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Résumé

Le développement continu de la résistance bactérienne aux antibiotiques et I’émergence de nouvelles maladies
infectieuses justifient la nécessité de rechercher de nouvelles molécules antibiotiques. Les bactéries actiniques
sont considérées parmi les micro-organismes les plus intéressants et les plus diversifiés du monde microbien,
caractérisés par leur capacité supérieure a produire une large gamme de bactéries. Gamme de composés
biologiques d’importance médicale et industrielle, ce qui en fait le centre d’attention des chercheurs et des
scientifiques du monde entier. Les bactéries actiniques se trouvent dans divers environnements, du sol et de I'eau
douce aux environnements marins et méme aux environnements extrémes tels que les déserts. Cette diversité

environnementale refléte leur capacité a s'adapter et a vivre dans des conditions différentes.

En Algérie, la plupart des bactéries actinomycétes ont été isolées des sols fertiles et des déserts. Quant aux
milieux marins, leur étude est toujours en cours. Grace a cette étude, les actinomycetes marins ont été mis en
lumiére, car des échantillons ont été prélevés sur l'ile de Rachgoun dans I'Etat. D’ Ain Temouchent. Nous avons
isolé trois souches EM1, SM3, S4 Et pour I'étudier, des milieux agricoles spécialisés ont été utilisés pour isoler des
bactéries actiniques a partir d'échantillons marins. Les souches isolées ont été caractérisées sur la base de leurs
caractéristiques morphologiques et physiologiques. La méthode du disque chargé d’échantillons et la méthode de
diffusion sur rouleau de gélose ont été utilisées pour tester 1’activité antimicrobienne contre les souches Gram-
positives et Gram-négatives. L'activité antimicrobienne a été évaluée a l'aide de méthodes similaires. Les composés
actifs ont été extraits en utilisant le solvant organique acétate d'éthyle. Certaines souches ont montré une activité
significative contre les bactéries Gram-positives telles que Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, alors qu'elles
étaient inefficaces contre les bactéries Gram-négatives telles que Escherichia coli. Des études antérieures ont
montré que l'extraction de composés actifs a l'aide d'acétate d'éthyle était la plus efficace, montrant la meilleure

activité antimicrobienne par rapport a d'autres solvants.

Mots clés : Actinomyceétes, antibiotiques, I7le de Rachgoun, la résistance bactérienne, caractéristiques

morphologiques et physiologiques



Abstract

The continued development of bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases
justify the need to search for new antibiotic molecules. Actinic bacteria are considered among the most interesting
and diverse microorganisms in the microbial world, characterized by their superior ability to produce a wide
range of bacteria. Range of biological compounds of medical and industrial importance, making it the focus of
attention of researchers and scientists around the world. Actinic bacteria are found in a variety of environments,

from soil and fresh water to marine environments and even extreme environments such as deserts.

In Algeria, most of the actinomycete bacteria were isolated from fertile soils and deserts. As for marine
environments, the study on them is still under exploration. Through this study, marine actinomycetes were shed
light, as samples were obtained from Rachgoun Island in the state of Ain Temouchent. We isolated three strains
EM1, SM3, S4And to study it, specialized agricultural environments were used to isolate actinic bacteria from
marine samples. The isolated strains were characterized based on their morphological and physiological
characteristics. The sample-loaded disk method and the agar roller diffusion method were used to test
antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative strains. Antimicrobial activity was evaluated
using similar methods. The active compounds were extracted using the organic solvent ethyl acetate. Some strains
showed significant activity against Gram-positive bacteria such as Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis,
while they were ineffective against Gram-negative bacteria such as Escherichia coli. Extraction of active
compounds using ethyl acetate was found to be the most effective, showing the best antimicrobial activity

compared to other solvents, by previous studies.

Key-words: Actinomycete, antibiotic, resistance to antibiotics, Rachgoun Island, morphological and

physiological characteristics.
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Introduction

L'évolution microbienne et le transfert génétique entre les especes ont provoqué I'émergence de
nouveaux agents pathogénes et une augmentation des souches résistantes aux antibiotiques, ce qui

rend urgent la découverte de nouveaux agents thérapeutiques (Demain & Sanchez ,2009).

De plus, la recherche de nouveaux métabolites bioactifs est toujours stimulée par I'exigence de

traitements efficaces contre le cancer et les maladies infectieuses (Bérdy, 2005 ; Koehn, 2005).

Les actinomyceétes, bactéries a gram positif dont la plupart ont une structure mycélienne sont des
producteurs prodigieux de substances bioactives, parmi [’arsenal thérapeutique d’origine
microbienne 45% ont été isolées a partir de ce phylum (Bérdy, 2005), ces bactéries sont
représentées par le genre Streptomyces puisque c’est le plus prépondérant grace a son pouvoir a
synthétiser un large éventail d’anbiotiques avec pres de 80% des antibiotiques commercialisés a

leur actif (Aouiche et al, 2012).

Les antibiotiques jouent un réle crucial dans les stratégies thérapeutiques modernes. Depuis la
découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1929, ils ont éradiqué des infections causées
par des micro-organismes pathogeénes autrefois mortelles. (Wise, 2002).

Cependant, en raison de leur consommation excessive et inadéquate, plusieurs pathogénes

résistants a I’antibiothérapie ont été émergés (Okeke et al, 1999; Ventola, 2015).

Cette antibiorésistance a pris un grand ampleur dont plusieurs bactéries sont devenues résistantes
vis-a-vis plusieurs antibiotiques baptisées les bactéries multirésistantes (BMR) (Muller, 2018). Le
principal danger posé par les BMR est qu'elles peuvent provoquer des échecs thérapeutiques
(Muller, 2018). La multirésistantes concerne les agents pathogénes ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, et Enterobacter), qui représentent une menace mondiale pour la santé humaine. Ces
agents pathogénes peuvent provoquer des infections graves et difficiles a traiter, entrainant des

maladies prolongées et, parfois, un risque accru de décés (Quinn et al, 2020).

Les antibiotiques de synthése ont démontre leur efficacité thérapeutique en clinique, mais leur
synthése chimique, laborieuse et codteuse a incité la recherche de nouveaux antibiotiques d'origine
naturelle (Fair & Tor, 2014).

Depuis des millénaires, les étres humains utilisent des microorganismes (bactéries, levures, et

moisissures) pour fabriquer de nombreux produits. Ces microorganismes, omniprésents dans notre
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environnement, jouent un role essentiel dans notre vie et sont a l'origine du développement de la
biotechnologie. Parmi les microorganismes d'intérét biotechnologique figurent les actinomyceétes,
(Smaoui, 2010). Ces actinobactéries sont des microorganismes procaryotes distingués par un
pourcentage éleve de guanine-cytosine (supérieur a 55 %), ce qui les différencie des autres
bactéries. Phylogénétiqguement, elles forment une branche distincte et présentent une grande
diversité morphologique, allant des formes coccidé aux formes mycéliennes parfaites
(Goodfellow, 2012).

Les Actinomycétes sont les microorganismes les plus recherchés dans I'industrie pharmaceutique,
car ils synthétisent de nombreuses molécules utilisées en antibiothérapie. Leur isolement et I'étude de
leurs métabolites secondaires ont fait I'objet de nombreuses recherches (Genilloud, 2017). Ces
microorganismes ont été abondamment isolés a partir du sol et des zones rhizosphériques.
Cependant, l'isolement répété des mémes souches au fil des années a incité les chercheurs a explorer

de nouveaux écosystemes, y compris les environnements marins (Trenozhnikova & Azizan, 2018).

Au cours des 50 derniéres années, la bio-prospection des océans a dévoilé de nombreux composés
nouveaux en provenance d'actinomycetes marins. Parmi ces découvertes, on trouve le
salinosporamide A, produit par le genre Salinispora, I'abyssomycine C, un antibiotique polycyclique
isolé a partir du genre Verrucosispora, et la lajollamycine, un antibiotiqgue de lactame puissant
synthétisé par une souche appartenant au genre Streptomyces (Feling RH et al, 2003 ; Manam RR
et al, 2005 ; Riedlinge J et al, 2004).

L'actinobactériologie marine est récemment devenue I'un des principaux domaines de recherche
émergents a travers le monde (Sivakumar et al, 2007). Les actinobactéries marines se trouvent dans
les sédiments, dans l'eau, ainsi vivant en symbiose avec des vertébrés et invertébrés marins.
Cependant, leur origine a été contreversee depuis plusieurs années, des études antérieurs ont suggére
que les actinomyceétes marins ne sont qu’une forme terrestre transférée aux écosystémes marins via
leurs spores cette hypothése a été soutenue jusqu’a I’isolement du premier genre d’actinomycéte
marin dépendant des eaux marines appelé Salinispora (Larpent et Sanglier, 1989 ; Goodfellow et
Haynes, 1984 ; Bull et al, 2000)

Les océans couvrent 70 % de la surface terrestre et abritent une biodiversité riche, tant animale
que végétale. Au cours des derniéres décennies, de nombreux macro- et microorganismes marins ont

été étudiés pour enrichir l'arsenal thérapeutique et pour atténuer le probléme de résistance de
2
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certaines bactéries pathogénes aux antibiotiques couramment utilisés en cliniqgue (Ameen et al,

2021).

Les scientifiques ont commencé a découvrir les avantages des microorganismes marins lorsque
Giuseppe Brotzu a isolé pour la premiere fois un champignon marin, Cephalosporium acremonium
(aujourd'hui connu sous le nom d'Acremonium chrysogenum), a partir d'un échantillon d'eau de mer
en 1945. Ce champignon synthétise la céphalosporine (Abraham & Loder, 1972). Ensuite, en 1966,
Burkholder et ses collaborateurs ont isolé une molécule bioactive d'une souche marine de
Pseudomonas sp (Burkholder et al, 1966). Ces découvertes ont mis en évidence les propriétés
bactéricides des eaux marines et ont incité les scientifiques a explorer d'autres especes marines.
Parmi ces microorganismes, les cyanobactéries et les actinobactéries se sont réveélées
particulierement prolifiques, contribuant a la production de 256 composes biologiquement actifs
jusqu'en 2008 (Williams, 2009).

En Algérie, la majorité¢ des études sur I’isolement des actinomycétes se sont principalement
concentrées sur les zones telluriques fertiles ou sahariennes (sols et grottes) (Meklat et al, 2015 ;
Belyagoubi et al, 2018 ; Djinni et al, 2019). En ce qui concerne I’environnement marin, seules les
ressources hydriques continentales ont été explorées, en particulier quelques lacs et embouchures
(Benhadj et al, 2019 ; Djinni et al, 2019 ; Smati et al, 2019).Dans ce contexte, notre étude a été
menée. L'objectif principal était d'isoler des souches d'actinomycetes marins potentiellement
bioactifs et de caractériser chimiquement et leurs métabolites secondaires dotés de propriétés

antimicrobiennes (antibactériennes).

Le manuscrit est structuré selon le format classique IMRAD (Introduction, Méthodes, Résultats et
discussion) et se divise en quatre parties principales :

Premiere partie est une synthese bibliographique qui récapitule les pricipales études et recherches
réalisées sur les actinomyucetes et leur intérét biotechnologique

Deuxiéme partie c’est la partic expérimentale qui regroupe la méthodologie adoptée durant notre
investigation

Troisieme partie : Résultats et discussion : représentent les principaux résultats obtenus dans notre
recherche

Et a la fin de ce manuscrit une petite conclusion a été présentée et qui s’ouvre sur des perspectives



Syntheses Bibliographique
Chapitre 1 :

Géneralite sur les actinomycetes



Chapitre 1 : Généralité sur les actinomycetes

Géneralité sur les actinomycetes

1. Historique
En 1827, le nom Actinomyces a été accepté comme désignation d'un genre bactérien pour
deux raisons : d'abord, en raison de son orthographe distincte, et ensuite, parce qu'il n'a été utilisé

que par son auteur, Meyen.

Les actinomyceétes ont été isolés pour la premiére fois par Cohn en 1875 a partir de sources
humaines (Williams et al, 1984). Pendant longtemps, ils ont été considérés comme des
champignons (Mariat, 1962). L'histoire des actinomycétes se divise en cing grandes périodes :

« La premiere période, de 1877 a 1890, pourrait étre qualifiée de « période médicale », en
raison de l'intérét porté a ces microorganismes, principalement en raison de leurs
propriétés pathogénes supposées (Baldacci, 1962).

% La seconde période (1900-1919) est marquée par la découverte et I'étude des
actinomycetes du sol. En 1909, Orla-Jensen créa la famille des Actinomycetaceae, qui
comprenait initialement un seul genre, Actinomyces. Par la suite, de nombreuses especes
telluriques furent isolées et décrites. Les espéces composant le genre Actinomyces étant
trés diverses, certains auteurs commenceérent a scinder ce genre en plusieurs autres
(Messaoudi, 2013).

% La période suivante est marquée par la découverte des antibiotiques produits par les
actinomycetes. Elle débute en 1940 et est indissociablement liée au nom de Waksman,
notamment grace a la découverte de la streptomycine en 1944, produite par Streptomyces
griseus. Cette époqgue a entrainé une augmentation rapide du nombre d'especes décrites.

% Ainsi, la période suivante peut étre caractérisée par le développement des critéres
morphologiques et biochimiques pour la classification des Actinomycetes. Cette période
s'accompagne d'une meilleure compréhension de la physiologie de ces bactéries, de leur
importance dans la production de métabolites secondaires et de leur potentiel pour la
biodégradation de composes organiques.

< Enfin, depuis les années 1960, I'essor des meéthodes génétiques, initiées par Hopwood,
suivi par les avancées en génomique, a révolutionné la classification des espéces, ainsi que
les méthodes de découverte de métabolites secondaires et d'exploration du potentiel
biotechnologique de ces microorganismes (Belyagoubi, 2014).

