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Introduction

Abraham et Chain décrivirent en 1945, une substance produite par un colibacille, qui
inhibait completement la pénicilline et la dénommerent pénicillinase. En 1945, Fleming mit
en garde la population, dans un article du New York Times daté du 26 Juin 1945, contre une
utilisation abusive de la pénicilline pouvant conduire a lapparition et a la propagation des
bactéries résistantes. Cing ans plus tard, a Paris et a Londres, la moitié des souches de
Staphylocoque était résistante a la pénicilline (In Briand, 2009). A partir de cette époque, le
probléme de la résistance des antibiotiques s’est propagé dans le monde et devient un
probleme mondial. En effet, TOMS a déclaré par le biais de sa directrice générale « Margaret
Chan » lors de la journée mondiale de la santé organisée le 7 Awvril 2011: «...Si nous ne
prenons pas d'urgence des mesures pour corriger cette situation et en protéger les acquis,
nous allons vers une ére post-antibiotiques, dans laquelle de nombreuses infections courantes

ne pourront plus étre soignées et recommenceront a tuer".

Vu ses considérations ci-dessus, la solution a long terme pour contrer les résistances
microbiennes est de développer ou rechercher de nouvelles molécules antimicrobiennes, que

ce soit par :

» Synthése de nouvelles molécules et/ou hémi-synthése a partir de structures
connues.

» Exploiter les populations microbiennes non cultivables par le concept de
métagénomique (Peric- Concha & Long, 2003), qui consiste a I'extraction de
I’ADN d’un échantillon de I’environnement, le métagénome, qui sera cloné
dans des wvecteurs artificiels qui sont transformés dans des hoétes de
substitution. Ces banques d’ADN environnemental sont ensuite screenées
pour leurs activités biologiques (Zhang, 2005).

» lIsolement de nouvelles especes bactériennes ou fongiques a partir
d'écosystemes peu ou pas explorés, et l'analyse de leurs produits de

fermentation.

Notre travail s’inscrit dans la derniére voie a savoir la recherche des actinomycétes qui
sont les acteurs les plus prometteurs pour la production des métabolites a activité
antimicrobienne ; on les retrouve presque dans tous les milieux méme ceux ou la vie est
extrémement hostile tel que le sol de la sebkha (Boussaber & al, 2012). En particulier le
genre Streptomyces qui est a lorigine d’environ 70 % des molécules actives produites a

I’échelle industrielle pour les applications pharmaceutiques. Mais d’apres certains auteurs, les

)



Introduction

ressources en molécules d’intéréts pharmaceutiques a partir des Streptomyces ont été
largement exploitées, et actuellement parmi les métabolites du genre Streptomyces
découverts, nombreux sont des analogues de molécules déja connues, des composés n’ayant
pas d’activité antibiotique ou encore des composés mineurs (Berdy, 2005). Ces auteurs
affirment qu’il faut s’orienter vers I’isolement des actinomycetes rares afin de s’alimenter en
substances nouvelles. L’une des stratégies suivie pour 1’isolement des genres rares est la
recherche dans les environnements peu ou pas exploités, comme le sol de sebkha du Sahara
Algérienne qui se caractérise par un taux de matiere organique faible, une salinité élevée, une
température basse la nuit, et élevait le jour. Ces conditions explosent la compétition entre les
microorganismes sur les sources nutritionnelles, et réduits par ce fait, le taux des
microorganismes organotrophes aussi bien en quantit¢ qu’en qualité. Les actinomycetes,
comme ce sont producteurs des antibiotiques ils vont utiliser cette propriété a leur profit pour
qu’ils puissent persister dans le sol. Donc la chance de tomber dans des espéces rarement
isolées par le monde est élevée.

Plusieurs travaux confirment que les actinomyceétes isolés a partir des écosystémes
extrémes, sécrétent des molécules utiles. Salinispora tropica est un actinomycete isolé a
partir de sédiments marin, secréte le SALINOSPORAMIDE A doué d’une activité

anticancéreuse (Ma & al, 2011).

Afin d’atteindre notre objectif, nous avons suivi la démarche suivante :

» Isolements des actinomycétes a partir des échantillons du sol prélevés de differents
endroits de la sebkha de Kenadsa (Bechar).

