Shin et al., 2008

Streptomyces sp

2-allyoxyphenol

Arumugam et al., 2010

Nocardia brasiliensis

PC 766 B

Kumagai et al., 1993
Cheng et al., 2016

Streptomyces sp Ageloline A

2.4. Les antiparasitaires

Plus généralement, l'expression « antiparasitaire » désigne une substance susceptible de
lutter contre de nombreux organismes eucaryotes (protistes, insectes et helminthes). Selon
Harir et al. (2018), ces métabolites sont utilisés en médecine humaine et vétérinaire ainsi qu'en
agriculture.

Pimentel-Elardo et al. (2010) ont isolé Streptomyces sp a partir d'éponges
méditerranéennes. Cette solution a été utilisée pour extraire et purifier trois composés cycliques
: buténolide, staurosporine alcaloide indolocarbazole, et valinomycine des peptidique. Ces

derniers ont des propriétés antiparasitaires.
2.5. Production d’enzymes

En synthétisant ou en modifiant des molécules organiques vitales présentes dans les
cellules vivantes, les enzymes fonctionnent comme des biocatalyseurs, assurant I'achévement
de toute réaction métabolique dans les organismes vivants. La majorité des enzymes sont des
protéines, le reste étant des acides ribonucléiques (TAO et al., 2020).

Le transport cytoplasmique de molécules complexes n'est pas possible pour les
actinomycetes qui vivent dans le sol. Pour décomposer ces molécules en nutriments essentiels

et utiles, ils synthétisent des enzymes extracellulaires. Ces sources de composés bioactifs ont
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des capacités d'hydrolyse extracellulaire importantes et sont utilisées dans les secteurs du

textile, de lI'agroalimentaire, des bio-raffineries et de la pharmacie (Janaki, 2017).

2.5.1. Cellulases
Les cellulases sont des enzymes qui décomposent la cellulose en glucose et autres

produits chimiques de base (Tanveer et al., 2014 ; Rajeeva et Soni, 2015 ; Hitesh et al., 2016).
Les B-glucosidases, les endoglucanases et les exoglucanases sont les trois principaux types
d'enzymes cellulases qui fonctionnent ensemble (Zhang et Zhang, 2013).

Les cellulases microbiologiques ont plusieurs utilisations en biotechnologie, dans
I'environnement et dans les processus industriels. Dans les processus industriels difficiles, les
bactéries thermophiles sont une bonne source de cellulase industrielle. Les exemples incluent
la décomposition du papier, la ramification des tissus, la pate et le papier, le biopollisage des
tissus, le jus animal et les aliments, etc (Sahoo et al., 2019). Parmi les espéces
actinobactériennes productrices de ces enzymes : Streptomyces, Thermobifida et
Micromonospora (Praksh et al., 2013).

4

Endoglucanase

}
l

Cellobiohydrolase ‘

OO D'—'D‘DJD
OO DD O Glucose

Figure 4: Hydrolyse de la cellulose par les trois types de cellulases (Hitesh
et al., 2016).

C}f‘O Cellobiose

2.5.2. Amylases
Les amylases sont des enzymes thermostables qui se répartissent en deux classes : les

endoamylases et les exoamylases. Les molécules d'amidon sont hydrolysées par ces enzymes
en polymeres composés d'unités de glucose. La conversion des amidons en oligosaccharides

dépend de la génération de l'a-amylase. L'amidon est un aliment de base dans de nombreux
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pays économiquement importants, notamment le riz, le mais, le tapioca, le blé et la pomme de
terre. Il s'agit également d'un élément important de la nutrition humaine (De Souza et
Magalhaes, 2010).

Streptomyces erumpens et Thermobifida fusca produisent des amylases, qui sont
utilisées dans l'industrie alimentaire comme conservateurs dans la fabrication de gateaux, de
jus de fruits et de sirops a base d'amydon, ainsi que dans I'élimination des polluants
environnementaux (bioremédiation) (Mobini-Dehkorde et Javan, 2012).

we & action de |'amylase

Figure 5: Mode d’action de I’alpha-amylase (Meziani et Mahcene, 2017).

2.5.3. Xylanases
Les glycosidases qui composent le complexe des xylanases sont responsables de la

catalyse des 1,4-D-xylosidiques dans les régions non substituées des chaines de xylane pour
produire du xylose (Larreta-Garde, 1997 ; Gerois, 2008). Actinomadura sp et Streptomyces
sp sont deux exemples de producteurs qui utilisent les xylanases dans la biotransformation des
textiles et la production daliments pour animaux (EI-Sersy, 2010 ; Mukhtar, 2017). Les
actinobactéries provenant des sols arides sont une source importante de ces enzymes. Do
Nascimenenti et al. (2003) ont rapporté que 162 isolats d'actinomycétes provenant de sols
brésiliens ont été identifiés sur base de leur activité xylanase. Pendant dix jours a 30°C, ces
souches ont été testées dans I'environnement (extrait de malt, extrait de levure et agar). Les
résultats indiquent qu'un nombre significatif de ces isolats possede cette activité enzymatique.
Selon Dickner-Ouellet (2018), la xylanase est utilisée dans de nombreux domaines, notamment
la gestion des déchets, la fabrication de papier et de pate a papier, les textiles, les biocarburants,

les produits chimiques et la nutrition humaine et animale.
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2.5.4. Lipases
Les triacylglycérol-hydrolases, également connues sous le nom de lipases, sont des

enzymes uniques en raison de leurs mécanismes d'action et de leurs spécificités de substrat.
Selon la facon dont le catalyseur réagit, elles peuvent agir comme hydrolases dans un
environnement aqueux ou comme catalyseurs dans une synthése organique (Mukhtar et al.,
2017). Les lipases sont fabriquées a partir d'une variété d'actinomycetes (Taibi et al., 2012). Ils
sont fréquemment utilisés dans les industries du chocolat, de la biscuiterie et de la boulangerie
ainsi que dans le traitement des sols contaminés par des hydrocarbures comme ceux fabriqués
par Streptomyces exfoliates et Nocardiopsis alba (EI-Sersy, 2010 ; Mukhtar, 2017).

Triacylglycérides Lumiere

HJO \*

Acides gras

+

Monoacylglycérols

Figure 6: Catabolisme des triglycérides (Mukhtaret al., 2017).

2.5.5. Protéases
Les réactions d'hydrolyse des protéines sont catalysées par des enzymes protéolytiques,

parfois appelées protéases. En hydrolysant les liaisons peptidiques entre deux acides amines,
protéines et peptides, cet ensemble d'enzymes libére des acides aminés ou de petits peptides
(Navarre, 2010 ; Jean et al., 2004). Les protéases sont produites par diverses espéces
d'actinomycetes. Il s'agit généralement de Streptomyces, Nocardia et Nocardiapsis (Mukhtar
et al., 2017). Un certain nombre de facteurs peuvent influencer la capacité de la bactérie a
séquestrer la protéase. Les principaux facteurs en jeu sont la température, le pH et la teneur en
chlorure de sodium (Vonthini et al., 2008).
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Selon Preaksh et al. (2013), les protéases des especes de Nocardiopsis sont utilisées
dans l'industrie du cuir pour épiler le cuir et les parties en cuir. Selon Mukhtar et al. (2017),
les protéases des espéces de Streptomyces sont utilisées dans les déchets agricoles et industriels,
tels que les panaches et les huitres, ainsi que dans les déchets végétaux.

Selon les connaissances actuelles, le groupe le plus important de métabolites
secondaires largement exploités est constitué par les protéases des actinomycetes (Limkhada
et al., 2010). 46 souches d'actinomycetes ont été isolées a partir d'échantillons de sol du nord
de I'Himalaya et examinées pour leur synthese de protéases et leurs effets cytotoxiques sur la
lignée des cellules cancéreuses (Dastager et al., 2008).

2.5.6. Chitinases
Les chitinases constituent une autre classe importante d'enzymes industrielles

susceptibles d'hydrolyser la chitine. On connait l'existence de nombreuses bacteries
productrices de chitinases, notamment Streptomyces thermoviolaceus et Microbispora sp. La
chitinase de ces sols a été utilisee pour récupérer le chitibiose, un antioxydant potentiel ayant
plusieurs utilisations en biomédecine et dans l'industrie alimentaire (Mukhtar, 2017). Les
chitinases sont utilisées pour traiter les déchets de crustacés et pour se prémunir contre les
champignons phytopathogenes. Streptomyces thermoviolaceus et Nocardiopsisprasina sont

typiquement responsables de leur production (Tsujibo et al., 2003).

2.6. Production de bio-herbicides

L'utilisation des métabolites secondaires des actinobactéries en tant qu'herbicides est
une autre utilisation intrigante. Streptomyces saganonensis produit des herbimycines et des
herbicides qui suppriment les parasites monocotylédones et dicotylédones. L'anisomycine,
produite par Streptomyces sp peut empécher les plantes de synthétiser la chlorophylle. De plus,
le bialaphos, un métabolite de Streptomyces viridochromogenes, est souvent utilisé pour lutter

contre les herbes indésirables en empéchant la synthése de glutamine (Anandan et al., 2016).

2.7. Production de vitamines

Toutes les actinobactéries semblent produire la vitamine a la suite de l'ajout de sels de
cobalt dans I'environnement. Le cobalt étant un agent bactéricide assez efficace, ce précurseur
doit étre ajouté avec précaution. La production dautres vitamines hydrosolubles par les
actinobactéries, telles que la thiamine et le dérivé de I'acide ptéroyl glutamique, s'est également

avérée favorable a la croissance de certaines souches de Leuconostoc citrovorum et de la
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coenzyme A (Anandan 2015). Selon ALLEN P. SAUNDER, (1952) la premiére indication
que Streptomyces chromogenus, S. grizeus et S. antibioticus souches produisent de la vitamine
B12 a été faite par Rickes et ses collaborateurs en 1948. Depuis lors, d'autres études ont eté
menées dans lesquelles les actinomycétes en particulier ceux appartenant a l'espéce
Streptomyces ont été identifiés comme de bons producteurs de la vitamine.