2. les caracteres généraux des actinomycetes
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En étymologie, le terme Actinomycete provient des mots grecs Aktis, signifiant « rayon », et
Mykes, signifiant « champignon a rayons » ou « champignon rayonnant » (Harir, 2018).
Traditionnellement, les actinomyceétes étaient considérés comme un groupe intermédiaire entre les
bactéries et les champignons. Ils sont désormais classes parmi les organismes procaryotes

appartenant a I'ordre des Actinomycétales (Harir, 2018).

Ce sont des bactéries Gram positives chimio-organotrophes dont I'ADN contient plus de 50 %
de GC. (Tableau N°1). Elles forment des filaments ramifiés qui se développent dans la gélose,
créant un mycélium végétatif, et a la surface, un mycélium aérien. Ce dernier produit des conidies
ou conidiospores. La différenciation des spores, leur regroupement et la composition en sucre de
la paroi du mycélium constituent des critéres de classification des différents genres de ce groupe
(Larpent et Larpent Gourgaud, 1997) (Figure 1 et 2).

Tableau 1 : Pourcentage de GC (guanine-cytosine) des différents genres d’actinomycétes selon
Larpent et Sanglier (1989).

Genre G+C%
Mycobactéries 64-70
Actionmycetes 63-73

Nocardia 67-69.4
Streptomyces 69-76
Micromonospora 71.4-72

Actinoplanes 70.6-76
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) ) ) ] Figure 2 :I’aspect filamenteux des
Figure 1 : Observation microscopique actinomycétes.

des actinomycetes apres coloration de
Gram (Bourée et al,.2009).

+ Les actinomycetes sont des chimio-organotrophes qui exploitent une grande diversité de
sources d'énergie, y compris les polymeéres complexes (Aouar, 2012).

#+ Le diamétre des actinomycétes, compris entre 1 et 2 pum, est bien inférieur a celui des hyphes
fongiques, qui varie de 5 a 10 um (Theilleux, 1993).

+ Les actinobactéries sont généralement saprophytes, mais certaines, comme Streptomyces
scabies, sont pathogenes pour les plantes (Bouaziz, 2018).

#+ Le diametre de leur mycélium est environ un dixiéme de celui de la plupart des hyphes
fongiques, se situant généralement entre 0,7 et 0,8 um (Bouterfa & Ibessaine, 2022).

+ Les actinomycétes ne possedent pas de membrane nucléaire et ont des organites flagellaires
similaires a ceux des bactéries. La plupart sont sensibles aux Lysozymes et aux agents
antibactériens (Harir, 2010).

+ |ls se caractérisent par une croissance lente, avec un temps de génération moyen d'environ 2 a
3 heures (Messoudi, 2013).

#+ La sensibilité au chlorure de sodium et a certains agents chimiques, l'utilisation de sources de
carbone et d'azote, la dégradation de polymeres tels que I'amidon, la caséine et la gélatine,

ainsi que la production de mélanine (Zerizer, 2014).
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Figure 3 : la forme des actinomycetes (kateryna, 2018)

Les Actinomycétes possédent de nombreuses caractéristiqgues communes :

e Ils développent un réseau ramifié d’hyphes qui se développent a la surface et a I’intérieur
du substrat, formant un tapis dense appelé mycélium végétatif.

o Les hyphes qui poussent vers le haut forment le mycélium aérien (figure 4).

Mycébum aénen

IREN

s A

Surface d' agar

M

(‘ \
Mycékum du substrat

N
o

Figure 4 : Coupe transversale d'une colonie d'actinomycetes montrant des hyphes vivants (bleu-

A
A\

vert) et morts (blanc). Le mycélium végétatif et le mycélium aérien, avec des chaines de

conidiospores, sont représentés (Prescott et al., 2003).
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v' La plupart des actinomycetes ne sont pas mobiles ; lorsque la mobilité est présente, elle se
limite aux spores flagellées.

v/ La paroi des actinomycétes ne contient ni chitine ni cellulose, mais se compose d'une
glycoprotéine contenant de la lysine ou de l'acide diaminopimélique. Leur cytologie est
similaire a celle des bactéries (Lechevalier et Lechevalier, 1985).

v" Les spores d'actinomycetes se forment par septation des extrémites des filaments, généralement
en réponse a la chaleur. Elles résistent bien a la dessiccation, ce qui leur confére une grande
valeur adaptative.

v' Les actinomycetes préférent un pH neutre ou alcalin et sont généralement mésophiles. Certains
sont thermophiles, tolérant des températures avoisinant 50 °C et pouvant atteindre jusqu’a 60
°C (Omura, 1992).

3. Taxonomie et critere d’identification des actinomycétes

A Tlorigine, les méthodes classiques d'identification des actinobactéries reposaient sur des
observations morphologiques, la chimio taxonomie, ainsi que des critéres physiologiques et
moléculaires. Les observations morphologiques permettaient d'identifier une souche inconnue au
niveau du genre, notamment par la présence de mycélium aérien et de mycélium du substrat. Les
critéres chimio taxonomiques incluaient la détection des isomeres de I'acide diaminopimélique
(DAP), la détermination de la forme LL (Levo) des isoméres DAP ou de la forme Méso étant
généralement suffisante pour caractériser les groupes d'actinobactéries. Un large éventail de
caractéristiques physiologiques était également évalué, incluant le profil d'utilisation des glucides
et de l'azote, ainsi que la dégradation ou I'hydrolyse de nombreux substrats (Barka et al., 2016 ;
Amin et al., 2017).

L'identification des actinobactéries par des méthodes traditionnelles, basées sur les
caractéristiques phénotypiques, n'est pas aussi précise que les méthodes génotypiques. Les critéres
moléculaires ont été reconnus comme un outil puissant pour l'identification des actinobactéries
(Heuer et al., 1997 ; Busti et al., 2006).

3.1. Criteres morphologiques :

Les colonies formées par les actinomycetes présentent différents aspects macroscopiques sur

des milieux solides et peuvent étre regroupées en trois types : (Aouar, 2006)
e Colonies pateuses pouvant étre facilement détachées des milieux solides.

e Colonies poudreuses recouvertes d'hyphes aériens solidement attachés au milieu.
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e Colonies exemptes de mycélium de substrat, composées d'hyphes aériens attachés au

milieu par des crampons. (figure 4)

En culture liquide « sans agitation », les hyphes formés aprés la germination des spores
montent a la surface pour croitre en contact avec l'air. Cependant, en milieu liquide « avec
agitation », il n'y a ni formation de mycélium aérien ni production de spores. Les Streptomyces
initient la formation de filaments libres qui se ramifient et se regroupent pour former des agrégats
(pellets) (Aouar, 2012). La figure ci-dessous montre les différentes classes morphologiques de

filaments en culture liquide.

filament ibre non . P
recnifis
filarment raamifis E——

Armas de filameanis %
Figure 5 : schéma illustrant la morphologie de Streptomyces olindensis cultivé en milieu liquide
(Pamboukian et al., 2002).

Les caracteres morphologiques importants permettant de différencier les différents genres

d'Actinobactéries sont les suivants :
3.1.1. Caractéristiques culturales ou macromorphologiques:

Les caractéristiques culturales des actinobactéries sont déterminées par divers milieux de
culture. Cela inclut la notation de la production de mycélium aérien (MA) et de la présence de
mycélium du substrat (MS). Les couleurs du MA, du MS, ainsi que celles des pigments

9
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diffusibles, si présents, sont déterminées a l'aide d'une charte de couleurs (Shirling et Gottlieb,
1966 ; Bouras et al., 2008).

< Mycélium aérien :

Le mycélium aérien est I'nyphe que le mycélium du substrat développe jusqu'a un certain stade
et qui se développe dans l'air. Parfois, les hyphes aériens et le mycélium du substrat sont difficiles
a distinguer. Cette distinction peut étre facilitée par une préparation d'empreinte sur une lame de
couverture, observée au microscope optique en mode sec (Warwick et al., 1994). La formation
des hyphes aériens chez les Actinobactéries dépend des caractéristiques de I'espece, des conditions
nutritionnelles et des facteurs environnementaux. Le mycélium aérien de certains genres se
développe a un certain stade en une chaine de spores de forme supérieure, qui est un hyphe
reproducteur produisant des spores (Li et al., 2016b) (figure 6 a).

¢ Mycélium de Substrat:

Le mycélium du substrat, également appelé mycélium végétatif ou primaire, se développe dans
le milieu ou a sa surface. Sa fonction principale est I'absorption des nutriments nécessaires a la
croissance des actinobactéries. Les actinosynnémes se différencient en mycéliums de substrat avec
des hyphes a longues ramifications qui pénétrent dans la gélose, se développent et forment des

synnémes. Les mycéliums du substrat peuvent étre de diverses couleurs, y compris blanc, jaune,

orange, rouge, vert, et autres (Li et al., 2016). (Figure 6 b)

actinobactéries sur milieu agar a la caséine et a 'amidon

(Ranjani et al., 2016). Note : A. Mycélium aérien. B. Mycélium de substrat.

Les colonies formées par les Actinomycetes sur des milieux solides présentent des
caractéristiques distinctives. Elles résultent de I'accumulation d'hyphes ramifiés plutét que de

10
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cellules individuelles, contrairement aux colonies bactériennes. Ces colonies, d'un diametre de 1 a

4 mm, ont un aspect compact et sont souvent pigmentées en jaune, orangé, blanc, creme, violet,

rose, gris ou noir (figure 7) (Leclerc, 1977).

Figure 7 : La couleur des Actinomycetes sur milieu solide. (Leclerc, 1977).

3.1.2. Caracteres micromorphologiques :

Selon Boudjalal (2012), les critéeres micro-morphologiques importants sont :

La fragmentation ou non du mycélium du substrat (MS).

La présence de sporanges sur le mycélium aérien (MA) (Streptosporangium, Spirillospora,
etc.) ou sur le MS (Actinoplanes, Dactylosporangium, etc.), ainsi que la forme et la taille des
sporanges, le nombre de spores par sporange, et la longueur des sporangiophores.

La formation de spores sur le MA et/ou sur le MS, leur forme, leur taille, et leur agencement :
isolées (Micromonospora, Saccharomonospora), par deux (Microbispora), par quatre
(Microtetraspora), ou en chaines (Actinomadura, Streptomyces, etc.).

Le mode de sporulation : spores portées par des sporophores (Streptomyces, Actinomadura,
etc.) ou mycélium aérien se fragmentant de maniere anarchique en spores (Nocardiopsis,
Amycolatopsis, Saccharothrix, etc.).

La présence de spores mobiles (Spirillospora, Actinoplanes, etc.) ou non mobiles
(Streptomyces, Streptosporangium, Micromonospora, etc.).

L'ornementation de la surface des spores peut étre lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue.

La formation de structures particuliéres : synnemata (Actinosynnema), faux sporanges

(Kibdelosporangium), etc.

11
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La micromorphologie des principaux genres et quelques types de chaines de spores sont illustrés
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Figure 8. Micromorphologie des principaux genres d’actinomycétes (Sabaou, 1988). MA :
mycélium aérien ; MS : mycélium du substrat ; RF : Rectus-Flexibilis (chaines de spores droites a
flexueuses). RA : Retinaculum-Apertum (chaines en crochets ou en boucles). S : Spira (chaines
spiralées). S = sporophore. C. sp. : Chaines de spores. Sp.i. : spores isolées. Sp. m. spores mobiles.

SG : sporanges.
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Figure 9 : Micrographie montrant la production de spores en longues chaines. (A) Chaine de
spores rectiflexibles de Streptomyces actuosus U227, (B) Chaine de spores en boucle chez
Streptomyces vinaceus, (C) Chaine de spores en spirale chez Streptomyces sp. SF2587, (D) Chaine
de spores verticillées chez Streptomyces verticillus AT291, (E) Hyphes aériennes fragmentées de
Nocardia lucentensis IFO15854T.

3.2.  Criteres chimiques (chimiotaxonomie) :

Ces critéres incluent la détermination de la composition cellulaire en acides aminés pariétaux,
en glucides totaux, en phospholipides, en ménaquinones, en acides gras membranaires, ainsi qu'en

acides mycoliques pariétaux (Toumatia, 2015).

3.2.1.Constituants pariétaux :

Isomeéres de I’acide diaminopimélique et acides aminés :

La muréine, ou peptidoglycane, constitue un élément clé de la paroi des bactéries a Gram
positif, y compris les actinobactéries. L'analyse des acides aminés qui la composent est utilisée
pour déterminer les chimiotypes. Deux acides aminés sont d'une importance taxonomique cruciale
pour les actinobactéries mycéliennes : I'acide diaminopimélique (DAP), qui peut se présenter sous
deux formes, LL ou DL (méso) selon les genres, et la glycine, qui peut étre présente ou absente,
facilitent la formation de liaisons « pont » entre les sous-unités peptidiques de la muréine (Becker
et al., 1964 et 1965 ; Yamaguchi, 1965 ; Labeda et al., 1984). Chez certaines actinobactéries

13
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non mycéliennes, le DAP peut étre substitué par la lysine, I'ornithine ou I'acide diaminobutyrique
(Saker, 2015).

3.2.2. Composition cellulaire en sucres :

Les glucides de la paroi cellulaire permettent une classification en quatre principaux groupes.
Le profil de sucres A (arabinose + galactose) est spécifique aux genres Nocardia et
Saccharopolyspora. Le spectre glucidique B (madurose) est trouve chez les genres Actinomadura
et Streptosporangium. Les Streptomyces et des genres similaires ne produisent aucun glucide en
O,

Thermoactinomyces. La présence de xylose et d'arabinose (spectre D) est typique des Actinoplanes

(spectre tout comme les Thermomonospora et

quantité caracteristique genres

et du genre Micromonospora (Lechevalier et Lechevalier, 1970). La figure 10 illustre une clé

d'identification basée sur la composition cellulaire en acides aminés et en sucres.