» Criblage du pouvoir antimicrobien des souches isolées.

» Extraction et étude préliminaire des substances antimicrobiennes sécrétées par 1’isolat
sélectionne, en utilisant des techniques chromatographiques et spectroscopigques (UV-
VISIBLE et Infrarouge).

» ldentification de 1’isolat sélectionné sur la base des critéres chimio-taxonomiques

morphologiques, physiologiques ainsi que biochimiques.
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Synthése Bibliographique

1. Définition et principaux caracté ristiques

Les Actinomycétes sont des Bactéries filamenteuses dont la croissance donne lieu &
des colonies constituées d'hyphes, qui irradient par croissance centrifuge tout autour du germe
qui leur a donné naissance (Rastogi & Kishore, 1997). Cela explique leurs dénominations en
grec « Champignons a rayons » ou « Champignons rayonnants », expression utilisée pour les

désigner en anglais (Ray fungi) et aussi en allemand et en russe.

Les actinomycetes ont souvent été confondus avec les champignons (eucaryote) (Otto,
1998), du fait de I’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi de leurs
morphologies fongoides (Lefebvre, 2008). Mais actuellement ils sont classés définitivement
parmi les bactéries (procaryote), du fait que leurs matériels génétiques et dépourvut de noyau,
contrairement aux eucaryotes dont le matériel génétique est inclus dans un noyau entouré
d'une enveloppe nucléaire. Les principales différences entre les champignons et les
actinomycetes peuvent étre résumées dans les points suivants:

e Leurs parois qui ne renferment ni cellulose ni chitin, se retrouvent
respectivement chez les plantes et les champignons (Shukla, 2010),

e Le diamétre de leurs mycéliums est approximativement le un dixieme de celui
de la plupart des hyphes fongiques (généralement 0.7 a 0.8 um),

e Leurs sensibilités aux attaques des bactériophages et lysozymes (Hawker &
Linton, 1971).

e Leurs sensibilités aux antibiotiques antibactériens (Rangaswami & al, 2004.
Winn & Koneman, 2006.).

Les actinomycétes sont des bactéries de coloration de Gram positifs (Dgigal, 2003), a
taux élevés de (G+C) compris entre 60-70 % (Pelmont, 2005), formant des filaments minces
et ramifiés qui, lorsqu’ils évoluent sur un substrat solide, comme la gélose, ils se
développent a la fois sur la surface et a I’intérieur de celui-ci (Prescott, 2010).

Ils ont une croissance lente par rapport aux autres bactéries, le temps de génération
moyenne est environ 2 a 3 heures (Beckers & al, 1982).

2. Historique

Waksman (1959) divise en quatre grandes périodes I’ histoire des actinomycetes.

» La premiére (1874-1900), est celle de la découverte de leurs roles dans la
pathologie : Cohn en 1875 découvre le premier actinomycéte qu’il appela
Streptothrix foeresteri; Harz en 1877, isola 1’agent responsable des

actinomycoses du bétail et le nomma Actinomyces bovis.




Synthése Bibliographique

» Seconde période (1900-1919) se rapporte a la mise en évidence et a I'étude des
Actinomycétes du sol : avec les travaux d’Orla Yensen (1909) qui créa la famille
des Actinomycétacées qui comprend un seul genre Actinomyces, par la suite, de
nombreuses especes telluriques furent isolées et décrit, Buchanan (1917) créa
I’ordre des Actinomycétales.

Les espéces qui composant le genre Actinomyces, étaient tres différentes, certains

auteurs ont commenceés par scinder ce genre en plusieurs autres.

» Troisiéme période (1919-1940) : au cours de laquelle une meilleure connaissance
des germes a été acquise, grace aux recherches de Orskov (1923) qui créa le genre
Micromonospora. Ce genre regroupe les actinomycetes qui ne produisent pas de
mycélium aérien. Jensen (1932) regroupe dans le genre Paraactinomyces
(actuellement Nocardia) les actinomycétes dont le mycélium de substrat se
fragmente.