2.8. Production de Pigments

Les actinobactéries se distinguent par leur capacité a produire une variété de teintes dans
des environnements naturels ou synthétiques ; ces pigments sont considérés comme I'un des
traits culturels cruciaux pour caractériser les organismes. Les actinobactéries sont aidées par
tous les changements phénotypiques causés par des facteurs environnementaux ; elles
présentent des colonies morphologiquement diverses et produisent une variété de pigments
filamenteux connus sous le nom d'hyphes aériens (Goodfellow et al., 2012).

Typiquement, ces pigments apparaissent dans différentes nuances de bleu, violet, rouge,

rose, jaune, vert, brun et noir.

Figure 7: Pigments diffusible caséine agar (Anandan, 2016).

Selon M. I. Sheefaa et Pitchiah Sivaperumal, (2022), les actinobactéries marines sont
utilisées pour fabriquer de la mélanine et leurs caractéristiques biologiques sont étudiées. Les
environnements ISP-1 et ISP-7 ont été utilisés pour isoler et identifier les actinobactéries
marines. En outre, le projet international Streptomyces a examiné la morphologie des chaines
de spores et leurs caractéristiques chimiotaxonomiques. Les especes de Streptomyces se
caractérisent par leurs propriétés antioxydantes potentielles et leur capacité a produire des

pigments de mélanine.
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2.9. Utilisation des actinobactéries en lutte biologique

La majorité des actinomycétes sont des chimio-hétérotrophes dotés d'un équipement
enzymatique tres diversifié qui leur permet de s'adapter et de coloniser une variété de substrats
rhizospheriques. En effet, ils participent efficacement & la minéralisation de la matiére
organique et a la fixation de I'azote atmosphérique (espece Frankia), ce qui améliore la fertilité
des sols et permet d'obtenir de meilleures récoltes. De nombreux facteurs, dont le pH, la matiere
organique, les saisons et les traitements agricoles, influencent leurs variétés, leurs besoins
réduits et leur importance quantitative (Leclerc et al., 1977 ; Baker, 1988 ; Lee et Hwang,
2002 ; Perscott et al., 2007 ; Kitouni, 2007).

Selon Hsu et Lockwood (1975), de nombreuses espéces sont agarolytiques et
proteolytiques. Les pectinolytiques, les cellulolytiques (Leclerc et al., 1977) et les
chitinolytiques (De Boer et al., 1998) en sont quelques exemples. Le xylane (Petrosyan et al.,
2003) et I'amidon (Kuo et Hartman, 1996) peuvent étre decomposés par les actinobactéries.
La paroi des cellules fongiques est fréquemment dégradée par des bactériolytes (Mahadevan
et Crawford, 1997 ; Leclerc et al., 1977).

Plusieurs etudes ont mis en évidence le parasitisme des mycéliums des champignons par
les Actinomycétes (El-Tarabily et Sivasithampar, 2006 ; Errakhi et al., 2007 ; Jain et Jain,
2007). lls sont donc les meilleurs candidats pour la lutte biologique contre les champignons
pathogenes du blé en raison de leur pouvoir antagoniste qui se manifeste de différentes manieres

: antibiose, compétition nutritionnelle ou spatiale, parasitisme (Errakhi, 2008).
2.10. Bioremediation

Dans les sols, la classe des actinobactéries constitue une part importante de la
communauté microbienne. Leurs caractéristiques de croissance particulieres et leur diversité
métabolique en font des agents bien adaptés a la biorestauration. La contamination de
I'environnement est un probleme mondial croissant, les technologies doivent sadapter
rapidement a cette situation. L'utilisation d'organismes vivants ou de leurs sous-produits dans
la remédiation biologique est un substitut approprié. La capacité des actinobactéries a mener
cette action sur diverses matrices, dans diverses conditions de croissance, sous forme de
cultures pures ou de consortium, ou en tant que producteurs d'enzymes et d'émulsifiants, a été
démontrée (Marta A. Polti et al., 2014).
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2.11. Activité antibiofilm

L’activité antibiofilm des actinomycétes est un domaine de recherche en plein essor,
particuliérement en raison de la résistance croissante des bactéries aux antibiotiques classiques
et de la persistance des biofilms dans les infections chroniques (Sharma et al. 2016).

Les actinomycetes, en particulier du genre Streptomyces, sont des bactéries
filamenteuses du sol connues pour produire plus des deux tiers des antibiotiques naturels utilisés
en medecine (ex : streptomycine, erythromycine, rifampicine). En plus de leur activité
antibactérienne classique, ils produisent des métabolites secondaires avec un potentiel
antibiofilm (Singh et al. 2017).

Les composés produits peuvent agir selon plusieurs modes :

e Inhibition de I’adhésion bactérienne initiale a la surface.
e Perturbation de la formation de la matrice EPS.

e Désorganisation de la structure du biofilm mature.

e Inhibition de la communication quorum sensing (QS).

e [Effet bactéricide direct sur les cellules sessiles.

2.12.Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des actinomycetes est un domaine de recherche émergent
qui suscite beaucoup d’intérét en raison de leur capacité a produire des métabolites secondaires
bioactifs. Ces métabolites ont montré des effets intéressants dans la modulation des réponses
inflammatoires in vitro et in vivo, ouvrant la voie a de nouvelles approches thérapeutiques
contre les maladies inflammatoires chroniques (Raju, 2016).

Les actinobactéries, particulierement les genres Streptomyces, Micromonospora,
Nocardia, Actinoplanes, produisent de nombreux métabolites secondaires qui agissent sur
divers processus cellulaires. Certains de ces composés ont démontré: (Subramani et al.
2019)

e Une inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1p).
e Un effet sur la voie NF-«B.
e Une inhibition des enzymes pro-inflammatoires (COX-2, INOS).

e Un effet antioxydant, qui limite le stress oxydatif pro-inflammatoire.

30



Matériels et méthodes



Matériels et méthodes

Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de 'université de YAHIA FARES,
Médéa. Ce laboratoire est dédié a la recherche et a ’enseignement dans le domaine des sciences
biologiques. 1l est équipé du matériel de base nécessaire pour les manipulations
microbiologiques, biochimiques et moléculaires. Ce cadre a permis de mener les différentes
étapes expérimentales dans de bonnes conditions.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique de cette étude qui comporte 10 isolats d’actinobactéries ont été isolée
de différent sols de sédiments marins (isolement effectuer en 2022 et 2023 a Mostaganem).
e Objectifs :

Le présent travail consiste en la mise en évidence de quelques activités biologiques de 10
isolats d’actinomycétes issues de différent sols de sédiments marins (isolement effectuer en
2022 et 2023 a Mostaganem) et I’échantillonnage de 2 sols agricoles dans la région de Médéa
(BENCHIKAOU, OULAD IBRAHIM) dans la période du: 20/04/2025 pour le premier

échantillon et le 06/05/2025 pour le deuxiéme sol.
2. Méthodes

i. Etude des isolats marins

2.1. Revivication des actinomycétes
Nous avons preparer des inoculums sur milieu M (Annexe) liquide puis procéder a une
purification sur milieu solide.
L’aspect phénotypique des colonies et les caractéres culturaux sont déterminés sur le
milieu M (Annexe). Les inoculums sont ensemenceés par la méthode des quadrants en stries
sur le milieu cité précédemment par une anse stérile et les boites de Pétri ont été ensuite
incubées a 28 £ 2 °C. Aprés 48h a 72h jours d’incubation, les caractéres suivants sont notés
: la couleur, taille, élévation, transparence, surface, la production de pigment diffusible.
2.2. Conservation des isolats obtenus
2.2.1. Conservation des souches a court terme
La méthode de conservation des souches consiste a repiquer les souches en tube sur milieu
M inclinée (Botton, et al., 1990). Les tubes sont incubés pendant 48h a 30°C puis conservés a
4°C. La souche pure doit étre conservée a 4°C pour une réalisation ultérieure des tests
biochimiques, physiologiques et activités biologiques.

2.2.2. Conservation a long terme

Les isolats d'actinomycétes sont conservés dans une solution de glycérol a -20°C.
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2.3. Revivification des souches pathogénes de référence

La revivification des souches pathogénes de référence constitue une étape préliminaire
indispensable dans tout protocole expérimental, nous avons donc préparer des inoculums sur
BN puis proceder & une purification sur les milieux spécifiques de chaque souche. Les souches
de référence utilisées sont comme suit : Staphylococcus aureus ATCC 33862, Bacillus cereus
ATCC 10876, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC10231, Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619.

2.4, Test d’activité antibactérienne

2.4.1. Préparations des inocula microbiens

Pour chaque bactérie-test, un inoculum est préparé a partir d’une culture de 24 h sur gélose
nutritive en déposant quelques colonies dans de I’eau physiologique stérile de maniere a obtenir
une densité optique qui ne dépasse pas 0,5.

2.4.2. Technique des cylindres d’agar (Totora et al., 1979)

Les souches actinomycetales sont ensemenceées en stries serrées a la surface de milieu M
(annexe) puis incubées a 30°C pendant 48h a 72h. Pour chaque souche étudiee, il faut prélever
des cylindres d’agar de 6 mm de diameétre. Les cylindres sont ensuite déposés sur le milieu
Muller-Hinton préalablement ensemencé par écouvillonnage par les bactéries-tests. Apres une
pré-diffusion de deux heures a 4°C, les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures
(Petrosyan et al., 2003 ;Abouwarda et Abu El-Wafa,2011). Les surnageant des isolats

sélectionnés ont également été testée mais avec la technique des disques.