LLDAP + glycine DL DAP Ormnithine  Lysine DAB+  Ornithine
l + Lysine Glycine
' ' ! ' o
M +Glycine  + Madurose Pas desucres  + Rhamnose  + Arabinose
Pas de sucres  +Arabinose caractéristiques  + Galactose  + Galactose
caractéristiques +Xylose \ l ! l
I L -
v v v v v r
[
' Type Type || Type Type Type Type || Type | Tipe Type | Type
J f r il
Le | mB Hic HIE INA v 1 VI Vil Vil
Streptomyces Actinomadura I Saccharothrix Il crnonyces L gromyces I
Micromonospora Nocardiopsis Actinopolyspora Oerskovia Cellulomonas

Figure 10 : Types chimiotypiques observés chez les Actinobactéries. Note : + indique la présence,

Gly : glycine, DAP : acide diaminopimélique, DAB : acide diaminobutyrique.

o Les catégories I, 11, 11l et IV sont définies par Becker et al. (1965), Yamaguchi (1965) et
Lechevalier et Lechevalier (1970), en se basant sur la forme LL ou DL de I’acide
diaminopimélique et la présence ou absence de glycine.

o Les catégories A, B, C, D et E sont définies par Lechevalier et Lechevalier (1970), Labeda
et al. (1989) et Stackebrandt et al. (1994), en se basant sur la présence ou absence des

sucres mentionnés.
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3.2.3. Constituants membranaires et pariétaux (Lipides) :

Pour identifier certains genres d'actinobactéries, la composition en acides aminés et en sucres
peut s'averer insuffisante. L'analyse des lipides est également cruciale, tout comme le type de paroi
cellulaire, et fournit des informations précieuses pour la classification et [l'identification
microbienne. Les lipides taxonomiquement importants se répartissent en trois groupes : les lipides
a partie polaire (phospholipides), les ménaquinones, les acides gras, et parfois les acides
mycoliques (Lechevalier et Lechevalier, 1980 ; Collin et al., 1977). Les lipides

taxonomiquement significatifs incluent les suivants :
3.2.3.1. Phospholipides

La composition en phospholipides de la membrane est I'un des critéres les plus significatifs.
Elle permet de distinguer les différents genres ayant le méme chimiotype. En se basant sur cette
composition, les actinobactéries ont été classées en cing types de phospholipides : Pl a PV
(Lechevalier et al., 1977) (Tableau 2).

Tableau 2 : Types de phospholipides membranaires présents chez les actinobactéries
(Lechevalier et al., 1977)

Type de PE PC PG PGI Exemples
phospholipides

Pl - - - VvV Actinomadura.
Pl + - - + Streptomyces,

Pseudonocardia.

Pl - + - VvV Nocardiopsis,
Amycolatopsis.
PIV + - + - Nocardia,
Nonomuraea.
PV - - + + Oerskovia

Note : PE : phosphatidyléthanolamine, PC : phosphatidylcholine, PG : phospholipides contenant la
glucosamine, PGLY : phosphatidylglycerol, V : variable :(+/-).

3.2.3.2. Acides gras :
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Les acides gras les plus courants chez les actinobactéries appartiennent soit au groupe des
molécules comportant de 12 a 20 atomes de carbone, soit au groupe des acides mycoliques avec
20 a 90 atomes de carbone. La présence d'acides mycoliques est caractéristique de genres comme
Nocardia, Mycobacterium, et Rhodococcus (Larpent et Larpent Gourgaud, 1985). La
composition membranaire en acides gras constitue également une donnée complémentaire
permettant, dans certaines situations, de distinguer certains genres entre eux. Cette analyse est
obligatoire lors de la description de nouvelles espéces (Minnikin et al., 1984 ; Kroppenstedt et
al., 1990).

3.2.3.3. Ménaquinones :

Elles sont catégorisées selon le nombre d'unités isoprénes et le degré de saturation de la chaine
(Collins et al., 1980). La variation dans la longueur et le degré de saturation de la chaine latérale
des ménaquinones leur confere une signification particuliére en chimiotaxonomie. Par exemple, la
ménaquinon MK-10 (H2), présente chez Nocardiopsis, contient dix unités isoprénes avec deux

d'entre elles hydrogénées.

e
th

i

L it “Yf;:;t",n‘_m,;
Noyau naphtoquinone

Figure 11 : Schema représentant la structure générale des ménaquinones (Rodriguez Concepcion
et Boronat, 2013).

3.2.3.4. Acides mycoliques :

Les acides mycoliques sont des acides gras 2-alkyl 3-hydroxy de haut poids moléculaire a
longue chaine (pouvant aller jusqu'a 90 atomes de carbone) présents chez des genres tels que
Corynebacterium, Dietzia, Gordona, Myobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Turicella et
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Tsukumurella (Ruimy et al., 1995). La détection des acides mycoliques permet de restreindre
considérablement les possibilités de classification (Wang et Jiang, 2016).

Ces acides sont particulierement importants pour différencier certaines actinobactéries ayant le
chimiotype IVA (Mordarska et al., 1972), telles que le genre Nocardia qui en possede de 46 a 64
atomes de carbone (Goodfellow et al., 2012).

3.3.  Critere physiologique et taxonomie numérique

Les tests physiologiques utilisés comprennent la dégradation de divers composés organiques
tels que les glucides, les lipides, les protéines, les polymeres complexes, les stéroides, entre autres.
IIs incluent également des tests de résistance a divers agents chimiques comme les antibiotiques,
ainsi que la tolérance au pH, a la température et a la salinité. Cependant, la grande quantité de tests
physiologiques rend souvent les résultats difficiles a exploiter. C'est pourquoi les systématiciens
ont longtemps appliqué la taxonomie numérique aux actinobactéries (Goodfellow et al., 1990).
Cette approche a permis d'apporter plus de clarté dans la reconnaissance des espéces, avec des
résultats particulierement remarquables pour le genre Streptomyces. En effet, le nombre d'espéces
initialement estimé a 463 a éeté réduit a 142 (Williams et al., 1989).

3.3.1. L’oxygene
Les actinomycétes peuvent étre divisés en deux groupes selon leurs types respiratoires :

- Formes fermentatives anaérobies : Ces bactéries, exemplifiées par le genre type Actinomyces,
sont des commensales obligatoires présentes dans les cavités naturelles de ’homme et des

animaux supérieurs. Elles font partie de la flore de Veillons (Avril et al., 1992).

- Formes oxydatives aérobies : Comprenant les Streptomyces, ces bactéries sont abondantes dans

la nature, en particulier dans le sol (Avril et al., 1992)
3.3.2. Le pH

La majorité des actinomycetes sont des bactéries neutrophiles, présentant une croissance
optimale dans un intervalle de pH de 7 a 8.Cependant, certaines souches acidophiles, comme le
genre Streptacidiphilus, peuvent croitre a des valeurs de pH inférieures a 4 (McKinney, 2004;
Wang et al., 2006).
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3.3.3. La température

La température optimale de croissance pour la plupart des actinomycetes se situe entre 25 et
30°C. Les especes thermophiles, en revanche, peuvent croitre a des températures comprises entre
55 et 65°C (Rangaswami et al., 2004).

3.3.4. L’activité de I’eau (Aw)

La germination des spores de la plupart des actinomyceétes peut se produire a des valeurs
d’activité de 1’eau (Aw) supérieures ou ¢gales a 0,67. L'activit¢é de l'eau optimale pour la

croissance et le développement des actinomycetes est de 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005).
3.3.5. Tolérance au NacCl
Les microorganismes peuvent étre divisés en deux groupes selon leurs exigences en NaCl :

- Halophiles : Ces bactéries nécessitent du sel (NaCl) pour leur croissance. La concentration peut
varier de 1 a 6 % (P/V) pour les halophiles modérés, et de 15 a 30 % pour les halophiles extrémes.
(Messaoudi, 2012)

- Halotolérants : Ces bactéries tolérent des concentrations modérées de sel mais ne nécessitent

pas obligatoirement du NaCl pour leur croissance. On distingue : (référence)
- Les legerement tolérants (tolerent de 6 a 8 % de NaCl (P/V))
- Les modérément tolérants (tolérent de 18 a 20 % de NaCl (P/V))

- Les extrémement tolérants peuvent se développer dans des conditions allant de 0 % a une

saturation en NaCl (Nanjani, 2011).
3.4. Critéres moléculaire

Depuis I'avénement de la biologie moléculaire au début des années 1980, les tests de routine
sont progressivement remplacés par des techniques moléculaires avancées. Grace a la biologie
moléeculaire, plusieurs alternatives sont deésormais disponibles en quelques jours seulement,
comparé a plusieurs semaines avec les méthodes traditionnelles. Parmi les principales techniques

moléculaires utilisées en taxonomie, on trouve l'analyse des séquences d’ADN codant pour I'ARN
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ribosomique 16 S (ADNr 16 S), I'nybridation ADN-ADN, la détermination du pourcentage de
guanine-cytosine (GC %), ainsi que I'analyse des séquences de protéines ribosomiques. La fiabilité
et la rapidité d'exécution de ces techniques ont permis une révision approfondie de la phylogénie
des actinobactéries (Stackebrandt et al., 1997 ; Rheims et al., 1999).

3.4.1. Analyse des séquences du geéne codant pour ’ARN ribosomique 16S :

Woese et Fox (1977) ont mis en avant la théorie neutraliste de I'évolution, soulignant que
I'évolution suit un rythme presque indépendant des changements phénotypiques. Dans ce contexte,
il est possible de construire un arbre phylogénétique en utilisant des méthodes mathématiques et
en respectant certaines régles. Woese (1987) a choisi I'ARNr 16 S comme outil pour la

classification phylogénétique et l'identification bactérienne pour plusieurs raisons :

o Saprésence est universelle chez tous les organismes procaryotes

« Sa séquence alterne entre des domaines a évolution rapide et d'autres tres conserves, ce qui
permet la comparaison entre des espéces trés proches et trés éloignées.

o |l a évolué lentement au fil du temps, probablement en raison de son réle physiologique
crucial chez les bactéries.

o Il n'est pas sujet aux transferts latéraux.

o Il est plus utilisé que le gene codant pour PARNr 5 S et 23 S en raison de sa taille
moyenne et de sa structure secondaire moins marquée. Sa séquence est suffisamment

longue pour permettre des comparaisons statistiquement significatives (Saker, 2015).
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Figure 12 : Organisation du géne codant pour I’ARNr 168S. (Stackebrandt et al., 1983)
3.4.2 Hybridation ADN-ADN et détermination du pourcentage de guanine-cytosine :
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L'hybridation ADN-ADN est une méthode cruciale pour identifier de nouvelles espéces.
Typiquement, elle est utilisée lorsque les souches présentent une similarité de séquence génétique
de I'ARNr 16 S supérieure a 97 %. Si une nouvelle souche montre un degré élevée de similitude
avec plusieurs especes connues, une hybridation ADN-ADN (DDH) doit étre réalisée avec toutes
les souches pertinentes pour confirmer la distinction suffisante et justifier la classification en tant
que nouveau taxon. En 1987, le Comité international de bactériologie systématique (ICSB) a
établi que si la valeur de DDH est supérieure a 70 % ou si la différence de température de fusion
de la chaine hybride est inférieure a 2 °C, les souches doivent étre considérées comme appartenant

a la méme espéce (Xiu et al., 2016).

Chez les bactéries, le pourcentage de guanine et de cytosine (G+C) varie généralement entre 25
et 78 %. La détermination précise de ce pourcentage est essentielle pour I'espéce type d'un
nouveau genre, mais devient facultative si I'espéce appartient a un genre déja décrit (Euzéby,
2002). Les actinobactéries se caractérisent par un taux élevé de G+C, typiquement supérieur a 5 %
(Prescott et al., 2010). Ce critére a permis de distinguer la lignée des actinobactéries des autres
bactéries a Gram positif comme les Bacillaceae et les Lactobacillaceae, qui ont un taux de G+C
inférieur a 55 %. Des bactéries non mycéliennes comme Corynebacterium, Cellulomonas,
Arthrobacter et méme Micrococcus sont incluses dans la lignée phylogénétique des
Actinobactéries (Garrity et al., 2004). Le Manuel de (Bergey de 2012), en utilisant la phylogénie
et les signatures des nucléotides, a subdivisé l'ordre des Actinomycétales en plusieurs ordres

distincts.
4. Milieux de culture des actinomycetes

La composition d'un milieu de culture doit favoriser la croissance bactérienne en répondant aux
besoins nutritionnels des bactéries. Les meilleurs milieux de culture pour l'isolement des
actinomyecetes contiennent généralement de I'amidon, du glycérol ou de la chitine comme source
de carbone, ainsi que de la caséine, de l'asparagine ou de l'arginine comme source d'azote
organique (Burman, 1973 ; Williams et al., 1993 ; Hilali et al., 2002).