» Quatrieme période : commence en 1940, et correspond a I’époque des
antibiotiques produits par les actinomycetes, avec la création du genre
Streptomyces (en combinant les noms des genres Streptothrix et Actinomyces) par
Waksman et Henrici en 1943 qui regroupe les actinomycetes dont le mycélium
aérien produit des chaines de spores portées par des sporophores, En 1958
Pridham et al, proposa un systeme de classification des Streptomyces basé sur la
morphologie des chaines de spores et la couleur du mycélium aérien ; Ettling et al
(1958) introduit un critere important dans la différentiation des especes : la
production des pigments mélanoides.

3. Morphologie des actinomycetes

Morphologigquement on peut rencontrer, en plus des filaments ramifiés, des bacilles et
aussi des coccobacilles comme Rhodococcus et Mycobactérium (Avril & al, 1992).

Dans certains cas, seul le mycélium de substrat est formé, tandis que dans le cas le
plus extréme il y a formation uniquement de mycélium aérien, comme chez les Sporichthya
(Falkow, 2006).

Les filaments mycéliens peuvent produire des spores, soit uniques (exp :
Micromonospora), soit en chaines (exp : Streptomyces), soit groupées dans des sporanges
(exp : Actinoplan)

D’autres structures morphologiques sont observées chez certaines especes

d’actinomycetes a savoir: des sclérotes sont formés dans le genre Chainia, des synnemas (ou

)
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corémies) par les Actinosynnema et des vésicules, différentes des sporanges, chez les Frankia
et les Dactylosporangium (Neyra. 1992).

L’analyse des hyphes des actinomycétes par imagerie révele la présence de deux
catégories de filaments (figure 1), pellet et les hyphes dispersés.

Les hyphes dispersés sont divisés en deux formes « freely dispersed » et « mycélium

clumps ou aggrégate » (Cox & al, 1998).

Freely dispersed /E’<</

Dispersed -

Mycelial clumps
or aggregates )\

Pellet —————

Figurel : Morphologie des hyphes en croissance dans le milieu liquide (Almaris, 2007).

La premiére forme (pellet), est un agrégat de plusieurs hyphes enchevétrés, leurs
diameétres peuvent varier de plusieurs micrometres a plusieurs millimétres ; la seconde forme
c’est des hyphes indépendants dispersés (Cox & al, 1998).

Au cours d’un processus de fermentation, la forme pellet pose probleme, a cause de
limitation de diffusion des nutriments et de 'oxygene a traverses les hyphes, ce qui conduit a
une autolyse, mais heureusement au cours de la fermentation industrielle, c’est la forme des
hyphes indépendant disperses qui dominent (90% des cas) (Cox & al, 1998).

4. Physiologie de développement

La croissance des actinomycétes est influencée par plusieurs parametres
physiologiques en particulier: ’'oxygene, le pH, la température... etc.

4.1. L’oxygene

On peut deviser les actinomycetes selon leurs types respiratoires en deux groupes.
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e Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui
sont des commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et des animaux
supérieurs, lls font partie de la flore de Veillons (Avril & al, 1992).

e Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la
nature en particulier sur le sol (Avril & al, 1992).

4.2 Le pH

Pour le pH, la plupart des actinomycétes se comportent comme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7-8,
mais en peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4 (McKinney,
2004), telle est le cas pour les souches acidophile comme le genre Streptacidiphilus
(Wang & al, 2006)

4.3 La température

La température optimale de croissance est entre 25 a 30 C°, mais les especes
thermophiles peuvent croitre a des températures de 55 a 65 C° (Rangaswami & al, 2004).

4.4 L’activité de I’eau (Aw)

La germination des spores de la pluparts des actinomycetes, peut-étre observée a des
valeurs d’activité¢ d’eaux supérieures ou égales a 0.67, I’activit¢ d’eau optimale pour la
croissance et le développement des actinomycetes est égal a 0,98 (Zvyagintsev & al, 2005).

4.5 Tolérance en NaCl

Selon leurs exigences en Nacl, les microorganismes sont divisés en deux groupes :

> Les halophiles : ont besoin de sel (Nacl) pour leurs croissances, cette
concentration peut varier de 1-6 % (P/V) pour les faiblement halophiles,
jusque 15-30 % pour les bactéries halophiles extrémes.