2.5. Mise en évidence des activites Biologiques

2.5.1. Mise en évidence des activités enzymatiques
a. Recherche de I’amylase
Ce test est réalisé sur le milieu nutritif gélosé contenant 1% de ’amidon soluble selon
la méthode de Gordon et Smith (1953). Aprés 14 jours d’incubation a 28°C, la gélose est
recouverte d’une solution de lugol. L’hydrolyse est mise en évidence par l’absence de
coloration autour des colonies a I’inverse les zones contenants de ’amidon qui se colorent en
brun.
b. Pouvoir hémolytique
Ce test consiste a ajouter dans un flacon contenant 200 ml de gélose nutritive stérile en
état de surfusion (45°C), une quantité de sang humain avoisinant un pourcentage de 5%. Le

flacon est ensuite homogénéisé délicatement pour ne pas éclater les cellules sanguines. Apres
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homogénéisation, le contenu du flacon est coulé dans des boites de Pétri. Apres refroidissement
du milieu, les actinobactéries sont ensemencées sous forme d’un trait au centre de chaque boite
de Pétri. Les zones claires au tour de la colonie représentent la zone d’hémolyse.
c. Recherche des protéinases
e Lacaséinase
L’hydrolyse de la caséine est étudiée selon la méthode de Wiliams et Cross (1971). Sur
un milieu gélosé contenant 5 % de lait écrémé, les colonies sont ensemencées par stries.
L’apparition de toute zone claire autour des colonies aprés 7 jours d’incubation a 28° C,
témoigne de ’hydrolyse de la caséine.
e Lagelatinase
Les souches sont ensemencées dans des tubes contenant la gélatine nutritive puis
incubées a 28°C pendant 21 jours. Les tubes sont ensuite placés une heure au réfrigérateur. Si
la gélatine devient solide cela implique qu’elle n’a pas été attaquée par les bactéries, si elle reste
liquide, cela implique qu’une enzyme extracellulaire la gélatinase 1’a hydrolysé (Larpent et
Larpent- Ghourgoud, 1985).
d. Recherche de la catalase
Prendre une lame propre, déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes.
A Taide d’une pipette Pasteur, émulsionner par un peu de la colonie d’actinomycétes. Le
dégagement des bulles de gaz indique la présence d’une catalase (Camille, 2007).
e. Recherche de la cellulase
Les cylindres d’agar de 6 mm de diametre sont découpés stérilement a I’aide d’un
embout a partir de milieu M puis déposer a la surface du milieu de culture contenant du
Carboxyle Méthyl Cellulose (CMC) comme seule source de carbone. Apres 1’incubation des
boites, la révélation de I’activité CMCase est effectué avec une solution de rouge Congo a 0,1%
(m/v) pendant 20 min suivi de lavage avec une solution de NaCl a 1M pendant 15 min apres
3,5 et 7 jours d’incubation (Ninranjane et al., 2007). L’hydrolyse de la CMC est traduite par
I’observation des halos orange clairs autour des cylindres sur un fond rouge.
f. Recherche des lipases
e Recherche des estérases
La recherche de I’estérase est réalisée sur le milieu sierra ajouté de tween 80 (Annexe).
Apres 14 jours d’incubation a 28° C, I’apparition d’un halo opaque autour des colonies traduit
la présence d’une estérase (Camille, 2007).

e Hydrolyse de la Iécithine et les lipoprotéines
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La lécithine est recherchée sur une gélose au jaune d’ceuf coulée en boites de pétri,
ensemencées avec les souches a tester par des touches ou par des stries, puis incubées pendant
1 a5 jours a 28°C. Le jaune d’ceuf est un substrat composé de lécithine, triglycérides et d’une
lipoprotéine, il permet donc de rechercher trois enzymes : La lécithine : I’apparition d’un halo
opaque, blanc jaunatre, a bord net sous la colonie ou a la limite, indique la présence d’une
lécithinase. Si la lécithinase est absente, toute 1’opacité floue a la surface de la colonie indique
la présence d’une lipase. La lipoprotéinase est révélée par 1’apparition d’un halo claire autour
de la colonie (Nitsch et Kutzner, 1969).

g. Recherche de la pectinase

Ce test est réalisé sur le milieu pectine agar (Annexe). Ensemencer les boites en stries
apres incubation de 5 jours a 28° C (Camille, 2007). Les boites sont recouvertes par la solution
de sulfate de cuivre et laisser a température ambiante pendant quelques minutes. L apparition
d’un halo claire indique la présence d’une activité pectinolytique.

h. Activité chitinasique

L’ensemencement par touches est réalisée a partir de milieu M sur milieu contenant la
chitine (Annexe) comme seule source de carbone puis les boites sont incubées a 28°C pendant
3,5 et 7 jours. La présence de chitinase se traduit par 1’observation des halos clairs autour des
colonies (Snaikiet al., 2006).

2.5.2. Mise en évidence de ’activité antibiofilm

La formation de biofilms est testée sur des microplaques en polystyrene (Annexe)
suivant le protocole de (O’Toole et al., 1999), avec quelques modifications.

Les cing premier puits verticales de la microplaque sont remplis avec 100 ul de
suspension bactérienne pathogéne (BHIB+ quelques colonies), dix puits horizontales de la
microplaque sont remplis avec 200 pl de suspension d’actinomycetes (incubée a 30°C pendant
24h). Cing puits contenant 200 pl de suspension bactérienne pathogene (BHIB+ souches de
références) sont utilisés comme témoins de la formation du biofilm.

Coloration au cristal violet (0,1%) Apres incubation, les suspensions bactériennes, dans
les puits, sont aspirées puis rincés deux fois avec 200 pl de I’eau physiologie. Les cellules
adhérées microplaque sont fixées avec 200 pl d’éthanol a 96% pendant 15 minutes, puis
I”éthanol est aspiré et les puits sont laissés sécher stérilement. Les cellules fixées sont colorées
avec 200 pl d’une solution de cristal violet a 0,1% (w/v) pendant 20 min, puis lavées avec 200
pl de ’eau physiologie jusqu’a obtention d’une couleur claire du liquide de lavage. Le colorant

fixé aux cellules est solubilis¢ en ajoutant 200 pl d’éthanol.
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2.5.3. Extraction des molécules bioactives

Apres avoir réalisé des cultures liquides des souches étudiées (pour chaque souche
100mL de milieu, incubés a 28°C sous agitation (120 rpm) (O, IC, G et 4x3A) et obtenu les
surnageants par centrifugation. Une extraction liquide liquide avec le butanol (Annexe)
(solvant) (v/v) a été ensuite effectuée. Le principe de ’extraction par solvants organiques se
résume en une partage des molécules solubilisées dans le surnageant du milieu de culture entre
deux phases ; une phase organique et une phase aqueuse et de faire passer les molécules
bioactives vers la phase organique. Le filtrat est mélangé dans une ampoule a décanter
(Annexe) avec un volume égal de solvant, les deux phases organiques et aqueuses sont
récupérées séparément concentrées a sec puis reprises dans 5 ml de méthanol. Ces extraits ont
ensuite été soumis a des analyses de caractérisation préliminaires et testés pour évaluer leur
activité antibactérienne résiduelle, dans le but de déterminer la présence et l'efficacité des
composés antimicrobiens extraits (Khamna, Yokota, Peberdy, & Lumyong, 2009).

2.5.4. Evaluation de Dactivité antioxydant des extraits obtenus par le diphényle-
picryl-hydrazyl (DPPH)

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl-1-picrylhydrazyle violet en un
composé de couleur jaune, le diphényl-1-picrylhydrazine, dont I’intensité de couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu réactionnel
(Sanchez-Moreno, 2002).

La capacité de surnagent a éliminer le radical DPPH a été déterminée selon le procédé
de Brand-Williams et al., (1995) avec quelques modifications : Dans un tube a essai, 100ul
d’extrait sont mélangés avec 2900 ul d’une solution méthanoique de DPPH (Annexe)
fraichement préparée (a 0,004%). Apres agitation vigoureuse et au bout de 30 min d’incubation
a Dobscurité (durée nécessaire pour le transfert de tous les atomes d’hydrogéne labiles),
I’absorbance a 517 nm est mesurée (contre le méthanol) au moyen d’un spectrométrie UV
visible (Annex 6). Le standard utilise étant 1’acide ascorbique (témoin). L’activité anti
radicalaire est exprimée en termes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH qui est calculé
en appliquant 1’équation ci-dessous :

% Inhibition DPPH = [(Abs Témoin- Abs Echantillon) / Abs Témoin] x 100
Abs Témoin désigne 1’absorbance du témoin négatif (sans extrait) a t = 0,
Abs Echantillon désigne I’absorbance de la solution d’extrait de surnagent ou du standard aprés

30 min.
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2.5.5. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits obtenus
L’activité anti-inflammatoire de nos extraits a été évaluée in vitro via la méthode basée
sur la déstabilisation des membranes des globules rouges induite par la chaleur.
a. Préparation de suspension des globules rouges
Pour réaliser ce test, le sang de volontaires jugés sains est collecté sur des tubes
héparinés puis centrifugé a 3000 rpm et lavé 03 fois avec un volume égal d’eau physiologique
(0.9 % de NaCl). Le volume du culot aprés lavage est mesuré et reconstitué en suspension a 10
% dans de I’eau physiologique.
b. Test de I’activité anti inflammatoire
Un volume de 1ml de chaque extrait est ajouté a 1ml de suspension des globules rouges.
Le controle négatif est préparé en paralléle en remplacant I’extrait par I’eau physiologique et le
témoin positif est réalisé en présence d’un anti inflammatoire, le diclofénac (Annex 7). Apreés
incubation pendant 30 min a 56°C dont le but la déstabilisation des membranes des hématies
(Oyedapoo et al., 2010), les tubes sont centrifugés 5 min a 2500 rpm. L’absorbance des
surnagents est effectuée a 560 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible.
Les pourcentages d’inhibition sont calculés par la formule :
| % = ((Ac-At)/Ac) X 100
Ac: absorbance du contr6le negatif

At: absorbance de 1’extrait testé.

ii. Etude des isolats agricoles

2.6. Echantillonnage des sols agricoles

Les échantillons de sol agricole ont été collectés a partir des sites situés dans la wilaya
de Médéa (BENCHIKAOU, OULAD IBRAHIM).