Pour l'isolement des Actinomycétes, des antibiotiques sont ajoutés aux milieux sélectifs pour
inhiber la croissance de certains germes indésirables. Les antibiotiques les plus couramment
utilisés sont : la nystatine, le cycloheximide (Actidione), la pimaricine et I'amphotéricine B pour
I'inhibition des champignons ; ainsi que la polymyxine, la novobiocine, I'acide nalidixique et la

colistine pour stopper les bactéries Gram négatives (Nonomura et Hayakawa, 1988 ; Larpent et
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Larpent, 1990 ; Takizawa et al., 1993 ; Kurtboke et Wildman, 1998). L'incubation se fait
généralement & une température de 28 ou 30 °C, ce qui favorise le développement des

actinomycetes (Burman, 1973).
5. Classification

Selon le Bergey’s Manual (2012), les actinomycetes sont classes dans le domaine Bacteria et
dans le phylum des Actinobacteria, subdivisé en 6 classes, parmi lesquelles celle des
Actinobacteria. Cette classe est a son tour divisée en 15 ordres. Parmi eux, les plus importants sont

ceux des Actinomycetales et des Streptomycetes (voir tableau 3) (Goodfellow et al., 2012).

Tableau 3 : Classification des actinomycetes selon le "Bergey’s Manual de Systématique

Bactériologique' (2012)

DOMAINE BACTERIA
PHYLUM Actinobacteria
CLASSE Nitrilirupt ~ Acidimicrobii  Actinobacteria  Rubrobacte Coriobact Thermoleophilia
oria a ria eria
ORDRE Actinomycétale
S
Streptomycetal
es
plus les 13
Ordres.
FAMILLE | Actinomyc Streptomycetace
etaceae ae
GENRE - Streptomyces
Actinomyc plus les 2 autres
es plus les genres
6 autres
genres
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6. Ecologie et distribution des actinomycetes dans la nature

Les Actinomycetes sont largement

répandus et se trouvent dans une multitude

d'environnements naturels et artificiels. lls colonisent divers habitats tels que le sol, l'air, I'eau

douce, les océans, ainsi que des substrats varies comme les engrais, les residus végétaux

compostés et les produits alimentaires (Tableau 4) (Kumar et al., 2003).

Tableau 4 : Habitats de certains actinomycetes (Grigorova et Norris, 1990).

Actinomycetes

Actinoplanes

Frankia

Micromonospora

Nocardia amarae

Rhodococcus coprophilus

Saccharopolyspora rectivirgula
Streptomyces

Thermoactinomyces

6.1. Les actinomycetes de sol

Habitats
L'eau douce, la litiere végétale, le sol.

Les nodules racinaires des non légumineux.

L'eau douce, les sédiments, les sols humides.

Les boues activées.

déjections animales, I'eau, le sol.

Moisi du foin
Le sol, la litiere végétale, l'eau.

Le compost.

Le sol joue un role crucial dans les interactions biologiques, en tant gu'habitat pour la

végétation et la faune, et en tant que réservoir majeur de divers produits chimiques, organiques et

inorganiques, émis intentionnellement ou accidentellement par les humains. L'environnement du

sol est principalement constitué d'une phase solide composée de minéraux inorganiques, de

matiére vegétale et animale en décomposition, ainsi que d'une riche diversité de micro-organismes

et de leurs métabolites (Stotzky, 1986).

Parmi les micro-organismes du sol, les actinomycetes occupent une place importante, bien que

moins dominante que les bactéries et plus significative que les champignons. lls représentent
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généralement de 10 a 50 % de la communauté microbienne totale, mesurée par des méthodes telles
que [I'électrodéposition, dans les sols cultivés et non cultivés. Leur abondance varie
considérablement selon les types de sol, allant de 105 a 106 cellules par gramme dans les zones

tempérees.

En Antarctique, dans les tourbiéres acides et les sédiments d'eaux diverses, les actinomycétes
sont peu nombreux. Leur présence est maximale dans les couches superficielles du sol et diminue
avec la profondeur. Dans les sols secs et alcalins, leur abondance relative est plus élevée. Les
espéces les plus courantes d'actinomycétes dans le sol incluent Streptomyces, qui peut constituer
plus de deux tiers des colonies observées sur des plaques de dilution, suivis par Nocardia,
représentant jusqu'a un tiers, et Micromonospora, atteignant environ 5 % (Alexander, 1961).
Lechevalier et Lechevalier (1967) ont isolé environ 5000 actinomycetes a partir de 16 types de

sols différents, dont plus de 95 % étaient des Streptomyces.

Tableau 5 : Répartition des différents genres d’actinomycétes dans le sol (Selon Lechevalier et
Lechevalier, 1967).

Genre Pourcentage
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,4
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporangium 0,10
Actinomadura 0,10
Micropolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04
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Les cendres volcaniques et les riziéres sont des types de sols caractéristiques du Japon. Les
actinomycetes étaient nombreux (80 x 10”5 g”-1) dans les sols cultivés de cendre volcanique de
montagne et moins abondants dans les rizieres (26 x 1075 g”-1). Leur présence était moindre dans

les sols vierges par rapport aux sols cultivés (Kumar et al., 2003).
6.2. Actinomycétes dans les sols de rhizospheres de plantes

La plupart des actinomycétes sont présents dans divers types de sols tels que les champs
agricoles, les foréts tropicales et les grottes naturelles (Gomes et al., 2000 ; Nakaew et al., 2009).
Certains Actinomycetes se trouvent également dans la rhizosphere du sol. Le terme « rhizosphére
», introduit par Martin et Kemp pour la premiere fois (Hiltner, 1904), désigne la zone du sol
entourant les racines des plantes. Dans cette zone, la densité des actinomyceétes est plus élevée que
dans les sols dépourvus de racines (sols en vrac) (Lynch, 1990).Cette différence est due a la
sécrétion de petits composés organiques par les racines sous forme d’exsudats, qui fournissent
nutriments et sources d’énergie pour la croissance microbienne (Soderberg et Baath, 1998). Il est
bien connu que les exsudats contiennent des acides organiques, des acides aminés, des acides gras,
des vitamines et des monomeéres de glucides. La composition et la quantité des exsudats racinaires
varient selon les especes végétales et les conditions abiotiques telles que la température et
I'humidité du sol (Martin et Kemp, 1980). La flore microbienne de la rhizosphere comprend
principalement des bactéries, des champignons et des actinomycétes. Les interactions entre les
micro-organismes procaryotes et les racines des plantes peuvent avoir des effets bénéfiques,
nuisibles ou neutres sur la plante, selon le type d'interaction symbiotique et les conditions du sol
(Smith et Read, 1997).

6.3. Les actinomycétes du compost et matériel relatif

Les microbes mésophiles, y compris les actinomycetes, décomposent les substrats riches en
nutriments et generent une température plus élevée, créant des conditions idéales pour la
croissance rapide des actinomycétes thermophiles. Des genres comme Thermoactinomyces,
Saccharomonospora, Micropolyspora, Pseudonocardia, Streptomyces et Thermonospora ont été
isolés de substrats auto-chauffés. Les espéces de Thermomonospora se développent
particulierement bien durant la deuxieme phase de préparation de l'engrais pour la culture de
champignons, tandis que Streptomyces diastaticus et Thermoactinomyces vulgaris predominent

dans le compost cuit a la vapeur et ses poussiéeres (Kumar et al., 2003).

24



Chapitre 1 : Généralité sur les actinomycetes

6.4. Les actinomycétes de I’air :

Les actinomycétes peuvent étre detectés dans l'air a l'aide de méthodes de piégeage et
d'échantillonnage appropriées. Leur diffusion aéroportée est principalement liée a la quantité de
poussiére a laquelle les spores et les fragments mycéliens s'accrochent. Toute action qui perturbe
le sol sec, comme les premiéres gouttes de pluie, projette des particules de sol dans lair,

augmentant ainsi le nombre de Streptomyces préesents dans l'air (Kumar et al., 2003).
6.5. Les actinomycétes aquatiques
6.5.1. Les actinomyceétes des eaux douces

Les actinomycétes sont largement présents dans les environnements aquatiques, mais cela ne
prouve pas qu'ils font partie de la flore microbienne indigene. L'occurrence et lI'importance des
actinomycetes dans l'eau douce ont été étudiées par plusieurs chercheurs (Erikson, 1941 ;
Burman, 1973 ; Rowbotham et Cross, 1977 ; Makkar et Cross, 1982). Les genres
d'actinomycetes couramment trouvés dans I'eau douce incluent Actinoplanes, Micromonospora,
Nocardia, Streptomyces, Rhodococcus et Thermoactinomyces (Williams et al., 1983). Les
Actinomycetes sont généralement plus nombreux dans les cours d'eau et les riviéres que dans les
lacs et les réservoirs. Streptomyces et Micromonospora sont souvent plus abondants dans les
rivieres, probablement en raison de la concentration de spores hydrophobes et d'hyphes a

I'interface de I'eau et de l'air.

Les actinomycetes peuvent rendre I'eau potable désagréable en développant des golts et des
odeurs terreux ou moisis. Gerber (1979) a étudié la chimie et la distribution des composés volatils
et a conclu que la géosmine, le trans-1,10-diméthyl-9-trans-decalol et le méthylisobornéol se

produisent fréeqguemment.
6.5.2. Les actinomycétes marins

Certaines souches d’actinomycétes ont été retrouvées dans des environnements marins (Singh
et al., 2006 ; Imada et al., 2007), notamment dans des sédiments situés a plus de 4000 metres de
profondeur (Khattabi et al., 2002). lls sont également présents dans les fonds fluviaux et
lacustres. La colonisation normale du milieu marin est un point controversé : certains affirment
qu'il existe une flore spécifique d'actinomycetes dans les sédiments marins, caractérisée par sa

barotolérance, son halophilie et une faible température optimale ; d'autres pensent que les
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actinomycetes isolés de ces milieux sont des souches terricoles adaptées a la salinité marine
(Larpent et Sanglier, 1989). On trouve également des actinomycetes dans les lacs extrémement
alcalins et les lacs salés, mais ils semblent absents des eaux minieres tres acides (pH <1) et des

sources thermales trés chaudes d’origine volcanique (Lechevalier, 1981).
6.5.3. Importance des actinobactéries marines

Bien que quelques espéces d'actinobactéries soient pathogénes, la majorité d'entre elles est
extrémement utile. Leur diversité métabolique et leur diversite écologique exceptionnelles en font
des producteurs potentiels de nombreuses molécules aux propriétés variees, intéressantes dans
plusieurs domaines tels que la médecine, la vétérinaire et l'industrie (Peczynska-Czoch et
Mordarski, 1988 ; Sanglier et al., 1993).

6.5.4. Role des actinobactéries dans le milieu marin

Les actinobactéries jouent un role important dans I'environnement marin. La dégradation et la
transformation de divers matériaux dans cet environnement sont des processus continus grace a
I'action d'une variété de microorganismes, y compris les actinobactéries. On discute que
l'augmentation ou la diminution de certaines enzymes produites par ces microorganismes peut

indiquer la concentration du substrat naturel et les conditions environnementales (Das, 2006).

Les actinobactéries contribuent également a la décomposition et au recyclage des composés
organiques (Weyland, 1969) et méme a la dégradation de polyméres complexes tels que les

polysaccharides, la chitine, les lignocelluloses, les mycotoxines et bien d'autres substrats.

7. Cycle de développement des actinomycetes

Le cycle de développement de Streptomyces commence par la germination des spores, donnant
naissance a un mycélium primaire composé d'’hyphes non séptés et plurinucléés, ancré dans le
milieu solide (étape 0-1). A partir de ce mycélium primaire se développe un mycélium aérien
(étape 2-3), qui se spiralise par la suite (étape 4-5). Le mycélium végétatif produit des sporophores
qui s'étendent verticalement au-dessus de la colonie. Les extrémités des hyphes aériens se
cloisonnent et se différencient (étape 6), formant des chaines de spores uninucleées (étape 7),

entamant ainsi un nouveau cycle (Flardh et Bruttner, 2009).
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Figure 13 : Cycle de développement de Streptomycétes (Maguelez et al., 2000).
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Geéneralité sur les antibiotiques

1. Origine des antibiotiques

. Le terme « antibiotique » a été utilisé pour la premiere fois en 1942 par Waksman, qui le
définissait comme une substance chimiquement pure produite par des microorganismes,
capable d'inhiber la croissance ou de détruire des bactéries ou certains autres
microorganismes en solution diluée, in vitro ou in vivo (Simon et Meunier, 1970). A
I'origine, le mot antibiotique désignait tout produit microbien inhibant ou tuant des
microorganismes a tres faibles concentrations. Aujourd'hui, il inclut également toute
substance synthétique ou semi-synthétique dotée de ces propriétés (Singleton, 1994). Les
actinobactéries sont les principaux fournisseurs de substances bioactives, représentant 45
% de ces molécules d'origine microbienne, soit environ 10 100 composés (Berdy, 2005 ;
Solecka et al., 2012).

. L’antibiothérapie, ou chimiothérapie antibactérienne, est un traitement par antibiotique a
des fins curatives ou préventives (prophylactiques). Il s'agit le plus souvent d'une
monothérapie, mais peut parfois inclure une bithérapie ou méme une trithérapie, comme
dans le cas du traitement de la tuberculose (Denyer et al., 2004). Les antibiotiques

peuvent étre obtenus par des voies :

> Naturelles : issus de microorganismes, la majorité¢ des antibiotiques d’origine naturelle
commercialisés sont produits par les actinomycétes, comme la streptomycine.

» Semi-synthétiques : ce sont des molécules d’origine naturelle modifiées par 1’addition de

groupes chimiques supplémentaires pour les rendre moins sensibles a ’inactivation par les
microorganismes. De plus, beaucoup d’antibiotiques semi-Synthétiques présentent un
spectre d’activité plus large que la molécule d’origine, tels que la pénicilline V et la

méthicilline (Willey et al., 2008).
2. Définition

Basé sur I’étymologie du mot « antimicrobien » (du grec anti : contre, mikros : petit et bios :
vie), ce terme désigne toute substance capable d’agir contre la vie des microorganismes. Le terme
« antibiotique » (du grec anti : contre, biotikos : concernant la vie) a été utilisé pour la premiére
fois en 1889 pour décrire une substance synthétisée par un organisme pour en détruire un autre.
Plus tard, il a été précisé comme une substance chimique produite par un microorganisme, capable

en solution diluée d’inhiber sélectivement la croissance ou méme de détruire d’autres
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microorganismes. Les composés utilisés a des fins thérapeutiques pour traiter les maladies
bactériennes chez I’homme et les animaux sont fréquemment appelés antibiotiques par les

professionnels de la santé et les profanes (Muylaert et Mainil, 2012).