> Les halotolérants acceptent des concentrations modérées de sels mais non
obligatoires pour leurs croissances. On distingue, les Iégerement tolérants
(tolere de 6 a 8 % de NaCl (P/V)) ; les modérément tolérants (tolére de 18 a
20 % de Nacl (P/V)) ; et les extrémement tolérants (se développe de 0 %
jusqu'a saturation en Nacl) (Nanjani, 2011).

Différentes stratégies sont suivies par les microorganismes halophiliques pour assurer
I’osmo-régulation de leurs cytoplasmes tout en gardant une concentration faible en ions de
sodium (Na*) (Oren, 2002).

- La premiére consiste a I’'accumulation des ions de K* et CI' dans leur cytoplasme

sous forme de KCL (Sandhya & al, 2011), a des concentrations plus élevées que
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la concentration de Nacl présente tout au tour du milieu. Ce mode d’adaptation est
énergétiquement moins colteux (Oren, 1999(). Oren, 2006).

- La seconde agit par exclusion des différents ions présents dans le cytoplasme, par
des pompes, tout en accumulant des solutés organiques pour maintenir 1’équilibre
osmotique. Les différents solutés organiques utilisés sont : glycérol, betaine,
ectoine, les sucres comme le saccharose et trehalose (Galinski, 1995). Ce mode
est énergétiqguement colteux a cause du codt de la synthese des molécules
organiques (Oren. 1999 ().

5. Cycle de vie

Le cycle de vie de nombreux actinomycétes commence par la germination des spores
(Figure2), processus qui nécessite la présence des ions de calcium. Cette germination donne
naissance a un myceélium primaire ramifié (O'Gara & al, 2008).

Un mycélium aérien vient de se dresser au-dessus du mycélium de substrat. En effet
ce dernier s’autolyse et les produits de la lyse sont utilisés par le mycélium aérien, c’est a ce
moment la que les composés médicalement utiles sont synthétisés, et on les appelle
métabolites secondaires (Smaoui, 2010).

A Textrémité du mycélium aérien se forme des spores asexuees a paroi fine appelées
conidies ou conidiospores, ces spores naissent par séptation du mycélium primaire
habituellement en réponse a un stresse d’environnement (manque de nutriment). Si les spores
sont localisées dans des sporonges, on les appelle des sporongiospores. Généralement ces
spores ne sont pas résistantes a la chaleur, mais résistent bien a la dessiccation et ont de ce fait
une importante valeur adaptative, les actinomycetes sont immobiles, excepte pour les spores

de certains genres (Actinoplan, Spirillospora....ctc.) (Prescott & al, 2010).
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Figure 2: Cycle de développe ment des actinomycetes sur milieu solide
(Breton & al, 1989).
6. Distribution des actinomycétes et fonction écologique

Les actinomycetes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow & Williams
1983). Ainsi, ils peuvent étre dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans lair.
Toutefois, ils sont particulierement abondants dans le sol, spécialement dans les sols alcalins
et les sols riches en matieres organiques ou ils constituent une part importante de la
population microbienne (Logman, 2009).

Certains genres d’actinomycetes préférent des habitats spécifiques, comme les
Micromonospara qui sont abondants dans les lacs, les Actinomyces et les Nocardia préferent
les cavités des hommes et des animaux, et les Thermoactinomyces qui se retrouvent
généralement dans les sources hydrothermales ou la température est élevée. Les Streptomyces
sont tres abondants et se retrouvent presque partout, Enghusen (1956) explique I’abondance
de ce genre par la résistance a la dessiccation de leurs spores (plus de trois ans) (Waksman,
1959).

Le premier dénombrement des actinomycetes dans le sol est réalisé par Hiltner &
Stormer (1903) qui ont indiqué que le pourcentage des actinomycetes représente (13 a 30) %

de la totalité microbienne du sol. Cette variation dépend de plusieurs parameétres, tels que:
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e Lasaison :au printemps les actinomycetes représentent 20 % de la population
microbienne, ce pourcentage chute jusqu'a 13 % en été tandis qu’en hiver le
pourcentage des actinomyceétes atteint sa valeur maximale (30 %) (Waksman,
1959).

e La profondeur : D’aprées Waksman (1967), le rapport microorganisme totaux/
Actinomycétes, diminue au fur et a mesure que la profondeur augmente
(Breton & al. 1989).