En mois d’Avril nous avons prélevé le premier échantillon (BENCHIKAOU), en mois de Mai
on a prélevé le deuxieme échantillon (OULAD IBRAHIM).

A T’aide d’une spatule stérile, les trente premiers centimetres de la couche superficielle
du sol sont écartés. Cent a cent-cinquante (100 — 150) grammes de sol de la couche sous-jacente
(30 cm de profondeur), puis chaque échantillon sont déposés dans des boites stériles et
transportés le plus rapidement possible au laboratoire (Pochon & Tradieux, 1962). Les

¢chantillons sont immédiatement conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a I'utilisation.
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Tableau 12: Site et date d’échantillonnage des sols agricoles.

Site d’échantillonnage Date d’échantillonnage
Soll BENCHIKAOQU 20/04/2025
Sol 2 OULAD IBRAHIM 06/05/202

Sol 1 Sol 2

Figure 8: Echantillonnage des sols agricoles (prise
personnel)

2.6.1. Prétraitements des échantillons
Le traitement des échantillons a un réle de réduire la croissance de la flore fongique et
bactérienne, afin, d’augmenté le nombre des actinobactéries contenue dans les sols (Cavala &
Eberlint, 1994). Chaque échantillon subi un prétraitement chimique qui consiste a traiter 1 g
de sol de chaque échantillon avec 0.1 g de CaCO3. Le mélange est mis dans une enceinte stérile
saturée d’humidité pendant sept jours a 28°C (EIl-Nakeeb & Lechvalier, 1963).

Le milieu de cultures M est utilisé pour I’isolement des actinobactéries (Ara et al ;
2012).

2.6.2. lIsolement des actinomycétes
Pour chaque échantillon, 1g de sol sont dilués dans 9ml d’eau physiologique stérile, puis
agités au vortex (Annex 8) deux fois pendant 5 minutes, cette suspension constitue la dilution

10 -1 . Une série de dilutions décimales (jusqu’a 10-5) est effectuée pour chaque échantillon.
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400ul par dilution par boite de Pétri sont étalés en surface du milieu de cultures M. Les boites
de Pétri sont alors incubées & 28°C. Elles sont observées apres a partir du 3éme jour.
La préparation des solutions de sol se fait par la méthode de dilutions des suspensions.
La suspension mére du sol est préparée par I’addition de 1gramme de sol, et introduit dans un
tube contenant 9 ml d’eau physiologique stérile. Les échantillons sont homogénéisés par
agitation au vortex pendant quelques minutes. Les suspensions ainsi obtenues constituent les
solutions a analyser. Cette suspension mere sert a realiser des dilutions décimales (Agath &
Bath, 1963).
2.6.3. Ensemencement et incubation
A P’aide d’une pipette pasteur stérile sous forme de rateau; 400ul de chaque dilution
(10-1 & 10-5) ont été étalée sur la surface d’un milieu gélosé. Les boites de Pétri sont incubées
a 28°C pendant 7 a 14 jours. Des observations régulieres sont effectuées chague semaine
(Lemriss, et al., 2003).
2.6.4. Purification des souches
Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies obtenues ont été repiquées et
ensemencées a 1’aide d’une anse stérile puis purifiées par stries sur le milieu M.
Les isolats obtenus sont numerotés et, sont ensuite ensemencés dans des boites pétries
contenant le méme milieu de culture, puits incubé de 2 a 7jour pour les actinomycetes
(Arifuzzaman, Khatun, & Rahman, 2010).

2.6.5. Conservation des souches
Seules les colonies a Gram positif présentant les aspects caractéristiques des
actinomycetes sont conserves.
Les isolats obtenus des échantillons de sols agricole ont fait objet d’une étude macroscopique

et microscopique en plus des tests catalase et oxydases (protocoles cités plus haut).
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Dans ce qui suit, seront abordeés les résultats et les discussions des deux parties de ce
travail, la premiére partie qui est relatif a la revivication et purification des souches
d'actinomycetes marines et la mise en évidence de leurs activités biologiques. La deuxieme

partie correspond a I’isolement des actinobactéries a partir de deux sols agricoles différents.

I. Résultats des activités biologiques des souches marines

1. Ensemencement et purification des actinomycetes
Apres ensemencement et purification sur milieu M solide, les isolats d'actinobactéries
marines pré identifiées sont apparus au bout de 48 heures d'incubation a 30 °C. Les cultures
présentent des colonies séches, feutrées, crayeuses et une couleur uniforme dans chaque boite,
pale a créme, sans pigments diffusibles, suggére une pureté de culture, sans contamination
visible. Ainsi qu’une apparence granuleuse et compacte, combinée a 1’absence d’aspect

visqueux (figure 9).

(2) (X)
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(Ln) (®)

Figure 9: Actinomycetes ensemencé sur milieu M solide (prise personnel, 2025).

2. Ensemencement et purification des pathogénes

Apres revivication des souches de référence dans le bouillon nutritif, nous avons réalisé
un ensemencement et purification sur gélose nutritif. A I’issue de 18h a 24h d’incubation a

37 °C, les cultures sont apparues (figure 10).
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Candida albicans (ATCC1023) Bacillus cereus (ATCC 10876)

Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619)

Staphylococcus aureus (ATCC 33862)

Figure 10: Bactéries pathogene ensemencé sur GN (Prise personnel).
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3. Coloration de Gram

La coloration de Gram (Annexe) est utilisée dans cette étude pour déterminer le type de
paroi actinobactérienne et des souches pathogénes. L'analyse microscopique de nos
échantillons nous permet d'évaluer la forme et les caractéristiques des colonies ainsi que

d'identifier le type de bactéries présentes, qu'elles soient Gram positives ou Gram négatives.

3.1.  Coloration de Gram de quelques souches d'actinomycetes

Sont montrés dans la Figure ci-dessous :

(Lr) (G)

Figure 11: Aspect microscopique de quelques souches d'actinomyceétes apres coloration de
Gram (Gx100) (prise personnel).
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L’observation microscopique, de nos isolats aprés coloration de Gram (Annexe), a
révélé que ces isolats sont des bactéries Gram+, traduisant la présence d’une paroi cellulaire
épaisse composeée principalement de peptidoglycane et possédant une forme filamenteuse fines
ramifiées et enchevétrées. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Zerizer et al.
(2006) et Djaballah (2010). Boudjella (2007) montre que l'observation microscopique des
actinomycétes, et en particulier des Streptomycetes, révele un aspect filamenteux avec la
présence de spores isolées ou amas qui sont parfois des chaines courtes ou longues ou des
enchevétrés non fragmentés, appartenant au groupe des bactéries a coloration Gram positive
(Kitouni, 2007).

3.2. Coloration de Gram des souches de référence

Sont montrés dans la Figure ci-dessous :

Escherichia coli Bacillus cereus

Ne

Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae

Figure 12: Aspect microscopique des souches de référence aprées coloration de Gram (Gx100)
(prise personnel).

45



Résultats et discussion

L'examen microscopique suite a une coloration de Gram (Annexe) a facilité la
différenciation des quatre souches analysées sur la base de leur morphologie et de leur type de
paroi.

Streptococcus pneumoniae apparait comme des coques Gram positives. Staphylococcus
aureus, aussi un microorganisme Gram positif, se présente sous la forme de coques disposées
en amas. On observe genéralement le Bacillus cereus sous la forme de bacilles allongés et
droits, qui sont Gram positifs et se présentent souvent isolés ou en courtes chaines. Pour finir,
Escherichia coli est une bactérie a Gram négative, des bacilles fins qui se teintent de rose. Ces
résultats sont en accord avec ceux que l'on a obtenus par (Parker et al., 2016), qui ont
mentionné également la forme (bacilles ou coques), leur regroupement (paires, chaines ou
amas), la couleur obtenue au Gram (violette pour Gram-positif, rose pour Gram-négatif), et cité

spécifiquement B. cereus et E. coli.
4. Activité antimicrobienne

L’¢tude menée visait a évaluer 1’activité antimicrobienne de différentes souches
d’actinomyceétes marins isolées contre un panel de pathogenes cliniques, comprenant des
bactéries a Gram positif (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus), a Gram négatif (Escherichia coli), ainsi qu’un champignon pathogéne (Candida
albicans). Les résultats obtenus ont révélé une variabilité importante de 1’activité
antimicrobienne selon les souches d’actinomycetes testées, trés bonne activité
antimicrobienne globale. Parmi celles-ci, la souche désignée "O" s’est distinguée par une
activité significative et a large spectre, les souches K, X, G, Z, LR, IC montrent une activité
modérée a faible, selon le pathogéne. A I’inverse, certaines souches comme 4x4 ou 4B ont
affiché une activité antimicrobienne tres limitée voire absente contre plusieurs pathogenes, ce
qui pourrait étre attribué a une production réduite ou absente de composés bioactifs
diffusibles (voir tableau 13 et figure 13).