Les antibiotiques sont des médicaments spécifiques, car ils ciblent les bactéries présentes chez
le patient traité. Leur utilisation conduit a une réduction globale de leur efficacité au fil du temps
en raison de la capacité d’adaptation des bactéries. Pour réduire leur utilisation, il est nécessaire de
diminuer les prescriptions inappropriées et de développer une prescription vétérinaire raisonnée.
Comprendre les mécanismes de résistance aux antibiotiques, les surveiller et communiquer sur la
réduction de leur usage nous permettront de continuer a les utiliser efficacement pour sauver des

vies a I’avenir (Sanders, 2011).

3. Classification

Les antibiotiques sont regroupés en familles distinctes (Tableau 6) basées sur leur structure
chimique et leurs modes d'action. Actuellement, il existe huit de ces familles, plus les sulfamides.
Chaque famille regroupe des substances ayant des mécanismes d'action et des spectres d'activité
similaires. Par exemple, les [B-lactamines, qui incluent la pénicilline et des antibiotiques
apparentés, ciblent toute la paroi bactérienne, mais uniquement chez certaines especes
bactériennes (Khalil, 2016). D'autres familles inhibent la synthése des protéines ou régulent les
transferts d'eau et d'électrolytes. Les sulfamides, quant a eux, sont des analogues structuraux d'un

métabolite intermédiaire, remplacant ce dernier dans une réaction biochimique (Khalil, 2016).

Tableau 6 : Classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Berdy et al., 1987).

Familles Sous-familles Exemples
d’antibiotiques
1 Glucides et Glucides purs Nojirimycine.
apparentés Aminoglycosides Streptomycine, gentamicine,
kanamycine.

G-Glycosides et Vancomycine, streptothricine.

Nglycosides
Glycolipides Moenomycine.
2 Lactones Macrolides Spiramycine, érythromycine.
macrocycliques Polyenes Amphotéricine, nystatine,
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candicidine.
Macrotétrolides Tetranactine, nonactine.
Macrolactames Rifamycine.
3 Quinones et Polycycliques Tétracyclines.
apparentés accolés linéairement
Dérivés Anthracyclines.
naphtoquinoniques
Dérivés Mitomycine.
benzoquinoniques
4 Acides aminés et Dérivés d’acides Cyclosérine, pénicilline,
peptides aminés nocardicine
Homopeptides Bacitracine, cyclosporine.
Hétéropeptides Aculéacine.
Peptolides Valinomycine.
5 Hétérocycles a azote = Hétérocycles non | Caerulomycine, mildiomycine.
accolés
Hétérocycles Phénazines, herbicidine.
accolés
6 Hétérocycles a Polyéthers Monensine, nigeéricine.
oxygene
7 Composés Dérivés du Cycloheximide.
alicycliques cycloalcane
Terpenes Acide marasmique.
8 Aromatiques Dérivés Chloramphénicol.
benzéniques
Aromatiques Griséofulvine.
accolés
Composés non Fusariocine.
benzéniques
9 Aliphatiques Dérivés des alcanes Elaiomycine
Dérivés d’acides Cérulénine

carboxyliques

Composés

31

Fosfomycine.



Chapitre 2 : Généralité sur les antibiotiques

contenant du
phosphore ou du

soufre

4, Mode d’action des antibiotiques

Le mode d’action d’un antibiotique est li¢ a sa structure chimique. En général, chaque classe
d’antibiotiques correspond a un site d’action spécifique dans la cellule microbienne, qui peut étre
la paroi cellulaire, la membrane plasmique, les ribosomes ou les composants génétiques (Driche,
2010).
L’image suivante illustre les principaux mécanismes d’action des antibiotiques (Figure 13).

» Inhibiteurs de la synthése de la paroi cellulaire:

Les antibiotiques qui inhibent la biosynthése de la paroi cellulaire chez les bactéries étaient
connus bien avant que la biochimie des processus impliqués ne soit complétement élucidée deés
1962 (Han et al., 1992). Les cellules bactériennes sont entourées d'une paroi cellulaire en
peptidoglycane, composée de longs polymeres de sucre. Le peptidoglycane subit une réticulation
des brins de glycane par I'action des transglycosidases, et les chaines peptidiques, s'étendant des
sucres dans les polymeéres, forment des réticulations entre les peptides. La partie D-alanyl-alanine
de la chaine peptidique est réticulée par des résidus de glycine en présence de protéines de liaison
a la pénicilline (PBP). Cette réticulation renforce la paroi cellulaire. Les [-lactamines et les
glycopeptides inhibent la synthése de la paroi cellulaire (Kapoor et al., 2017).

» Inhibiteurs de la synthese protéique:

La biosynthese des protéines est catalysée par les ribosomes et les facteurs cytoplasmiques. Le
ribosome bactérien 70 S est constitué de deux sous-unités ribonucléoprotéiques : les sous-unités
30 S et 50 S. Les antimicrobiens inhibent la biosynthése des protéines en ciblant soit la sous-unité
30 S, soit la sous-unité 50 S du ribosome bactérien (Kapoor et al., 2017).

» Inhibiteurs de la synthése des acides nucléiques:

Les fluoroguinolones (FQ) inhibent I'enzyme bactérienne ADN grasse, qui coupe I'ADN double
brin, introduit des supercoils négatifs, puis resserre les extrémités coupées. Ce processus est
essentiel pour prévenir une surfusion positive excessive des brins lorsqu'ils se séparent pour

permettre la réplication ou la transcription (Kapoor et al., 2017).
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» Inhibiteurs de la vois métaboliques:

Chacun de ces médicaments inhibe des étapes distinctes du métabolisme de I'acide Folique.
Une combinaison de sulfamides et de triméthoprime, agissant a différentes étapes de la méme voie
biosynthétique, montre une synergie et réduit le taux de mutation pour la résistance (Yoneyama et
al., 2006). Les sulfamides inhibent la dihydroptéroate synthese de maniere compétitive, avec une
affinité plus élevée pour I'enzyme que le substrat naturel, l'acide p-aminobenzoique. Des agents
tels que le triméthoprime agissent a une étape ultérieure de la synthése de I'acide folique et

inhibent I'enzyme dihydrofolate réductase (Yoneyama et al., 2006).
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Figure 14 : Principales cibles et modes d'action des antibiotiques (Davies et Mazel, 1997)
5. Résistance bactérienne aux antibiotiques

Il existe de nombreuses définitions pour I'expression « résistance bactérienne aux antibiotiques
», basées sur différents critéres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques), et elles
ne se recoupent pas nécessairement. Les définitions les plus couramment utilisées reposent sur des
criteres microbiologiques (résistance in vitro) et cliniques (résistance in vivo) (Muylaert et
Mainil, 2012). Selon la définition microbiologique, une souche est considérée comme résistante
lorsqu'elle se développe en présence de concentrations plus élevées d'antibiotique par rapport a
d'autres souches phyllogénétiquement liées. La résistance est donc une propriété qui ne peut étre

étudiée que par comparaison d'au moins deux souches, dont I'une de référence, souvent appelée
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souche sauvage, développée en laboratoire a partir d'individus prélevés dans la nature, de la méme
espéce ou du méme genre, cultivées dans les mémes conditions. Selon la définition clinique, une
souche est qualifiée de résistante lorsqu'elle survit a la thérapie antibiotique mise en place
(Muylaert et Mainil, 2012). Les différents types de résistance bactérienne aux antibiotiques sont
résumés dans la figure 15.

L i

T

Figure 15: présente les divers types de résistance bactérienne aux antibiotiques selon Muylaert et
Mainil (2012).

Type de mécanismes de résistances
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Les bactéries ont évolué divers mécanismes pour contrecarrer l'action des agents antibactériens,
parmi lesquels I'inactivation enzymatique des antibiotiques, la modification ou le remplacement de
la cible de I'antimicrobien, I'efflux actif et la réduction de la pénétration de la molécule. D'autres
stratégies moins fréquentes incluent la protection ou la surexpression de la cible de I'antibiotique,
souvent associees a des classes spécifiques de composés (Guardabassi et Courvalin, 2006). Les
différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries Gram négatives sont

illustrés dans la figure 16.
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Figure 16 : Mécanismes de résistance observés chez les bactéries Gram négatives (Muylaert et
Mainil, 2012)

6.1. Inactivation enzymatique de ’antibiotique :

L'inactivation enzymatique des antibiotiques est le principal mécanisme de résistance observé
pour les béta-lactamines, les aminoglycosides et les phénicolés. Ce type de résistance est
également décrit pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), les
tétracyclines, la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones, bien que ce ne soit pas
le mécanisme de résistance prédominant pour ces derniéres molécules. Les enzymes modifient le
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noyau actif de l'antibiotique par clivage ou par I'addition d'un groupement chimique (Nikaido,
2009).

6.2. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique :

La cible de l'antibiotique peut subir une modification structurelle ou étre remplacée, rendant
ainsi le composé antibactérien incapable de se lier et d'exercer son activité au niveau de la
bactérie. Ce mécanisme de résistance, présent pour la plupart des antibiotiques, revét une
importance particuliere dans les cas de résistance aux pénicillines, aux glycopeptides et aux
molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, ainsi que dans les résistances aux
quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives. Cette forme de résistance peut
résulter de I'acquisition de matériel génétique mobile codant pour une enzyme modifiant la cible
de l'antibiotique, ou bien d'une mutation au niveau de la séquence nucléotidique de la cible
(Muylaert et Mainil, 2012).

6.3. Pompes a efflux :

L'efflux actif, facilité par des protéines transmembranaires connues sous le nom de pompes a
efflux ou transporteurs actifs, représente un mécanisme énergivore utilisé par les bactéries, ainsi
que par d'autres cellules comme les protozoaires, pour expulser a I'extérieur des métabolites et des
composés toxiques tels que les antibiotiques et d'autres médicaments. Ces pompes a efflux ont
généralement une large spécificité de substrats, et seules certaines conferent une résistance aux
antibiotiques en diminuant la concentration d'antimicrobien dans le cytoplasme bactérien, limitant
ainsi l'acces de I'antibiotique a sa cible. Ces pompes sont classées en fonction de leur spécificité de
substrats et de la source d'énergie utilisée (Muylaert et Mainil, 2012).

6.4. Perméabilité réduite :

Contrairement aux bactéries Gram positives qui possédent une structure enveloppante
relativement simple avec une paroi externe épaisse de peptidoglycanes permettant aux
antibiotiques de traverser par simple diffusion, les bactéries Gram négatives ont une enveloppe
plus complexe et moins perméable. Chez ces derniéres, les antibiotiques hydrophiles pénétrent a
travers des protéines transmembranaires appelées porines, tandis que les molécules hydrophobes
diffusent a travers la couche phospholipidique. La membrane externe de certaines bactéries

comme Pseudomonas aeruginosa est particulierement imperméable, ce qui diminue leur sensibilité
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aux antimicrobiens. De plus, des mutations affectant les genes codant pour les porines peuvent
conduire a une résistance aux antibiotiques en reduisant ou en bloquant leur entrée dans la cellule
(Muylaert et Mainil, 2012).

6.5. Protection de la cible de ’antibiotique :

La protection de la cible de I'antibiotique est un mécanisme de résistance bien documenté pour
les tétracyclines, et plus récemment observé pour les quinolones et les fluoroguinolones. Ce
processus implique la présence de protéines de protection ribosomiale qui déplacent les
antibiotiques de leur site de liaison en créant un encombrement stérique au niveau du ribosome.
Des résistances a bas niveau aux fluoroguinolones ont également été rapportées, attribuées a la
présence de geénes plasmidiques QNR (pour quinolone resistance) appartenant a divers groupes
(Rodriguez-Martinez et al., 2008).

6.6. Piégeage de I’antibiotique :

Enfin, les bactéries peuvent piéger les antibiotiques en augmentant la production de leur cible
ou en synthétisant une autre molécule ayant une affinité pour l'antibiotique, réduisant ainsi sa
concentration active disponible. Ce mécanisme est observé dans des résistances a bas niveau aux
sulfamides et au triméthoprime, ainsi qu'aux glycopeptides chez certaines souches de
Staphylococcus aureus et a la tobramycine chez Escherichia coli (Guardabassi et Courvalin,
2006).

7. Les antibiotiques produits par les actinomycétes

Les principales sources d'antibiotiques microbiens comprennent les actinomyceétes, les bactéries
et les champignons microscopiques. Entre 1955 et 1962, environ 80 % des antibiotiques
découverts provenaient des especes Actinomycetales. Cependant, au cours des derniéres
décennies, la proportion d'antibiotiques isolés a partir d'Actinomycétales a considérablement
diminué, tandis que l'isolement de nouveaux antibiotiques, particulierement ceux provenant de

champignons, montre une tendance a la hausse.

Les actinomycétes, en particulier les Streptomyces, sont les principaux producteurs de la
majorité des antibiotiques utilisés en thérapeutique, comme les glycopeptides. D'autres genres
d'actinomycetes comme Micromonospora et Nocardia sont également a l'origine d'antibiotiques

tels que la gentamicine, la rifamycine et la ristocétine. Les antibiotiques synthétisés par les
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Streptomyces incluent la streptomycine, la kanamycine et le chloramphénicol (Thiemann et al.,
1969).