La fonction écologique principale des actinomycétes au sein des écosystemes est la
décomposition des substances organiques (Prescott & al, 2010) , gréce a leurs capacités de
produire une large gamme d’enzyme hydrolytique, comme les protéases, les nucléases, les
lipases ...etc (Prakash & al, 2012), ainsi que les enzymes pour I’hydrolyse des sucres
complexes comme : la cellulose, hémicellulose et certaines d'entre eux attaquent méme la
carapace chitineuse des cadavres d'insectes (Maier & al, 2009).

Au niveau de la rhizosphére, les actinomycétes forment des relations symbiotiques avec
les racines des plantes, en contribuant & la promotion de leurs croissances par des effets
directs et indirects (Barreto & al, 2008). Les effets directs comprennent la solubilisation du
phosphate, la fixation d'azote, la production de phytohormones, (EI-Mehalawy & al, 2004),
tandis que les effets indirects peuvent étre dus au contrdle des agents pathogénes par la
production des métabolites secondaires, tel que les antibiotiques (Barreto & al, 2008), ou par
la compétition nutritionnelle vis-a-vis des agents pathogénes, comme par exemple la synthese

des sidérophores, qui sont des chélateurs du fer (Getha & al, 2005).

7. Taxonomie des actinomyceétes

En se basant sur le systeme de classification de Murray (Bergey’s Manual of Systematic of
Bacteriology, Murray et al., 1989), les actinomycetes ont été classés dans le regne des
procaryotes, division des Firmicutes (bactéries Gram-positives), classe des Thallobacteria
(bactéries Gram-positives ramifiées), dans laquelle on trouve 1’ordre des Actinomycétales
(Ouhdouch, 2003. Alauzet, 2009).

La taxonomie des actinomycetes a évolué en fonction du développement des
connaissances, durant ces 30 dernieres années elle fut marquée par quatre périodes dont
chague une a porter des nouveaux critéres de classification :

7.1 Premier période
C’est la période classique, ou seuls les criteres macro et micromorphologiques,

permettaient de différencier les genres entre eux. Les caracteres morphologiques décrits dans
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la clé d’identification par Nonomura (1974) sont beaucoup utiles dans l'identification

des streptomycetes (Thenmozhi & Kannabiran 2010). Ils sont comme suit :

la couleur de mycélium aérien: Les streptomyces sont divisés en sept groupes
selon la couleur du mycélium aérien « grise, rouge, jaune, blanc, bleu, vert, et
violet ».

les pigments mélanoides.

Fragmentation du mycélium de substrat

La couleur de mycélium de substrat

Les pigments solubles : les actinomycétes sont divisés en deux groupes selon
leurs pouvoirs de production des pigments outre que les pigments mélanoides :
productrice et non.

La morphologie des chaines de spores: les chaines de spores peuvent étre
simples ; droit a flexueuses (type « rectus-flexiblis= RF), en crochet ou en boucles
(type « rectinaculum-opertum » = RA), ou en spirales (type «spira » = S), comme
elles peuvent étre verticillees, Biverticillus (BIV), Biverticillus-Spira ( BIV-S).
Monoverticillus (MV), Monoverticillus - Spira (MV-S) (Figure 3).
L’ornementation de la surface des spores : les spores peuvent avoir une surface
lisse (type smooth), rugueuses (type warty), épineuse (type spiny) ou chevelue

(type hairy) (Figure4 et 5).
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Figure3 : Morphologie des chaines de spores des actinomycetes
(Shirling & Gottlieb, 1966).
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Figure 5 : Diffé rentes chaines de spores chez les Actinomycetes ; spores endogénes (A)
et spores exogenes (B) (Breton & al, 1989).
7.2 La seconde période
C’est la période d’utilisation de la chimio-taxonomie. Selon Goodfellow & Minnikin, 1985,

la chimio-taxonomie est I'utilisation des caractéres chimiques dans la classification des