L’efficacité observée contre des souches pathogénes connues pour leur résistance aux
antibiotiques conventionnels, comme Staphylococcus aureus ou Candida albicans, souligne
I'intérét des actinomycetes marins comme source prometteuse de nouvelles molécules
antimicrobiennes. Ces résultats corroborent les données de la littérature de (Imhof, Labes, &
Wiese, 2011) qui mettent en évidence le potentiel des écosystémes marins comme réservoirs

inexploités de microorganismes producteurs de métabolites secondaires originaux.
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Tableau 13: Résultats d’activité antimicrobienne

Actinomyceétes

Diametre d'inhibition (mm)

Souches tests @) K X G Z LR | IC | 4*4 | 4*3A | 4B
Escherichia coli 33 12 11 13 12 15 15 10 16 12
Bacillus cereus 32 23 12 16 14 11 17 0 14 12

Candida albicans 35 12 11 14 19 14 15 0 14 0
Streotococcus spp 15 13 0 11 14 10 12 15 14 11
Staphylococcus aureus 20 13 12 19 12 11 14 0 12 11

Staphylococcus aureus

E.coli

Figure 13: Image représentative des zones d’inhibition (prise personnel).
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5. La mise en évidence des activités enzymatiques
5.1. Catalase

5.1.1. Chez les actinomyceétes

Le test de la catalase a montré une activité variée chez les actinomycetes isolés, allant
de forte a faible, alors qu'une souche (4B) n'a montré aucune activité catalasique. Cela refléte
la diversité métabolique de ces micro-organismes (voir la figure 13).

La capacité des actinomycétes a se défendre contre le stress induit par I'oxygéne en
dégradant le peroxyde d'hydrogéne (H20:) est liée a leur activité catalytique. L'intensité de
cette enzyme varie en fonction de I'espece, du milieu d'origine et des conditions de culture, et
elle est typiquement retrouvée chez les actinomycetes aérobies. Nos résultats sont en accord
avec I’étude de Balachandran et al. (2012) qui ont observé une forte activité catalasique chez
certaines souches marines de Streptomyces, alors que d'autres présentaient une activité modérée
ou absente. Solanki et al. (2008) ont également mentionné que I’absence d’activité catalasique
chez certaines souches pourrait indiquer une adaptation a des niches pauvres en oxygene ou une

stratégie métabolique différente.

Figurel4: image illustrative des résultats de I’activité catalasique (prise personnel).
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5.1.2. Chez les souches de références

Les résultats du test catalase sur les agents pathogénes s’illustrent dans le tableau

suivant :
Tableau 14:Résultats de I’activité catalasique
Bactéries ) . .
. E.coli B.cereus S.aureus | S.pneumoniae | C.albicans
pathogénes
Catalase + + + - +

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans ont tous
produit I'enzyme catalase, qui décompose le peroxyde d'hydrogéne en oxygeéne et en eau, selon
les résultats du test de catalase effectué sur les souches de réference. Cette enzyme, que l'on
trouve généralement chez les micro-organismes aerobiologiques facultatifs ou anaérobies, leur
permet de se défendre contre le stress induit par l'oxygéne. Cependant, les especes de
Streptococcus, qui ne possédent pas lI'enzyme catalase, un critére d'identification traditionnel,
ont produit un résultat negatif. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature
(Madigan et al., 2018 ; Ryan & Ray, 2004 ; Wysong et al., 1998 ; Imlay, 2013).

5.2. Oxydase
5.2.1. Chez les actinomycetes

La figure 15 a mis en évidence que la présence de I'enzyme cytochrome c oxydase a été
démontrée par l'activité positive (forte a faible) du test chez la majorité des actinomyceétes testés,
ce qui reflete leur métabolisme aérobie actif et leur capacité a utiliser 'oxygéne comme
accepteur final d’¢électrons. L’absence de réaction chez les souches 4B et X peut indiquer une
variation métabolique inter-souches, ou un métabolisme respiratoire alternatif. D’apres ces
résultats et selon Barka et al., 2016 on peut confirmer que les actinomycétes, notamment
marins, posseédent souvent une activité oxydasique variable selon l'espéce ou I’environnement

d’origine.
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Oxydase+ Oxydase-

Figure 15: photographie illustrative de résultat du test oxydase (Prise personnel).

5.2.2. Chez les souches de références
Selon le tableau, Bacillus cereus est la seule souche de référence a avoir montré une
activité oxydasique positive. En revanche, le test de I'oxydase a donné des résultats négatifs
pour Escherichia coli, Candida albicans, Streptococcus pneumoniae et Staphylococcus aureus.

Tableau 15: Résultats d’oxydase chez les souches de référence.

Bactéries ] _
. E.coli B.cereus S.aureus S.spp C.albicans
pathogénes
Oxydase - + - - -

L'activité oxydasique positive de Bacillus cereus est cohérente avec son métabolisme
aérobie ou anaérobie facultatif, ou cette enzyme peut étre exprimée (Madigan et al., 2018). A
I'inverse, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et les espéces de Streptococcus pneumoniae
sont généralement considérés comme négatifs a I'oxydase parce qu'ils utilisent des chaines
respiratoires appauvries en cytochrome ¢ oxydase (Tortora et al., 2019). Le test de l'oxydase
n'est pas approprié pour Candida albicans car c'est un eucaryote dont le systeme respiratoire
est mitochondrial et non membranaire comme chez les bactéries, et il donne généralement des
résultats négatifs ou incompréhensibles (Calderone & Clancy, 2012).

En fonction de leur métabolisme respiratoire, ces résultats valident I'efficacité du test
de l'oxydase comme outil d'identification rapide des bactéries.
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5.3. Recherche de protéines
5.3.1. Caséinase

L’activité caséinase, qui refléte la capacité des microorganismes a synthétiser des
protéases extracellulaires. La formation d’un halo clair autour des colonies indique la
dégradation de la caséine par les protéases produites. Le tableau 16 et figure 16 illustrent que
sur les 10 souches testées, neuf ont montré une activité casiénase forte, modérée a faible. Une
seule souche 4*4 n’a présenté aucune activité décelable dans les mémes conditions
expérimentales.

La production de casé€inase par les actinomycétes marins indique leur potentiel
biotechnologique, notamment pour les industries alimentaires, les détergents, ou encore les
formulations pharmaceutiques (Vijayabharathi et al., 2012 ; Bhosale et al., 2015).

La variabilit¢ de P’activité enzymatique entre les isolats pourrait étre liée a des
différences dans la régulation génétique de la production enzymatique, ou a des variations dans
la physiologie cellulaire induites par les conditions de culture (Singh et al., 2016). Cette
diversité justifie la nécessité d'une sélection ciblée des souches les plus performantes pour des

applications spécifiques.

Tableau 16:Interprétation des résultats du test caséinase.

Actinomycetes | K @) X G Z Ic Lr 4B | 4*4 | 4*3A

Caseinase +++ |+ + | A+ | A+ | | |+t - +++

(2)

Caséinase +++

Figure 16: photographie des résultats du test caséinase (prise personnel).
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5.3.2. Gelatinase

La gélatinase est une enzyme extracellulaire, capable d'hydrolyser la gélatine (une
protéine dérivée du collagéne). Les résultats du tableau 17 et figure 17 indiquent que 9 des 10
souches d’actinobactéries marins testées posseédent une activité gélatinase extracellulaire
manifeste, traduite par la liquéfaction du milieu aprées une heure de réfrigération. Cela suggére
une forte capacité protéolytique des isolats marins testés. Ce qui pourrait étre lié a leur
adaptation a des environnements riches en matiere organique protéique d’origine animale, tel
que les débris de faune marine. Ces enzymes, souvent présentent un intérét industriel
considérable dans divers secteurs (Subramani & Aalbersberg, 2012 ; Ventosa et al., 2015).
Par contre la souche 4b ne présente aucune activité le milieu étant resté solide (figure), elle
pourrait étre soit dépourvue du gene codant la gélatinase, soit incapable de 1I’exprimer dans les
conditions données.

Ces observations rejoignent les travaux de Singh et al. (2016) qui soulignent le potentiel
des actinomycetes dans la production d’enzymes extracellulaires variées, dont les protéases. De
méme, Bhosale et al. (2015) ont rapporté que les enzymes produites par ces microorganismes

présentent souvent une meilleure stabilité que celles d’origine bactérienne classique.

Tableau 17: Interprétation des résultats du test gélatinase.

Actinomycetes | K 0] X Z G Ic Lr 4B | 4*4 | 4*3A

Gélatinase + + + + + + + - + +
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Gélatinase+

Figure 17: photographie représentant les résultats du test gélatinase (prise personnel).

5.4. Cellulase

Ce test permet d’évaluer la capacité des souches actinomycetes marins a produire la
CMCase, enzyme capable d’hydrolyser la carboxyméthylcellulose (CMC).

Le tableau 18 et figure 18 montrent que 6 souches sur 10 montre une activité
cellulolytique positive, traduite par la formation de halos clairs orangé sur un fond rouge. Ces
isolats sont donc capables de produire une CMCase extracellulaire, selon (Ventosa et al., 2015)
les actinobactéries marins, du fait de leur adaptation a des milieux pauvres en nutriments,
développent souvent des systemes enzymatiques puissants et stables dans des conditions
extrémes. Ce qui va dans le méme sens que les résultats des travaux de (Sadhu & Maiti, 2013)
expliquant que la capacité¢ de certaines souches d’actinomycétes marins a hydrolyser la
cellulose les rend prometteuses bon pour des applications biotechnologiques, notamment dans
la valorisation de la biomasse lignocellulosique, la production de bioéthanol, ou encore dans
I’industrie textile et du papier. En revanche, les souches O, X, K et Z n'ont présenté aucun halo,

ce qui suggere une absence ou une faible expression de I’enzyme dans les conditions testées.