Bien que I’isolement de nouveaux antibiotiques d’origine actinomycétale a connu un grand
déclin ces derniéres années, less actinomyceétes restent une source puissante d'antibiotiques utiles
pour l'avenir. Au cours des derniéres anneées, tous les nouveaux antibiotiques introduits en
thérapeutique, au nombre de 25, ont été isolés exclusivement a partir d'Actinomycétes. Ces
antibiotiques incluent diverses classes comme les [-lactamines, les tétracyclines, les

aminoglycosides, les glycopeptides, les macrolides et les aminocyclitoles.

Figure 17 : Répartition de la production d'antibiotiques entre les actinomycétes, les champignons,

et d'autres bactéries non filamenteuses (Berdy, 2005).
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1. Le site d’échantillonnage

Notre étude a été menée dans la zone de L'Tle de Rachgoun, également connue sous le hom de
"Laylla", est la plus grande Tle située a I'ouest des cotes algériennes. Elle se trouve & 8 km au nord-
est du port de Béni-Saf, sur le plateau continental du golfe de Ghazaouet, en face du Cap Acra et a
I'est du Cap Brocchus, couvrant une superficie de 28,5 hectares (GRIMES, 2017). (Voir figure
18). Sur le plan écologique, cet écosysteme est un véritable réservoir de biodiversité, abritant de
nombreuses espéces menacées qui colonisent ce biotope.

&  351¥ITEIN
IPHETN T BT

29'4.85'C

v

fle de Rachgoun

19287458770

Figure 18 : Localisation et coordonnées du périmetre de I'flle de Rachgoun (Ramos et al., 2016).

La présente étude a été réalisée au sein du laboratoire des produits naturels (LAPRONA)

Un seul échantillonnage a été réalisee en mois de février, les échantillons ciblés sont 1’eau de
mer , le sol et les sédiments , les spécimens ont été prélevés dans des conditions d’asepsie, ce qui
concerne le sol et les sédiments la couche superficielle a été écarté du prélévement
L’acheminement des spécimens a été effectué a I’immédiat, dans une glaciére contenant de la

glace.
2. L’isolement des actinomycétes marins

L’isolement des souches d'actinomycetes a été effectué par la méthode de dilution décimale.
Pour ce faire, 1 ml d’eau de mer a été dissous dans 9 ml d’eau physiologie stérile. Des dilutions
allant de 1071 & 107° ont été préparées pour les échantillons d’eau (Gebreyohannes et al., 2013).

Et de 10 & 107 Pour les échantillons du sédiments et lee sol, & partir de chaque dilution, 100 pl
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ont été prélevés et inoculés sur deux milieux de culture sélectifs : le milieu a base d’amidon et de

caséine et le milieu ISP2 (voir annexes),

e mateniel :

- A

N i
Tubes de diluant Pipette graduée ou pipette paille de 1mL
de 9 mL

. 5 tubes avec 9 mL de diluant
La technique : | |

Prendre 1 mL
1 mL 1 mL 1 mL 1 mL

du produit %M/W/*/%

Suspension

bactérienne a
mesurer ::>

| i - - - —]
N S Ny Yy N \J

Dilution : 10° 10" 10° 10° 107 10°

Facteur de

dilution : 1 10 100 1000 10000 100000

Figure 19 : Principe de la technique suspension-dilution (Borderie, 2014).

Ces milieux de culture ont été préparés avec 50 % d’eau de mer et 50 % d’eau distillée, puis
supplémentés avec 50 pg/ml d’acide nalidixique et de cycloheximide (Jensen et al., 1991).

Ensuite, les boites de Pétri ont été incubées a 28 °C pendant 3 a 4 semaines.

3. Purification et conservation des souches
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Les colonies ayant un aspect apparent des actinomycetes ont été repiquées sur milieu amidon

caseine agar, et
conservées par deux méthodes :

» Conservation a court terme sur gélose inclinée a 4 °C apres incubation pendant 21 jours a
28 °C, avec un repiquage effectué tous les deux mois (Hilali et al., 2002).
» Et une cryoconservation a long terme a —20 °C dans un bouillon , contenant le glycérol (20

%, v/Vv) utilisé comme un agent cryoprotecteur
4. La caractérisation phénotypique des isolats

Toutes les bactéries présentant des caractéristiques morphologiques typiques des
actinomycetes, telles que des colonies seches et incrustées dans la gélose, ont été sélectionnées

pour I'étude de leurs traits morphologiques, physiologiques et biochimiques.
4.1. Les caractéristiques morphologiques

L'étude macroscopique des isolats a porté sur la couleur des colonies, I'ampleur de leur croissance
sur différents milieux de culture, et leur capacité a produire des pigments extracellulaires autres
que les pigments mélanoides. Ces observations ont été réalisées sur les milieux ISP1, ISP2, ISP3,
M2 et Gelose de gause (Shirling & Gottlieb, 1966).

L'étude de la micromorphologie de nos isolats a €té réalisée par microscope photonique aprés la
coloration différencielle de Gram et au grossissement d’immersion (%100). Cette double
coloration permet d’observer clairement la structure des actinomycetes et de s’assurer de leur

appartenance du groupe de bactéries a gram posittif (Delarras, 2007).
» Lacoloration de Gram

La coloration de Gram est une méthode de coloration double permettant de différencier deux

groupes de bactéries : les Gram positives et les Gram négatives.

Pour ce faire, une goutte d'eau physiologique est déposée sur une lame stérile et melangée avec
quelques colonies d'actinomyceétes. Le prélévement est ensuite seche et fixé a la chaleur, créant
ainsi un frottis bactérien. Ce frottis est coloré pendant une minute avec du cristal violet, puis rincé

a l'eau distillée. Ensuite, une décoloration est effectuée avec de I'éthanol a 95%. Cette étape
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cruciale permet de décolorer les bactéries Gram négatives, dont la paroi est perméable a I'éthanol,

contrairement aux bactéries Gram positives qui restent colorées en violet.

Un deuxiéme colorant, la fuchsine (ou la safranine), est appliqué sur le frottis bactérien pendant 30

secondes. Les bactéries décolorées par I'alcool sont ainsi recolorées par la fuchsine. Aprés un bref

ringage.

Figure 20 : coloration de Gram.
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Figure 21 : les étapes de la coloration de Gram

4.2 L’étude des caractéristiques biochimiques

La présence d'activités enzymatiques chez les isolats d'actinomycetes a été évaluée en utilisant

plusieurs substrats :

»Pour I'hydrolyse de I'amidon : les souches d'actinomycétes ont été ensemencées en stries
serrées sur une gélose de Gause contenant de I'amidon (voir annexe). Apres 14 jours d'incubation
a 30 °C, la culture a été recouverte d'une solution de Lugo, qui colore en brun les zones
contenant de I'amidon. Les parties ou I'amidon a été dégradé restent non colorées (Gordon &
Smith, 1953).

» Pour I'hydrolyse de la gélatine : ce test a été réalisé selon la méthode de Pickett et al. (1991).
Des bandelettes de film photographique ont été transférées dans des tubes a essai stériles
contenant 5 ml d'eau physiologique stérile, en conditions d'asepsie. Une suspension dense de
I'actinomyceéte a tester a été ajoutée dans chaque tube. Les tubes ont été incubés a 30 °C et
observés régulierement pendant 7, 14, et 21 jours pour noter la liquéfaction de la gélatine,
indiguée par le décollement de la surface superficielle du film photographique.

» La coagulation et la peptonisation du lait écrémé : certains actinomycetes peuvent synthétiser
des enzymes capables de coaguler le lait. Pour vérifier la présence de cette activité enzymatique
chez nos isolats, des tubes contenant 5 ml de lait écrémé ont été ensemences avec la suspension
d'actinomycetes a tester. L'incubation s'est faite a 30 °C pendant 14 jours. Des observations
régulieres ont été effectuées pour noter la coagulation du lait par les souches testées. La
peptonisation, qui est la digestion compléte du lait, a également été vérifiee dans les mémes
conditions que la coagulation (Williams & Cross, 1971).

» Utilisation du citrate comme unique source de carbone : ce test a été réalisé sur le milieu de
citrate de Simmons. Ce milieu permet de vérifier la capacité de certains microorganismes a se
développer en utilisant le citrate comme seule source de carbone. Le métabolisme du citrate est
détecté par le changement de couleur de I'indicateur de pH (bleu de bromothymol), qui vire au
bleu (Marchal et al., 1991).

» Détection de la catalase : la catalase est une enzyme qui décompose le peroxyde d'hydrogene

(H2 O2) en eau (H2 O) et en oxygene (02). Pour verifier la présence de catalase dans nos
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isolats, quelques gouttes d'une solution fraiche de H2 O2 ont été appliquées sur une lame stérile
en présence de la culture bactérienne. Un dégagement gazeux indique la décomposition de H2
02 et la libération d'oxygéne, signifiant que la bactérie est « catalase positive ». En I'absence de
dégagement gazeux, la bactérie est « catalase négative » (Delarras, 2007).

» Recherche de I’oxydase : Le test de 'oxydase a été réalisé a 1’aide des disques d’oxydase
(Biomérieux). Une suspension bactérienne a été préparée pour effectuer ce test. L'apparition

d'une coloration violette en 10 a 30 secondes indique un test positif (oxydase positif).

5. Screening primaire de ’activité antimicrobienne et la recherche du meilleur milieu

pour la synthese d’antibiotiques

L'évaluation de l'activité antimicrobienne des isolats d'actinomycétes a été réalisée en utilisant
la méthode de diffusion sur agar avec des cylindres. Divers germes bactériens et fongiques

pathogenes ont été ciblés au cours de ce criblage :

> Bactéries : *Pseudomonas aeruginosa* ATCC 27853, *Escherichia coli* ATCC 8739,
*Klebsiella pneumoniae* IBMC Strasbourg, *Staphylococcus aureus* ATCC 6538,
*Bacillus subtilis* ATCC 6633.

» Levures : Candida albicans CIP 444, Candida albicans ATCC 1023.

» Champignons : *Aspergillus fumigatus* MNHN 5666, *Aspergillus niger* ATCC 16404,
*Fusarium oxysporum* MNHN 963917.

6. Préparation de I’inoculum bactérien et levuriens

Une préculture des germes bactériens et levuriens a été effectués pendant 18 a 24 heures sur
milieu Muller Hinton (MH) pour les bactéries et sur milieu Sabouraud pour les levures. Ensuite,
les bactéries et les levures ont été repiquées dans du bouillon MH et Sabouraud respectivement,
afin d'obtenir un inoculum standardisé. Pour les bactéries, une densité optique (DO) de 0,08 a une
longueur d'onde de 625 nm a été visée, correspondant a 10”8 cellules/ml. Pour les levures, la DO a

été ajustée a 0,05 a 450 nm.
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Figure 22 : le colorimetre mesuré la densité optique des bactéries et des levures

Les souches d'actinomycétes ont été cultivées en stries serrées sur deux milieux de culture : le
milieu de Williams modifie (M2) (Kuster & Williams, 1964) et le milieu AF (Bastide et al.,
1986). Apres une incubation de 7 jours a 30 °C, des cylindres d'agar de 6 mm de diamétre ont été
découpés a l'aide d'un emporte-piéece et déposés sur des boites de Pétri préalablement ensemencées
par écouvillonnage de Il'inoculum des germes pathogénes. Les résultats de lactivité
antimicrobienne obtenus sur les deux milieux de culture (M2 et AF) ont été comparés pour

déterminer le meilleur milieu pour la production d'antibiotiques par les isolats.

7. Extraction des métabolites secondaires a potentiel antimicrobien

Les deux milieux de culture (M2 et AF) ont été ensemenceés avec les isolats d’actinomycétes et
incubés pendant 7 jours a 30 °C. Ensuite, chaque boite contenant la culture bactérienne sur les
deux milieux gélosés a été découpée en petits fragments et mélangée 50 ml d’acétate d’éthyle. La
solution a été agitée pendant 3 heures a 4 °C dans un agitateur incubateur. Ensuite, la solution a

été filtrée et le solvant évaporé. Le résidu de I'extrait a été reconstitué dans 2 ml de méthanol.

8. Screening secondaire de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion des disques. Des disques

de 6 mm de diametre ont été imprégnés avec 10 a 15 pl de D’extrait, puis séchés avant d’étre
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déposés sur les milieux MH et Saboraud, préalablement ensemencés par écouvillonnage avec les

microorganismes tests. L’apparition de zones d’inhibition autour des disques indique la présence

d’une activité antimicrobienne.

Figure 24 : Evaporation du solvant par un rota vapeur.
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1. L’isolement des actinomycétes marins

Les deux milieux de culture sélectifs d’isolement des actinomycetes préparés par 50% d’eau de mer et
additionnés d’antifongiques nous ont permis d’isoler trois souches de bactéries avec des colonies seches et

incrustées dans la gélose caractéristiques des actinomycetes. (Tableau7).

Tableau 7 : Caractéristiques morphologiques des trois souches isolées de I'ile de Rachgoun

Souches Type d’échantillon | Milieux de culture d’isolemen

M2

EM1

Eau de mer

ISP2

SM3 Eau de mer

M2

sS4 Eau de mer
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2. Les caractéristiques culturales et microscopiques des actinomycetes marins

Les caractéristiques culturales des isolats ont été étudiées selon les méthodes décrites dans
I’International Streptomyces Project (ISP) (Shirling & Gootlieb, 1966). La croissance des trois isolats,
la couleur du mycélium aérien et végétatif, ainsi que la capacité de chaque souche a synthétiser des
pigments extracellulaires ont été évaluées sur les milieux ISP. Toutes les souches isolées ont développé

un mycélium végétatif et aérien.