B
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organismes. Selon les travaux de Becker & al. 1964 ; Lechevalier et Lechevalier (1970),
certains constituants cellulaires (les acides aminés pariétaux, les lipides des enveloppes
cellulaires et les sucres cellulaires) ont une grande importance taxonomique dans la
classification des actinomycétes, ces constituent on les retrouvent généralement soit dans la
paroiou dans la cellule entiere (Sabaou, 1988).
» Les acides aminés et les sucres
Chez les bactéries a Gram négatif, la structure chimique des peptidoglycanes est
uniforme, a quelgque exception pres, par contre, chez les bactéries a Gram positifs, la
composition en acides aminés et en sucres se révele un critere taxonomique de poids (Meyer,
& al 2004).

L’¢tude de la composition de la paroi cellulaire des actinomycétes montre quelle ne
renferme ni chitine, nicellulose, mais qu'elle est composeée soit d'une :

e Glycoprotéine contenant de la lysine ; ce type de paroi est rencontré chez les formes

fermentatives, habitants naturels des cavités de I’homme et des animaux, illustrées par
le genre Actinomyces (Lechevalier et Lechevalier, 1970).

e Glycoprotéine contenant I’acide 2,6 diaminopimélique (DAP) ; Il est le plus souvent
rencontré chez les formes oxydatives retrouvées essentiellement dans le sol, tel que les
Streptomyces (Lechevalier et Lechevalier, 1970), il est présent au niveau des parois
de la plupart des actinomycetes sous deux formes isomériques ; la forme LL et la
forme meso.

L’analyse des constituants cellulaires est devenue obligatoire pour la classification des
actinomycetes qui était auparavant assez ambigte. Plusieurs especes de position systématique
douteuse ont été reclassées dans d’autres genres et plusieurs genres ont été créés par la suite.
Le tableaul illustre les principaux types de parois rencontrés chez les actinomycetes

aérobies.

E
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Tableau 1: Types de paroi chez les actinomycétes (Prescott & al, 2010)

Type de Acide diaminopimélique Acide aminés Sucres
par oi
Isomere Isomere DL Glycine  Lysine Arabinose Galactose Xylose  Madurose ©
LL (méso)
I1C + - + - - - - -
1D - + + - + - + -
1B - + - - - - - +
I C - + - - - - - -
IV A - + - - + + - -
VI - - - + - \Y - -

" a: 3-O-methyl-D-galactose.

+ Présent ; - : absent ; V: variable suivant la souche ;

- Les chiffres I; 1l; 11l ; IV ; VI : définis par Becker & al. 1964; Lechevalier et
Lechevalier (1970a) sur la base de la forme LL ou méso de I’acide
diaminopimélique et la présence ou non de la glycine et de la lysine.

- Les lettres A ; B; C; D : définis par Lechevalier et Lechevalier (1970b) sur la
base des constituants majeurs ensucres : galactose, xylose, arabinose et madurose.
» Les lipides

Les lipides sont aussi importants pour la classification des actinomyceétes, tout comme

le type de paroi cellulaire, qui fournit des informations de valeur dans la classification et
l'identification microbienne. Trois sortes de lipides sont étudiées : les acides gras a longues
chaines, les meénaquinones et les phospholipides.
e Les acides gras
Les acides gras les plus trouvés chez les actinomycétes, peuvent étre soit des courtes
chaines comportant 12-20 atomes de carbone, ou des longues chaines qui caractérisent le
groupe des acides mycoliques de 20 a 90 atomes de carbone (Minnikin & Goodfellow,
1981).
e Les quinones
Ce sont des lipides terpéniques, les quinones respiratoires ou isopréniques. Ils ont un
potentiel considérable comme marqueurs taxonomiques. Il existe 2 genres majeurs de
quinones respiratoires chez les bactéries soient: les ménaquinones (mieux connus sous le nom
de vitamine K2) et les ubiquinones (aussi appelées coenzyme 4) (Minnikin & Goodfellow,
1981).
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e Les lipides polaires : les plus courants chez les actinomycétes
sont les phospholipides (Minnikin & Goodfellow, 1981).
7.3 Troisieme période

Durant la troisieme période naissait la taxonomie numérique, qui a débuté dans les
années 70, et qui combine loutil informatique a de nombreux tests physiologiques pour
différencier les espéeces de chaque genre entre elles (Smaoui, 2010). Sneath & Sokal ont
défini la taxinomie numérique comme " le groupement d'unité taxonomique, entaxons a laide
de méthodes numériques sur la base des états de leurs caractéres” (Prescott & al 2003).