Tableau 18:Interprétation des résultats de I’activité cellulasique.

Actinomycetes | K 0] X G Z Ic Lr | 4*4 | 4*3A | 4B

Cellulase - - - + - + + + + +
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) T -

CMCase +

Figure 18: photographie représentant les résultats du test cellulase (prise personnel).

5.5. Amylase

Cette activité a été réalisée afin d’évaluer la capacité des souches a produire de I’amylase
extracellulaire, une enzyme capable d’hydrolyser I’amidon, traduite par la formation de zones
claires autour des colonies apreés application de la solution de lugol.

Les résultats qualitatifs sont présentés dans le tableau et figure ci-dessous :

Tableau 19: Résultats de I’activité amylasique des souches.

Actinomycetes | O X G K Z Ic Lr | 4B | 4*4 | 4*3A

Amylase +H+ | | A | |+t + ++ |+ | |
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©)

Amylase +++

Figurel9: photographie représentant le résultat d’hydrolyser I’amidon (prise personnel).

La plupart des souches testées ont présenté une activite amylasique modérée a forte, qui
indique une production importante d’amylase extracellulaire. Par contre, la souche Ic a présenté
une activité faible, ce qui pourrait refléter une capacité enzymatique limitée ou une expression
réduite de ’enzyme dans les conditions expérimentales utilisées.

L’activité amylasique importante observée chez la plupart des souches d’actinobactéries
marins testées met en évidence leur potentiel en tant que productrices d’enzymes hydrolytiques
d’intérét industriel, et des applications biotechnologiques, notamment dans la transformation
des polysaccharides, la fabrication de sirops sucrés a base d’amidon ou encore la production de
biocarburants (Souza et al., 2010). Du fait de leur aptitude a s’adapter a des milieux hostiles
les actinomycétes marins sont souvent capables de produire des enzymes stables et actives dans
des environnements non conventionnels (Ventosa et al., 2015).

5.6. Pouvoir hemolytique

L'évaluation du pouvoir hémolytique vise a détecter la capacité des souches étudiées a
produire des substances cytotoxiques peuvent lyser les globules rouges. L’activité hémolytique
est mise en évidence par la formation de zones claires (hémolyse complete, ), verdatres
(hémolyse partielle, o), ou I’absence de halo (y) autour des colonies.

Selon le tableau 20 et figure 20 on observe que parmi les 10 souches on a 05 qui
présentent une activité hémolytique positive, ce qui indique leur capacité a produire des

composeés susceptibles de lyser les hématies. Ces souches sont donc capables de sécréter des
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meétabolites cytotoxiques dans les conditions expérimentales appliquées, ce qui indique leur
potentiel dans la production de molécules bioactives. A I’inverse, les souches K, Z, X, 4b et Ic
ne montrent aucune activité hémolytique visible, suggérant 1’absence de la production de
molécules lytique dans ces conditions.

Ces composés sont d’un intérét trés important dans les domaines pharmaceutique et
biomédical, en particulier pour le développement de nouvelles thérapies antimicrobiennes ou
antitumorales (Subramani & Aalbersberg, 2012). La diversité observée entre les isolats
confirme également I’intérét de mener des évaluations individuelles, afin d’identifier les
souches les plus prometteuses pour une valorisation ciblée, comme proposé par Ramesh &
Mathivanan (2009).

Tableau 20: Résultats d’hémolyse.

Actinomycetes | O X A G K Ic Lr | 4*4 | 4*3A | 4B

Hémolyse + - - + - - + + + -

4*4

(hémolyse complete, B)
(hémolyse partielle, o)

Figure20: Pouvoir hémolytigue des actinomycetes étudiés (prise personnel).

5.7. pectinase

La pectinase est une enzyme qui catalyse 1’hydrolyse des pectines, des polysaccharides
contenus dans les parois cellulaires des végétaux. L’apparition d’un halo clair autour des
colonies aprés révélation avec I’acétate de cuivre indique une activité pectinolytique (Camille,

2007).
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Cing souches parmi les dix actinomycetes étudiées ont montré une activité
pectinolytique positive, la présence de zones claires autour des colonies. Cela indique qu’elles
sécrétent une pectinase capable de dégrader la pectine du milieu. Par contre, les souches X, K,
Z, 4b et Ic n’ont pas formé de halo, ce qui montre I’absence ou une trés faible expression de
cette enzyme (tableau 21 et figure 21).

Les pectinases, sont trés recherchées dans des secteurs comme 1’industrie
agroalimentaire (clarification des jus, extraction d’ar6mes), le traitement des déchets végétaux,
ou encore la fabrication du textile et du papier (Kashyap et al., 2001). Les actinobactéries
marines sont réputées pour leur capacité a produire des enzymes résistantes a des conditions
extrémes telles que la salinité, le pH ou la température, ce qui représente un avantage
considérable comparé aux microorganismes d’origine terrestre (Ventosa et al., 2015).

Tableau 21: Evaluation de I’activité pectinolytique.

Actinomycétes | K O X G Z | 4%4 | 4*3A | 4B Ic Lr

Pectinase - + - + - + + - - +

4*3A
Pectinase+

Figure 21: photographie illustrant le résultat d’hydrolyse des pectines (prise personnel).
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5.8. Recherche des lipases
5.8.1. Les estérases (hydrolyser le Tween 80)

Les estérases sont des enzymes hydrolitiques qui catalysent la rupture des liaisons ester.
L’apparition d’un halo opaque autour des colonies révéle la présence d’une estérase (Camille,
2007).

Parmi les 10 souches testees, la souche 4*4 montre une activité estérasique tres
importante, traduisant une forte production d’enzymes estérases. Les souches K, Z, et G
présentent également une activité marquée. D’un autre coté la souche 4b ne montre aucune
activité (-), indiquant une absence d’hydrolyse des esters. Les autres souches présentent une
activité plus modérée, révélant une production faible a intermédiaire d’estérases (tableau 22 et
figure 22).

Les estérases produites par les actinomycétes marins jouent un réle important dans
I’hydrolyse des esters en acides gras et alcools, processus central dans la dégradation de
diverses substances organiques (Kiran et al., 2010). Ce qui explique que les souches qui ont
présenté une forte activité estérasique sont particulierement intéressantes pour des applications
industrielles, notamment dans les domaines pharmaceutique, biodétérgents ou encore dans la
biorémédiation (Bornscheuer, 2002 ; Joseph et al., 2008). Selon (Ramesh & Mathivanan,
2009) nous interprétons que la différence observée entre les souches pourrait étre due a des
différences d’expression génique, a I’environnement d’origine ou encore a I’état physiologique

des bactéries au moment de 1’essai.

Tableau 22: Résultats du test des estérases.

Actinomycetes | K X 0] Z G 4B | 4*4 | 4*3A | Ic Lr

Estérases ++ + + ++ ++ - +++ + + +
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(k)

Estérase++

Figure22: photographie présentant un résultat positif et négatif du test estérase (prise
personnel).

5.8.2. Hydrolyse de la lécithine et les lipoprotéines

Certaines bactéries marines, en particulier les actinomycetes, produisent des enzymes
extracellulaires comme la Iécithinase, la lipase et la lipoprotéinase, susceptible d’hydrolyser des
composants complexes des membranes.

D’apres le tableau et figure, il est constaté que parmi les souches testées, cinq souches
ont montré une activité enzymatique sur le milieu au jaune d’ceuf, ce qui exprime la production
potentielle de lécithinase, de lipase et/ou de lipoprotéinase. Cependant, les autres souches n’ont
révélé aucune activité visible (tableau 23).

La sécrétion d’enzymes lipolytiques comme la 1écithinase ou la lipoprotéinase par des
actinomyceétes marins indique leur capacité a dégrader des composants complexes des
membranes, tels que les phospholipides ou les lipoprotéines. Ce type dactivité est
particulierement important en pathogénicité et aussi en biotechnologie, surtout dans la
formulation de détergents, la biodégradation des graisses ou la libération ciblée de principes
actifs (Gupta et al., 2004 ; Jaeger & Eggert, 2002). Ainsi, le profil enzymatique observé dans
cette étude pourrait constituer un critére pertinent pour la sélection de souches en vue
d'applications industrielles ou thérapeutiques nécessitant une forte activité lipolytique ou

phospholipidique.
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Tableau 23: Résultats d’hydrolyse de la 1écithine et les lipoprotéines.

Actinomycetes | O

X

K

G

4

4*4 | 4*3A | 4B Ic Lr

Lécithinase et

lipoprotéinase

(0)

Lécithinase +

“(4B)
Lécithinase -

Figure23: Photographie démontrant le résultat d’hydrolyse de la 1écithine et les lipoprotéines
(prise personnel).

5.9. Activité chitinasique

Le test chitinasique est évalué pour détecter la capacité des isolats d’actinomycétes
marins a produire de la chitinase, un polymere abondant dans les parois des champignons et les
exosquelettes des arthropodes. La présence de chitinase se traduit par I’observation des halos

clairs autour des colonies.

Le tableau 24 et figure 24 montrent les résultats de cette activité :
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Tableau 24: Résultats d’activité chitinasique.

Actinomycetes | K X Z O G Lr Ic 4B | 4*4 | 4*3A

Chitinase - - - + + + - - + +

Chitinase-

Figure24: Imagerie illustratif de résultat de I’activité chitinasique (prise personnel).