La coloration des deux mycéliums a été déterminée en utilisant la charte de couleurs « le nuancier
RAL » (http : //www.toutes-les-couleurs.com/nuancier-ral.php). La majorité des souches ont donné des
colonies poudreuses de couleur grisatre ou blanchatre. Les milieux ISP utilisés ont favorisé la croissance
de la quasi-totalité des isolats, dont certains ont libéré des pigments extracellulaires. (Le tableau 8)

rassemble les résultats obtenus.

Les observations microscopiques des souches d’actinomyceétes montrent qu’elles possédent un

mycelium forme de longs hyphes fins et ramifiés, dont certains sont enchevétreés.

Tableau 8 : les caractéristiques culturales des isolats d’actinomycétes

SOUCHE MA MV PIGMENTS

ISP1 ISP2 ISP3 Gélose M2 ISP1 ISP2 ISP3 Gélose M2

Gause Gause

EM1 ++ ++ +++ + - ++ ++ ++ + - jaune sur ISP1

blanc  blanc blanc  abs abs jaune jaune jaune abs abs

gris citron

sS4 ++ + +++ ++ = ++ + +++ ++ - rouge/ noir 1SP3

blanc  blanc ivoire blanc abs beige beige rouge blanc abs

brun  brun noir

SM3 + + +++ + - + + +++ + - marron sur I1SP3

ivoire  marron blanc blanc abs ivoire marro jaune ivoire abs

sable

(-) croissance absente, (+) : croissance faible, (++) : bonne croissance, (+++) : trés bonne croissance
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3. La coloration de Gram

Toutes les cellules sont gram-positives. La figure 20 montre 1’aspect microscopique de certaines

colonies d’actinomycetes apres la coloration de Gram.

>

SM3 EM1

Figure 25: Aspect microscopique des isolats d’actinomycétes (x100).
4. Les caractéristiques biochimiques et physiologiques des actinobactéries

Les traits biochimiques de nos isolats ont été determinés en examinant leur capacité a utiliser
diverses sources de carbone, telles que le citrate de Simmons, et leur action sur le lait écrémé. De
plus, nous avons étudié la présence d'une activité enzymatique capable de dégrader plusieurs
substrats, comme I'amidon, la gélatine, le peroxyde d'hydrogéne et la présence de I’oxydase. Les
résultats montrent que chaque souche posséde une ou plusieurs enzymes spécifiques. Les résultats
obtenus sont résumés dans (le tableau 9).

Tableau 9 : les caractéristiques biochimiques et physiologiques des isolats d’actinomycetes.

Souche Citrate  L’action de L’action de Gélatinas Catalase Oxydase amidon
Simmons  écrémé/ écrémé/

Peptonisation Coagulation

SMS - + + + + - -
EMI . - - + + - +
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5. Résultats des tests biochimiques de quelques isolats d’actinomycétes

e Test de citrate de Simmons

S4 SM3 EM1

Figure 26 : résultats de test citrate de Simmons.

Puisque le citrate de Simmons est négatif dans les trois souches, on peut dire que les souches sont incapables

d'utiliser le citrate comme seule source de carbone.

e Test de gelatinas

4 3 L R ™

;
— M“""’\; -_#/_..g;..
€W = “""ﬁ“
S4 EM1
SM3

Figure27: résultat de test de
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Le test a la gélatinas est positif dans les trois souches, la souche est donc capable d'analyser la gélatine.

e Test de catalase

S4 EM1 SM3

Figure 28 : résultat de test de catalase
Lorsque le test de la catalase est positif, on peut dire :

"La souche est capable de décomposer le peroxyde d'hydrogene (H202) en eau (H20) et en
oxygene (02), montrant ainsi l'activité de I'enzyme catalase."

e Test de I’oxydase

SM3 S4 EM1

Figure 29 : résultat de test de I’oxydase
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Lorsque le test & I'oxydase est négatif, on peut dire :

"La souche ne présente pas d'activité oxydase, ce qui signifie qu'elle ne peut pas oxyder le substrat

en présence d'oxygene."”

e L’action de lait écrémé

SM3 S4 EM1

Figure 30 : résultat de I’action de lait écrémé

La souche SM3 a montré une activité enzymatique conduisant a la coagulation et a la
décomposition du lait écrémé, tandis que les souches S4 et EM1 n'ont montré aucune activité
enzymatique envers le lait écrémé.

o Amidon amylase
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Figure 31 : résultat de test amidon amylase de souche EM1.

le test de I’amidon semble etre négatif chez les souches SM3, S4 et positif chez la souche EM1,

6. Le criblage primaire de ’activité antimicrobienne

La culture des isolats d’actinomycétes sur les deux milieux de culture AF et M2 a favorisé la
synthese de substances chimiques inhibant la croissance d’au moins une espéce pathogéne cible

(Figure 33).

La souche SM3 et S4 et EM1 ont révélé une activité antimicrobienne prometteuse contre les
bactéries Enterococcus faecium , Bacillus subtilis ATCC6633 et Staphylococcus aureus
ATCC6538

Le diametre des zones d’inhibition sont comprise entre 20 mm et 23 mm sur le milieu AF et de
23mm et 16 mm sur le milieu M2 respectivement contre Enterococcus faecium, Staphylococcus

aureus et Bacillus subtilis.

. (Le tableau 10) résume les résultats de ’activité antimicrobienne obtenue chez nos isolats

d’actinomycetes.

Figure 32 : Résultats des zones d’inhibition de quelques souches d’actinomycetes isolées.
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Tableau 10 : Les résultats du screening primaire de I’activité antimicrobienne.

Souch | K. P. S. B. E. C. E. faecium
pneumo aerugin| aurey subtil| coli albican
AF medium
SM3 | . - - 13 |- - -
EML . - 22 | 19.5 - - 23
S4 - - - 11 | - - -
M2 medium
SM3 | . - 11 | - - - -
EM1 | . - 16 (17 |- - 23
S4 - - - - - - -

B: Bacillus, C: Candida, E: Escherichia, F: Fusarium, K: Klebsiella, P: Pseudomonas, S: Staphylococcus
7. Le screening secondaire de I’activité antimicrobienne

L’extraction organique des métabolites secondaires des trois isolats marins :EM1 S4 et SM3 et
le test de I’activité atimicrobienne ont révélé que lasouche EM1 est dotée d’une activité
prometteuse contre les bactéries S.aureus et B.subtilis, ces résulta ts  attestent que [’acétate
d’éthyle semble le plus propice pour extrairte les métabolites secondaires ayant une activité
antibactérienne par contre ce » meme solvant organique n’a pas favorisé I’extraction des

substances inhibant la croissances des germes pathogénes chez les deux isolats SM3 et S4.

Les résultats d’extraction des métabolites dotés d’activité antimicrobienne ainsi que les

diamétres des zones d’inhibition sont illustrés dans le tableau ci-dessous (Tableau 11).
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Figure 33 : Résultats des zones d’inhibition de quelques souches d’actinomycétes par la méthode de

diffusion des disques.

Tableau 11 : Les résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits bruts par la méthode de diffusion des

disques.
Acétate d’ethyle
souche K. P. S. B. E. |C. E.
pneumonia | aeruginosa | aureus subtilis | coli | albican | faecium
EM1 - - 22 13 - - -

B: Bacillus, C: Candida, E: Escherichia, K: Klebsiella, P: Pseudomonas, S: Staphylococcus.
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Depuis les années 1980, une diminution progressive de l'isolement de nouvelles classes de
produits naturels a activité antimicrobienne a été observée (Dias et al., 2012). Pour pallier ce
déficit, les chercheurs ont adopté une stratégie consistant a cibler des environnements peu étudiés,
susceptibles d'abriter de nouvelles sources de métabolites secondaires. Parmi ces environnements,
le milieu marin se révele étre I'écosysteme le plus prometteur pour découvrir de nouvelles familles

de microorganismes d'intérét pharmaceutique (Dias et al., 2012).

En 1966, Burkholder et ses collaborateurs ont rapporté I'effet bactéricide des eaux marines en
isolant le premier antibiotique « pyrrole » a partir d'une souche marine, Pseudomonas bromoutilis.
En 1974, une étude parallele menée par Okazaki a permis d'identifier le premier antibiotique a
partir d'actinomycetes marins dans la baie de Sagami, au Japon, nommé SS-228 Y. La souche

productrice a été assignée a lI'espece « Chainia purpurogena ».

Parmi les exemples les plus célébres de médicaments commercialisés issus d'organismes marins,
on peut citer la ziconotide, un peptide analgésique dérivé de I'escargot de mer Conus magus,
approuvé en 2004 par la FDA (Food and Drug Administration) pour le traitement des douleurs

séveres et chroniques (Williams et al., 2008).

Avec une superficie de 2 millions de km?, 1’Algérie abrite une grande biodiversité animale,
végétale et microbienne. Les écosystemes algériens renferment une source encore peu exploitée de
microorganismes capables de produire des métabolites secondaires d’un grand intérét
biotechnologique, parmi lesquels les actinomycetes se distinguent comme les meilleurs producteurs
(Djinni et al., 2019).

La premiere documentation sur les actinomycéetes en Algérie remonte a 1998. Cette étude,
menée par Sabaou et ses collaborateurs, a révélé que I’écosystéme saharien constitue une source
potentielle d'actinobactéries, susceptibles de produire une large gamme de nouvelles familles
d’antibiotiques. A la suite de cette publication, les zones sahariennes ont attiré I’attention de
nombreux chercheurs. En 2004, la premicére nouvelle souche d’actinomycéte, Saccharothrix
algeriensis sp. nov, a été isolée de cet écosysteme (Zitouni et al., 2004). Cette découverte a incité
les scientifiques a intensifier leurs recherches dans ces régions arides, qui pourraient renfermer de
nombreuses autres nouvelles souches d’actinomycétes. Entre 2012 et 2017, ces travaux intensifs
ont permis I’isolement et la caractérisation de 29 nouvelles souches et d’un nouveau genre,

Bounagaea (Djinni et al., 2019).

L'exploration intensive de cet écosystéme et la découverte répétée des mémes isolats ont incité

les chercheurs a explorer d'autres environnements peu étudiés. Les écosystémes aquatiques sont
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ainsi devenus la cible de nombreuses recherches a travers le monde, et plusieurs antibiotiques

utilisés en clinique en sont issus.

Les actinomycétes marins ont démontré une grande capacité a produire des substances possedant
une structure unique et différente de celle des isolats terrestres (Villa & Gerwick, 2010). Cette
particularité est probablement due aux conditions de vie extrémes des zones marines, caractérisées
par des taux élevés de chlorure de sodium, une pression atmosphérique élevée, des températures
basses et des conditions anaérobies. Les actinomycetes qui peuplent ces environnements sont

qualifiés d'extrémophiles (Lam, 2006).

En Algérie, peu d'études ont été réalisées sur I'isolement des actinomycetes marins. Les souches
isolées jusqu'a présent ont principalement été collectées a partir de plantes sahariennes (Zamoum
et al., 2015 ; Baoune et al., 2018), de grottes (Belyagoubi et al., 2018), d'eaux usées (Silini et al.,
2015 ; Souagui et al., 2019), de sédiments de rivieres (Djinni et al., 2018), d'aires hypersalines
(Meklat et al., 2012 ; Souagui et al., 2015), de sols désertiques sahariens (Sabaou et al., 1992 ;

Sabaou et al., 1998), et d'actinomycétes dérivant d'algues marines (Djinni et al., 2013).

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses a Gram positif, aérobies et hétérotrophes.
Elles partagent certaines caractéristiques avec les champignons, telles qu'une structure mycélienne
ramifiée, la formation fréquente de mycélium aérien et de conidies, etc. Leurs filaments mycéliens
sont tres fins (1-1,5 um). Considérées comme un groupe majeur de la population tellurique, elles
sont largement distribuées dans les sols (Kuster et Williams, 1964). Les actinomycetes se
développent tres lentement par rapport a la plupart des bactéries et des champignons, ce qui fait que
leur croissance est souvent masquée sur des milieux de culture ordinaires (Ottow et Glathe, 1968).
Ce groupe de procaryotes est réputé pour sa capacité a fixer l'azote et a produire des métabolites
secondaires ainsi que des enzymes (Barreto et al., 2008).

C'est dans ce contexte que nous avons entrepris d'explorer une zone marine, I'ile de Rachgoun,
également connue sous le nom de "l'ile de Laylla", qui n'avait jamais été ciblée pour une étude
microbiologique. Cet écosystéeme marin abrite une riche diversité de formes de vie, incluant

plusieurs espéces d'algues menacées (Ramos et al., 2016).

L'objectif principal de notre eétude est de dépister des souches d'actinomycetes marins ayant une
activité antimicrobienne. Pour cela, trois isolats ont été sélectionnés en fonction de leurs

caractéristiques morphologiques caractéristique du phylum des actinobactéries
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Dans cette section, nous discuterons des résultats obtenus grace a notre étude approfondie de
trois souches d'actinomycétes d'origine marine, EM1, SM3 et S4, qui ont été isolées et
caractérisées. La croissance de ces souches sur milieu solide a été étudiée. Ainsi que I’activité des

antibiotiques produits par ces souches contre les bactéries pathogeénes.

Kim et al. (2005) ont étudié le mécanisme de la morphogenése chez S. coelicolor et ont
démontré que I'épuisement des nutriments dans les milieux de culture déclenche la libération de
facteurs d'expression génique contrélant la formation d'un mycelium aérien a partir d'un mycélium
vegetatif. Sur cette base, nous avons conclu que l'utilisation des milieux ISP pour la culture de nos
isolats marins a favorisé le développement d'un mycélium de substrat. Une fois que les éléments
nutritifs dans les milieux de culture sont épuisés, un autre mycélium, appelé mycélium aérien, se

développe a partir de ce mycélium de substrat.