Le procédé consiste & déterminer la présence ou l'absence des caracteres sélectionnés
dans le groupe d'organisme étudié. Pour faire une classification précise et fiable, il faut
comparer de nombreux caractéres, au moins 50. Et il est également préférable d'inclure de
nombreux types de données différents: morphologique, biochimiques et physiologiques.
Chacun des caracteres est codés 1 pour présence du caractere, ou 0 pour absence du caractére.
Les degrés de similitude entre individus sont finalement représentés sous la forme de
dendrogramme, et permettent de rassembler dans une méme classe de similitude les individus
les plus semblables (Kitouni, 2007. Prescott & al, 2003).

7.4 La quatrieme periode

A débuter durant les années 80 et s’étend jusqu’a I’heure actuelle. Elle consiste a
l'application des données basées sur les acides nucléiques, aux problémes de systématique. Le
terme taxonomie moléculaire signifie l'utilisation de 'ADN et de 'ARN pour l'étude des
relations entre les organismes (Judd & al, 2001).

La structure générale des génes codants pour 1'ARNr 16s est hautement conservée
chez tous les étres vivants, et sa séquence présente des zones qui sont presque invariables
appelées séquences signatures oligonucléotidiques. Ces derniers serviront comme outil pour
identifier spécifiquement les actinomycétes (Alauzet, 2009).

Sur la base de I’analyse de ’ARNr16s ’ordre des actinomycetales est divisé en 14
sub-ordres : Actinomycineae, Actinopolysporineae, Catenulisporineae, Corynebacterineae,
Frankineae, Glycomycineae, Jiangellineae, Kineosporineae, Micrococineae,
Micromonosporineae, Propionibacterineae, Pseudonocardineae, Streptomycineae and

Streptosporangineae (Adegboye & Babalola, 2012).
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8. Antibiotiques sécrétés par les actinomycetes

Les actinomycetes tiennent une tres grande importance dans le domaine de la
biotechnologie des antibiotiques, malgré les progrés de synthéses chimiques. En effet, 45%
des antibiotiques connus, sont naturellement issus des actinomycetes et plus particulierement
du genre Streptomyces (Figure 6) (Sibanda & al. 2010). Parmi les antibiotiques qui ont des
applications thérapeutiques on peut citer : les aminoglycosides, les anthracyclines, les

glycopepetides, les beta- lactamines, les tetracyclines, les macrolides, les nucliosides...etc.

-

Actinomycetes :

- 75,5 % Streptomyces sp.
- 24,5 % Actmomycétes rares

m Produits issus de bactéries non actinomycétales,

m Bactéries actinomycétales, Champignons microscopiques

Figure 6 : Origine des antibiotiques (Berdy, 2005)

Outre les antibiotiques, les actinomycétes produits d’autres molécules qui ont des
applications biotechnologiques variées, telles que :

- Antitumorales : actinomycine, adriamycine, rebeccamycine- (Uyeda, 2004).

- Antivirale, antiparasite ;

- Insecticides : nikkomycine-, miticides herbicides : phosphinothricines.

- Piscicides : antimycine A-,
Ainsi que d’autres substances ayants des activités biologiques les plus diverses

(immunosuppressives, immunostimulantes) (Sanglier & al, 1993).
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1. Echantillonnage

Dix échantillons du sol ont été prélevés a partir de différents endroits de sebkha de
Kenadsa, situer dans le sud-ouest de la wilaya de Bechar (Figure 7 et Planchel), durant le

mois de Février 2012.