L'activité chitinasique détectée chez certaines souches d'actinobactéries marins peut étre
interprétée comme une adaptation fonctionnelle a un environnement riche en chitine, un
biopolymére majeur dans les écosystemes marins. Cette capacité enzymatique ne refléte donc
pas seulement un potentiel industriel, mais aussi un réle écologique majeur dans le recyclage
de la matiére organique dans les sédiments marins (Gooday, 1990). La non-expression de
l'activité chez certaines souches pourrait indiquer d'une régulation génique sensible a des
signaux environnementaux absents en laboratoire. Cela suggere que I'expression des chitinases
pourrait étre conditionnelle, activée uniquement en présence d‘autres micro-organismes, étayant
I’études avancée par (C. Kullnig et al., 1999) sur des champignons comme Trichoderma
harzianum montrent que la production de certaines chitinases est déclenchée avant ou apres le
contact physique avec d’autres champignons pathogenes, via des signaux libérés lors de
I’interaction. Ou de chitine native difficilement dégradable selon I’étude de (Brevoy et al.,
2023) sur un bon nombre de bactéries chitinolytiques, comme Serratia marcescens, Vibrio spp
et Streptomyces, qui n’expriment les chitinases que lorsqu’elles détectent le substrat chitine ou

ses fragments.
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6. L’activité anti-biofilm

D’apres le tableau 25 et ’analyse comparative de la Do moyenne des actinomycétes
avec le contréle positif (BHIB+ souche de référence) indiquent une forte activité anti-biofilm
pour O, X et G qui ont présenté la plus faible Do moyenne par rapport a celle du contrdle
positif qui est égal a 0.590. Ces bactéries ont probablement inhibé la formation du biofilm en
bloquant I’adhésion initiale des souches pathogénes ou en perturbant la matrice
extracellulaire. Ce type d’activité est fréquemment li¢ a la présence de composés comme les
phénazines, I’actinomycine, ou d’autres métabolites secondaires ou leurs effets connus pour
cibler les biofilms bactériens (Singh et al., 2017 ; Berdy, 2005).

Les actinomycetes K, Z, Lr et Ic ont montré une activité intermédiaire. Méme si leur
effet soit moins prononcé, ils révélant une certaine efficacité anti-biofilm partielle, qui
pourrait étre optimisée. Ces resultats indiquant soit une concentration plus faible des
métabolites actifs, soit une action ciblant partiellement certaines étapes du cycle du biofilm
(Donlan, 2002).

Enfin, les souches 4*4 et 4B ont montré les activites les plus faibles, avec des densités
optiques proches a celle de contréle positif, indiquant peu ou pas d’inhibition. Cela peut-étre
justifier par une production limitée de molécules bioactives, ou par la présence de métabolites
inefficaces contre les souches pathogenes testees.

Selon Subramani & Aalbersberg, 2012 et Barka et al., 2016 la variabilité observée
entre les souches démontre I’idée que D’activité anti-biofilm dépend fortement du profil
métabolique de chaque souche actinomycéte. Certaines bactéries peuvent inclure des molécules
spécifiques aux biofilms, tandis que d’autres produisent essentiellement des antibiotiques

classiques peu actifs sur ces structures.

62



Résultats et discussion

Tableau 25: Résultats d’activité anti-biofilm.

Actinomycetes

Densité optique

Bactérie

O X K G Z Lr Ic 4B 4*4 4*3A | Bhib
pathogeéne
Staphylo-
coccus 0,223 | 0,185 | 0,168 | 0,167 | 0,176 | 0,414 | 0,207 | 0,216 | 0,225 | 0,136 | 0,216
aureus
Candida

) 0,162 | 0,182 | 0,196 | 0,128 | 0,189 | 0,241 | 0,300 | 0,255 | 0,235 | 0,131 | 0,197

albicans
Strepto-

0,148 | 0,227 | 0,212 | 0,138 | 0,177 | 0,281 | 0,190 | 0,413 | 0,734 | 0,145 | 0,219
coccus spp
Escheri-

0,224 | 0,263 | 0,607 | 0,212 | 0,307 | 0,261 | 0,568 | 0,677 | 0,795 | 0,191 | 1,393
chia coli
Bacillus

0,177 10,1271 | 0,222 | 0,174 | 0,192 | 0,199 | 0,266 | 0,209 | 0,199 | 0,216 | 0,927
cereus
DO

0.186 | 0,165 | 0,281 | 0,163 | 0,208 | 0,279 | 0,306 | 0,354 | 0,437 | 0,163 | 0,590
moyenne

7. Résultat d’extraction des molécules bioactives issus des souches

étudiées

Sur les 10 souches d'actinomycétes marins qui ont été testées, quatre ont montré une

activité antimicrobienne tres élevée (O, G, IC, 4*3A) qui s'est manifestée par de larges zones

d'inhibition contre plusieurs agents pathogenes de référence. Les métabolites bioactifs produits

par ces quatre souches ont été choisis pour étre extraits. Ces composés peuvent avoir d'autres

activités biologiques intéressantes en plus de leur effet antimicrobien. Par conséquent, les

matériaux extraits ont été soumis a des essais anti-inflammatoires et antioxydants afin de
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déterminer leurs propriétés pharmacologiques potentielles (Subramani & Aalbersberg, 2012
; Rateb & Ebel, 2011).

8. Activité antimicrobienne avec le surnageant des souches : O, G, IC,
4*3A
Cette activité est révélée dans le but de mesurer la capacité de production de composés

extracellulaires des souches étudiées, les surnageants de culture ont été testés contre les
bactéries de référence. Les résultats de cette activité sont démontrés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 26: Présentation des profils d’inhibition antimicrobienne par les surnageants.

Actinomyceétes

Diametre d'inhibition (mm)

Souches tests O G Ic 4*3A
E.coli 33 12 11 13
B.cereus 32 23 12 16

Candida albicans 35 12 11 14

Streptococcus spp 15 13 0 11

Staphylococcus aureus | 20 | 13 12 19

Les surnageants des souches d’actinomycétes marins montrent une activité
antimicrobienne variable selon les souches pathogénes ciblés. Les souches 4x3A et O
présentent les zones d’inhibition les plus larges, surtout contre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Candida albicans, ce qui indique une production efficace de métabolites
extracellulaires actifs. A l'inverse, les souches G et IC montre une activité plus restreinte,
révélant soit une production plus faible de composés antimicrobiens, ou une activité plus
spécifique. L’absence de zones d’inhibition dans certains cas due a une concentration

insuffisante ou a la non-sensibilité des pathogenes concernés.
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L’activité antimicrobienne observée avec les cellules entiéres d’actinobactéries marins
s’est révélée nettement plus élevée par rapport celle obtenue avec leurs surnageants. Cette
différence s'explique par un ensemble de facteurs biologiques et biochimiques :

Premierement, l'effet synergique des cellules entiéres permet des interactions directes avec les
souches pathogénes, stimulant la production in situ de métabolites bioactifs (Traxler et al.,
2013). De plus, quelques substances antimicrobiennes sont intracellulaires ou liées a des
structures cellulaires, ce qui réduit leur présence dans le surnageant (Subramani &
Aalbersberg, 2012 ; Barka et al., 2016). La stabilit¢ des composés bioactifs constitue
également un facteur clé : quelques métabolites peuvent étre sensibles a la dégradation durant
la préparation du surnageant, réduisant donc leur efficacité (Bérdy, 2005). Enfin, la
concentration des composeés dans le surnageant peut étre faible pour atteindre le seuil

d’inhibition, tandis que la production continue dans les cellules intactes (Solecka et al., 2012).

9. Evaluation de ’activité antioxydante
L’¢évaluation de l’activité antioxydante des différents extraits d’actinomycetes a été
réalisée a 1’aide du test DPPH, en comparant leurs pourcentages d’inhibition a celui de I’acide
ascorbique, utilisé comme référence standard. Les composés antioxydants réduisent le radicale

DPPH en un compose de couleur jaune (figure 25).

— | ~~
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Figure 13: Image illustrative d’une perte de couleur violette du DPPH (prise personnel).

Les résultats du tableau 27 et figure 26 montrent que les extraits G et O présentent une
activité antioxydante trés élevée, avec des pourcentages d’inhibition respectifs, trés proches de

celle de I’acide ascorbique (87,84 %). Ces deux extraits se distinguent ainsi comme les plus
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efficaces parmi les échantillons testés, suggérant un fort potentiel en tant qu’antioxydants
naturels. L’extrait Ic affiche une activité modérée a ¢€lever, indiquant également une capacité
notable & neutraliser les radicaux libres, bien que moins marquée que G et O. En revanche,
I’extrait 4*3A présente la plus faible activité antioxydante de 1’ensemble, ce qui reste
néanmoins significatif.

Les actinomycétes marins sont bien connus pour leur forte activité antioxydante, due a
leur capacité a produire des métabolites secondaires puissants en réponse a leur environnement
marin extréme, surtout en profondeur (salinité, pression, UV, etc). Ce qui est en accord avec les
travaux de Loganathan K et al., 2013 dont il est bien établi que les actinobactéries marines
synthétisent des métabolites secondaires capables de piéger les radicaux libres, confirmant ainsi

leur forte activité antioxydante.

Tableau 27: Evaluation de l'activité antioxydante des extraits.

Actinomycetes Absorbance a % D’inhibition
517nm
@) 0,123 86,99
G 0,116 87,73
IC 0,175 81,50
4*3A 0,193 79,59
Acide ascorbique 0,115 87,84
Solution DPPH 0,946 /
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Activité anti-oxydante des extraits (méthodeA I%PPH)
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Figure 14: Activité antioxydante d’extraits d’actinomycetes : Absorbance vs % d’inhibition.