L'utilisation de prétraitements tels que le traitement thermique ou les dilutions décimales des
échantillons meres pour réduire le nombre de contaminants est une technique couramment utilisée
dans l'isolement des échantillons de terre et d'eau douce (Prabhu et al., 2011; Valanarasu et al.,
2010). Bien que cela puisse affecter le nombre d'actinomycétes isolés, le caractére saumatre de I'eau
du lac peut lui-méme constituer un inhibiteur pour certains microorganismes (Fauvel et Battista,
1969).

De plus, l'utilisation d'antibiotiques dans les milieux de culture n'est pas toujours recommandée
(Kim, 2013). Certains auteurs préconisent leur utilisation pour isoler un genre spécifique (Badji et
al., 2005; Kitouni et al., 2005; Thakur et al., 2007). Okudoh et Wallis (2007) ont également
signalé que cela affecte le nombre de souches isolées, tandis que Zhang (2011) recommande plut6t
I'utilisation de milieux spécifiques tels que le milieu Gausse pour l'isolement des souches

d'actinomyceétes.

Bien qu'ils soient plus connus pour leur utilisation dans I'étude morphologique des
actinomycetes, les milieux ISP peuvent également étre utilisés pour l'isolement. Par exemple, le
milieu ISP1 (Rajan et Kannabiran, 2014; Suthindhiran et Kannabiran, 2009), ISP2 (Da Silva
et al.,, 2011; Yuan et al., 2008), ISP3 (Saintpierre-Bonaccio et al., 2004) et la gélose ISP5
(Kavitha et al., 2010a; Kavitha et al., 2010b) sont souvent utilisés en raison de leurs sources de
carbone différentes du glucose, ce dernier étant surtout connu pour favoriser la culture des autres

bactéries a croissance rapide.

Les milieux a base d'amidon ont donné de meilleurs résultats lors de I'isolement car cette source

de carbone est plus favorable a la culture des actinomyceétes, qui se caractérisent par une croissance
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plus lente allant de quelques jours a quelques semaines (Huck et al., 1991; Mellouli et al., 2003;
Rahmansyah et al., 2012; Suthindhiran et Kannabiran, 2009).

D’apres les observations précédentes, nous pouvons déduire ce qui suit :

- La souche EM1 montre une croissance abondante sur le milieu ISP3 avec un mycélium aérien
(MA) blanc gris. Elle croit bien sur les milieux ISP1, ISP2 et ISP3 avec un MA blanc et un
mycélium végétatif (MV) jaune citron et jaune, mais elle présente une croissance faible sur le
milieu Gélose de Gause sans coloration de MA et MV. La croissance est nulle sur le milieu M2.

- La souche S4 présente une croissance abondante sur le milieu ISP3 avec un MA ivoire et un MV
rouge noir. Elle croit bien sur les milieux ISP1 et Gélose de Gause avec un MA blanc et un MV
beige brun et blanc, mais elle a une croissance faible sur le milieu ISP2 avec un MA blanc et un

MYV beige brun. La croissance est nulle sur le milieu M2.

- La souche SM3 montre une croissance abondante sur le milieu ISP3 avec un MA blanc et un MV
jaune sable. Elle présente une croissance faible sur les milieux ISP1, Gélose de Gause et ISP2 avec

un MA blanc, marron et ivoire, et un MV ivoire et marron. La croissance est nulle sur le milieu M2.

La sporulation est abondante sur le milieu ISP3 et faible sur les milieux ISP1, ISP2 et Gélose de
Gause, tandis qu'elle est absente sur le milieu M2. Aouiche et al. (2012) ainsi que Smaoui et al.
(2012) ont observé une bonne croissance et une sporulation abondante sur les milieux 1SP2, ISP3 et
ISP4, notant que la couleur du mycélium végétatif est globalement beige et celle du mycélium
aérien généralement blanche. Badji et al. (2007) ont obtenu une couleur blanchéatre pour le
mycélium aérien et jaune pour le mycélium de substrat. Les souches SM3, EM1 et S4 produisent un

pigment diffusible sur les milieux ISP1 et ISP3 précédemment mentionnés.

L’activité antimicrobienne a été mise en évidence par la méthode des cylindres d’agar,
permettant de détecter I’effet inhibiteur de la souche EM1 contre les germes cibles testés (Gram
positif et Gram négatif). Ce test a été realisé sur milieu Muller-Hinton aprés 24 heures d’incubation
a 37 °C. Une zone d’inhibition a été observée autour des cylindres AF et M2, indiquant une activité
antibactérienne contre les germes S. aureus, B. subtilis et E. fusarium testés. Ces résultats
concordent avec ceux de Kokare et al. (2004) et Sirisha et al. (2013), qui ont rapporté une activité

similaire contre S. aureus.

Les résultats indiquent en premier lieu I'absence d'activité des souches d'actinomycétes sur E.
coli. En effet, les bactéries Gram-négatives possedent une structure membranaire externe unique,

une mince couche de peptidoglycane et un espace périplasmique entre la paroi et la membrane
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cellulaire. La sensibilité réduite et/ou la résistance aux antibiotiques des souches bactériennes
Gram-négatives est attribuée aux lipopolysaccharides, qui bloguent certains antibiotiques et
protégent ainsi la membrane interne sensible et la paroi cellulaire (Cwala et al., 2011 ; Marinelli et
Tomasz, 2010 ; Valan Arasu et al., 2012).

L'évaluation de l'activité antifongique ou antibactérienne doit inclure la mesure de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) pour déterminer le véritable potentiel antimicrobien de la
molécule pure une fois extraite (Gan-Jun et al., 2012 ; Kumar et Kannabiran, 2010 ;

Valanarasu et al., 2010).

Depuis plusieurs années, les chercheurs se sont concentrés sur la recherche d'antibiotiques a
large spectre capables d'éradiquer un grand nombre d'agents infectieux (Melander et al., 2018).
Actuellement, ces recherches se tournent davantage vers l’investigation d’une antibiothérapie a
spectre étroit. La principale raison de ce changement est que les antibiotiques a large spectre
agissent de maniére non ciblée contre les agents infectieux, affectant également les bactéries
commensales non pathogenes. Ces derniéres peuvent devenir des réservoirs de génes de résistance

et les transmettre a d'autres bactéries (Karam et al., 2016).

L’activité antibactérienne de nos isolats a été ciblée uniquement contre les pathogénes a Gram
positif, en particulier Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, et s'est avérée inactive contre les
Gram négatifs. S. aureus est 1’un des pathogénes du groupe ESKAPE, un acronyme désignant six
pathogénes hautement virulents (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp) (Boucher et
al., 2009). Ce pathogéne opportuniste est 1’une des principales causes de bactériémie,
d’endocardite, d'ostéomyélite et d’infections de la peau et des tissus mous (Turner et al., 2019),

tandis que la virulence du genre Bacillus est peu documentée.

La majorité des especes du genre Bacillus sont non-pathogenes et sont utilisées dans diverses
applications industrielles. Cependant, les spores de I’espéce B. subtilis peuvent résister a des
températures élevées, provoquant ainsi la détérioration des aliments (Pepe et al., 2003). La
premiére étude révélant le pouvoir virulent de B. subtilis a été réalisée par Gu et al. (2019), testée
sur des tissus animaux. Cette étude a démontré que I’infection des tissus musculaires de poissons et

de souris par ce pathogene peut entrainer une mortalité de 60 a 70 % de la population animale.

Les molécules bioactives sont des métabolites secondaires non essentiels a la croissance et a la
reproduction de certains microorganismes, mais elles jouent un réle défensif. Ces molécules actives

sont genéralement extracellulaires et leur purification a partir du surnageant de culture complexe

61



Discussion

nécessite l'application de diverses techniques de séparation, telles que I'extraction par solvant, la
précipitation chimique, la HPLC, et les études spectroscopiques. Le nombre de techniques a utiliser

dépend de la nature de la molécule.

L’extraction a partir de milieu solide est nettement plus rentable que celle a partir de milieu
liquide. En effet, la production d’antibiotiques en milieu solide est généralement plus importante,
tant quantitativement que qualitativement, qu’en milieu liquide. Il existe méme des
microorganismes producteurs d’antibiotiques en milieu solide qui perdent cette capacité en milieu

liquide (Shomura et al., 1979).

Harir et al. (2018) ont constaté que I'extrait brut obtenu par extraction a I'acétate d'éthyle montre
une meilleure activité antimicrobienne par rapport a d'autres solvants organiques testés. Kitouni et
al. (2007) ont identifié I'nexane et l'acétate d'isoamyle comme les meilleurs solvants pour
I'extraction des molécules bioactives, tandis que Thakur et al. (2007) ont démontré que l'acétate
d'éthyle donne les meilleurs résultats comme solvant d'extraction. Comparativement a nos résultats,
I'extrait brut obtenu par extraction a l'acétate d'éthyle de la souche EM1 présente également une

activité antimicrobienne.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Les actinomycetes est une source prodigieuse des substances actives, plusieurs antibiotiques a
usage thérapeutiques ont été isolées a partir de ces bactéries , ces derniéres décennies la recherche
de nouvelles substances antimicrobienne a partir des actinomycétes a connu un grand déclin a
cause du Il’isolement des mémes souches ce qui a suscité les chercheurs a s’orienter vers
I’exploration de nouveaux écosystémes abritant une flore actinomycétale peu connu et pouvant

étre I’origine de nouvelle molécules bioactives,
Notre étude a été scindée en deux volets :

Le premier est 1’isolement des souches d’actinomycétes marins et le deuxiéme a été axée sur le
screening d’une activité antimicrobienne, les résultats de cette étude révelent que les
actinomycetes marins semble étre une nouvelle voie pour surmonter 1’échec thérapeutique
rencontré dans le secteur hospitalier a cause de 1I’émergence des pathogénes multirésistants dont

les antibiotiques couramment utilisés semblent étre inefficaces

La souche EM1 a prouvé une bonne activité contre les pathogénes S.aureus et B.subtilis, par

contre aucune activité n’a été observée contre les pathogeénes a gram négatif,

En perspectives, cette étude préliminaire nécessite d’autre tests permettant de valoriser ces

substances dans 1’avenir parmi ces test nous citons :

v La purification des extraits bruts par des techniques chromatographiques

v’ La caractérisation chimiques des extraits purifiés par des méthodes analytiques (GC/MS,
LC-MS, RMN)

v La classification des souches isolées en utilisant les outils der la biologie » moléculaires
(séquencage du gene de I’ARN 16S)
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Annexe 1

La composition des milieux de culture

Amidon caséine agar (M2) :

Amidon Caséine
KNO3

NacCl

KH2PO4
MgSO4

CaCo3

FeSO4

Agar

Eau distillée
pH:74

Citrate de Simmons

Ammonium dihydrogenophosphate
Phosphate de dipotassique
Chlorure de sodium

Citrate de sodium

Sulfate magnésium

Bleu de bromothymol

Agar

Eau distillée

pH :6,8

Gélose de Gause

Amidon

KNO3

NaCl
MgSO4x7 H20
K2HPO4

10g
0,3g

29

29

29
0,059
0,029
0,019
15¢g
1000ml

19

19

59

29

0,29
0,08g
159
1000 ml

20g
1g
0,59
05¢g
05¢g
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FeSO4
Agar

Eau distillée
pH: 74

Gélose Sabouraud

Peptone de gélatine
Glucose

Agar

Eau distillée

pH :5,6

Gélose TSI (Triple Sugar Iron)

Peptone de viande
Protéose peptone
Extrait de viande

Extrait de levure
Glucose

Saccharose

Lactose

Citrate de fer ammoniacal

Chlorure de sodium

Sodium thiosulfate
Rouge de phénol
Agar

Eau distillee

pH 7,2

ISP1

Tryptone
Extrait de levure
Agar

Eau distillée

10mg
159
1000ml

10g
20g
15¢g
1000ml

159
59
39
39
19
10g
10g
0,39
59
0,39
0,059
18¢g
1000mL

59

39

159
1000ml
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pH:7,3

ISP 2

Extrait de levure
Extrait de malt
Glucose

Agar

Eau distillée
pH:7,3

1S

w

Solution d’avoine 11 (Annexes 3)

Solution d’oligo-éléments 1ml (Annexes 3)
Agar

pH: 7,2

ISP4

Amidon soluble

K2HPO4

MgSO 4.7H20

NacCl

(NH4) 2S04

CaCO3

Solution d’oligo-éléments 1ml (Annexes 3)
Agar

Eau distillée

pH: 7.4

Milieu AF

49

10g

49

15¢
1000ml

159
pH: 7,2

10g

19

19

19

29

29

Iml

159
1000ml
pH: 74
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Extrait de malt
Extrait de levure
Glucose

NaCl

CaCo3

Agar

Eau distillée

pH 7,0

Mueller Hinton

Infusion de viande de boeuf
Amidon

Hydrolysat de Caséine
Agar

Eau distillée

pH 7,3

109

49

29

2,59

19

15¢g
1000ml

29

15¢g
17,59
179
1000ml
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Annexe 2
La composition des tampons et solutions :

Solution d’avoine

Grains d’avoine 20g

Eau distillée 1000ml

Faire bouillir pendant 20 minutes, filtrer sur gaz et réajuster le volume a 1000ml.

Solution d’oligo-éléments

FeSO4 7TH20 0,19
MnCI2 4H20 0,19
ZnS0O4 7TH20 0,19

Eau distillée 100ml