10.Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

Cette activité est mise en evidence pour Vérifier si les extraits protégeant les globules
rouges contre la chaleur. L’absorbance du surnageant est mesurée a 560nm (longueur d’onde
ou I’hémoglobine absorbe la lumiére), plus ’absorbance est élevée plus il y’a eu d’éclatement
moins il y’a eu de protection des globules rouges donc une faible activité anti-inflammatoire.

D’apres les résultats observés dans le tableau 28 et figure 27 il apparait clairement que
le diclofénac (Témoin+) affiche la meilleure inhibition, comme attendu. Les extraits IC, O, et
4*3A présentent des activités anti-inflammatoires trés intéressantes, avec une inhibition proche
de celle du diclofénac. G est moins actif, avec une efficacité réduite. Tous les extraits surpassent
nettement le témoin négatif (réaction maximale), indiquant une vraie action anti-inflammatoire.
Ceci peut s’expliqué par le fait que, les actinomycétes des sédiments marins proviennent d’un
environnement extréme et compétitif, qui stimule la production de métabolites secondaires
bioactifs ce qui corrobore avec les travaux de (Grace Choi et al., 2020) affirmant que les
actinomycetes marins, en particulier ceux isolés des sédiments, sont largement reconnus comme
une source précieuse de composés bioactifs, présentant fréquemment une forte activité anti-

inflammatoire.

67



Résultats et discussion

Tableau 28: Evaluation de l'activité anti-inflammatoire des extraits.

Actinomycetes | Absorbance a 560nm | % D’ihnibition
O 0,627 76,06
G 0,893 65,91
IC 0,59 77,48
4*3A 0,64 75,57
Témoin+ 0,35 86,64
Controle- 2,62 /

Comparaison de I'activité anti-inflammatoire des

extraits avec le témoin+ (diclofénac)
1 100

90
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0,3 /\ 80

0,7 / 70
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Figure 15: Activité anti-inflammatoire d’extraits d’actinomycétes : Absorbance vs %
d’inhibition.

1. Echantillonnage d’actinomycétes des sols agricoles

1. Isolement des actinomycetes a partir de deux sols agricoles

Deux échantillons de sol agricole provenant de deux zones différentes ont été examinés
afin d'identifier des actinomycétes. A partir de ces échantillons, un total de sept isolats

présentant les caracteres morphologiques typiques des actinomycétes a été obtenu aprés 48h a
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72h d’incubation. Selon les critéres traditionnels d'identification des actinomyceétes, ces isolats
ont été choisis en fonction de leurs caractéristiques coloniales (pulvérulence, variation de

couleur et croissance lente) dans le milieu M (voir figure 28 et 29).

©)

(4)

Figure 16: imagerie illustrative de quatre isolats agricoles (sol 01) (prise personnel).
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(6)

()

Figure 17: imagerie demontrant trois isolats agricole (sol 02) (prise personnel).

L’isolement de sept souches d’actinomycétes a partir de deux échantillons de sol affirme
la richesse microbiologique de ces environnements agricoles. Les multiples isolats montrent
comment ces microorganismes se sont adaptés aux conditions uniques de chaque sol, qui sont
influencées par des facteurs tels que le pH, la teneur en matiere organique et les pratiques
culturales. La diversité et l'abondance des actinomycétes dans les sols agricoles sont
significativement influencées par les parametres physico-chimiques du sol, ce qui expliquerait
la variation entre les deux sites documentés, selon Qin et al. (2011).

Des expériences de caractérisation initiales ont été réalisées sur les isolats provenant de
sols agricoles. Des essais biochimiques, tels que les tests de catalase et d’oxydase, ainsi qu’une
coloration de Gram. Les isolats ont été stockes sous forme de suspension bactérienne dans une

solution de glycérol a 50 % afin de garantir leur conservation a long terme a basse température.

70



Résultats et discussion

2. Coloration de Gram
Apres la coloration de Gram (Annexe), tous les isolats agricoles ont présenté une
couleur violette, ce qui indique qu’ils sont a Gram positif (figure 30), caractérisés par une paroi
cellulaire épaisse riche en peptidoglycane. Selon Williams et al. (1989), la majorité des
actinomycétes isolés des sols sont Gram positifs et appartiennent principalement a I’ordre des

Actinomycetales, notamment le genre Streptomyces.

1)

©) (4)

Figure 18 : Aspect microscopique des isolats du sol aprés coloration de Gram (Gx100)
(prise personnel).
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3. Activité catalasique

Parmi les isolats agricoles, 5 souches ont montré une activité catalase positive, tandis
que 2 étaient négatives. Cela indique que la majorité produisent I’enzyme catalase (Voir
tableau 29).

L’activité catalase positive signifie que ces souches peuvent dégrader le peroxyde
d’hydrogene (H20-) en eau et oxygene, ce qui refléte une capacité a se protéger contre le stress
oxydatif. Selon Kampfer (2006), la catalase est une enzyme couramment détectée chez les
actinobactéries isolées de sols.

Tableau 29: Résultats du test catalase.

Actinomycetes 1 2 3 4 5 6 7

catalase + + - + - + +

4. Activité oxydasique
Les 7 isolats agricoles ont présenté un résultat positif au test oxydase, ce qui indique
qu’ils possédent I’enzyme cytochrome c¢ oxydase (Voir figure 31), cela confirme leur
métabolisme aérobie, typique des actinomycétes filamenteux, notamment ceux du genre
Streptomyces (Ventura et al., 2007). Selon Goodfellow et Williams (1983), la majorité des
actinomycetes aérobies isolés du sol présentent une activité oxydase positive, ce qui les

différencie d'autres bactéries du sol.

Figure 19: imagerie démonstrative des résultats du test oxydase (prise personnel).
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Conclusion et perspective

Ce travail s’est inscrit dans le cadre de I’exploration de la diversité et du potentiel biologique
des actinomycétes marins et telluriques, a travers une double approche expérimentale.

En premier, I’é¢tude des souches marines a permis de mettre en évidence des activités
biologiques remarquables, notamment des effets antimicrobiens, anti-inflammatoires,
antioxydants et anti-biofilms, accompagnés de la détection d’enzymes extracellulaires a intérét
biotechnologique. Ces résultats confirment I’hypothese selon laquelle les conditions extrémes
du milieu marin stimulent la biosynthése de métabolites secondaires originaux aux propriétés
pharmacologiques prometteuses (Subramani & Aalbersberg, 2012 ; Barka et al., 2016).

Concernant le second objectif de ce travail, I’isolement de sept souches d’actinomycetes a
partir de deux sols agricoles a permis de mettre en évidence une diversité morphologique et
biochimique. Les tests catalase, oxydase et la coloration de Gram ont confirmé que la majorité
des isolats sont des bactéries Gram positives, aérobies, possedant un metabolisme actif.
Globalement, ce mémoire met en lumiére I’importance de la valorisation des microorganismes
environnementaux, aussi bien marins que terrestres, en tant que ressources innovantes pour le
développement de nouvelles approches antimicrobiennes et anti-inflammatoires. L’intégration
de tests enzymatiques et d'extractions ciblées a également permis de mieux cerner le profil
métabolique de ces souches.

En fin, ce travail ouvre la voie a de nombreuses perspectives, ce qui justifie pleinement la
nécessité de le poursuivre, notamment a travers :

. Caractérisation moléculaire :

Par séquengage de I’ADNr 16S, permettra de confirmer leur appartenance taxonomique et
d’identifier de potentielles espéces rares ou nouvelles, surtout parmi les souches marines.

. Analyse des métabolites par HPLC/LC-MS :

Des extraits bioactifs pourrait permettre d’identifier précisément les composés responsables des
activités biologiques observées, ouvrant la voie a des applications pharmaceutiques concrétes.
. Etudes in vivo et mécanismes d’action :

Des tests in vivo ou des études cellulaires sur les propriétés anti-inflammatoires et anti-biofilms
permettraient de mieux comprendre les mécanismes d’action des extraits.

. Exploitation agrobiologique des souches telluriques :

Les isolats issus des sols agricoles pourraient étre testés comme agents de biocontréle ou

biofertilisants dans un contexte de lutte biologique en agriculture durable.
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Composition de milieu de culture M
Peptone (109)

Extrait de levure (5g)

Nacl (359)

CaCl2 (0,59)

K2HPO4 (0,5g)

FeSo4 (0,019)

Milieu pectine
Pectine (50)

Extrait de levure (50)
Agar (209)

Eau distillée (1L)

Milieu chitine
Peptone (50)

Extrait de viande (3g)
NaCl (50)

Chitine (59)

Agar (180)

Eau distillée (1L)

Coloration de Gram

Préparation du frottis :

Etaler une fine couche de culture bactérienne sur une lame propre.

Sécher au bec benzene puis fixer en passant la lame rapidement dans la flamme.
Coloration au violet de gentiane (ou cristal violet) :

Couvrir le frottis de violet de gentiane pendant 1 minute.

Rincer doucement a I’eau.

Mordancage avec le lugol (iode) :

Appliquer la solution de lugol pendant 1 minute.

Rincer a I’eau.

Décoloration a I’alcool ou alcool-acétone (95 %) :

Appliquer pendant 15 a 30 secondes (jusqu’a ce que I’exces de violet disparaisse).
Rincer immédiatement a I’eau.

Coloration a la fuchsine :

v Appliquer pendant 1 minute.

v" Rincer a I’eau.

Observation au microscope a immersion.
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5. Microplague en polystyrene

6. Solvant butanol

7. Ampoule a décanté

8. Solution du DPPH
e 100ml d’éthanol + 0,004g
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9. Spectrophotometre UV visible

10.Diclofénac
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11.Vortex
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