Chaque échantillon du sol est prélevé a partir d’un mélange de cing aliquotes
récupérer sur un carré de 100 m? de surface par la technique de Pochon et Tardieux (1962).
Cette technique consiste a écarter les cing premiers centimetres du sol a ’aide d’une grande
spatule et une quantité de 100 a 150 grammes du sol sont prélevés par une petite spatule puis
placée sur une feuille d’aluminium. Les cinq aliquotes sont bien mélangées et a partir du
mélange 50 grammes du sol sont prélevés puis placés dans un flacon stérile ce qui constitue

un échantillon, les autres échantillons sont prélevés de la méme maniere.

2. Analyses physico-chimiques du sol
2.1 Mesure de pH

Le pH est déterminé a ’aide d’un pH- metre (HANNA pH 209) a électrode, ce dernier est
plongé dans une suspension dont le rapport (sol/ eau) est de 2/5 (g/ml) (Kumar & al, 2012).

2.2 Dosage d’humidité

Une quantité de 10 grammes de sol de chaque échantillon sont séchée dans un four a

moufle jusqu'auX poids constants a la température de 105C°. L humidité est calculée par la
formule (Smith & al, 1998)

(P1— Pt) — (P2 — PY)

% H =
o (P1— Po).

P1:poids de I’échantillon avec la tare avant séchage.
P2 : poids de I’échantillon avec la tare apres séchage.
Pt: poids de la tare.

H% : Humidité.
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Figure7 : Carte géographique indiquant le site de préléevement des échantillons
(Source : DPAT).
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Photol : Vue générale de la sebkha de Kenadsa

Photo3 : Sol de I’échantillon N°4. Photo4 : Sol de I’échantillon N°3.

Planchel: Prélevement des échantillons a partir de la sebkha de Kenadsa (Bechar).

E



Matériels et Méthodes

2.3 Dosage de la matie re organique

La matiére organique est caractérisée par sa forte teneur en carbone, qui se transforme
par oxydation en gaz carbonique. La détermination de la teneur en matiére organique d'un
échantillon de sol repose ainsi sur la détermination de la masse de sa fraction organique. Deux
méthodes sont disponibles pour effectuer cette détermination: calcination ou par titrage d'une

substance réagissant avec le carbone organique.

Nous avons utiliseé la premiére technique : Les échantillons du sol préalablement
tamisés a 2mm, sont séchés a létuve a la température de 100°C afin d’éliminer leau. La
calcination du sol est obtenue par incinération de 5 g du sol dans un four a moufle a haute
température (475°C) pendant 16 heures (Lee & Hwang, 2002). La matiére organique est
calculée comme suite :

R ) Poids du sol avnat calcination — Poids du sol aprés calcination
% Matiere organique =

Poids du sol avant calcination .

3. Isolement des actinomycetes

3.1 Prétraite ment des échantillons

Avant I’isolement, les échantillons du sol subis un prétraitement pour améliorer le nombre

des actinomycetes, pour cela deux prétraitements ont été appliqués :
» Le séchage

Les échantillons du sol sont séchés a la température ambiante pendant sept jours; ce
prétraitement a comme effet la réduction de la flore bactérienne dans les échantillons du sol
(Suwan & al, 2012).

» L’enrichissement des échantillons par le bicarbinate de calcium (CaCO3)

Nous avons utilise la méthode décrite par El-Nakeeb et Lechevalier (1963). 10 g de
chaque échantillon du sol a été mélangé avec 1 g de CaCQOg, le tout est incubé pendant 7 a 9
jours a la température ambiante dans une atmosphére saturée d’humidité. Ce prétraitement a
pour effet la réduction de la flore fongique ainsi que I’augmentation du nombre

d’actinomycétes contenue dans chaque échantillon (Arshad & al, 2012).
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3.2 Les milieux de cultures

Quatre milieux de cultures recommandées pour I’isolement des actinomycétes, ont été
utilisés, qui sont :

e Milieu Bennett (Lee & al, 2011);

e Milieuamidon extrait de levure peptone (M2) (Boughachiche & al, 2005) ;

e Milieu International Streptomyces Project 2 (ISP2) (Ara & al, 2012).

e Milieu caséine amidon agar (CAA) (Sharma & al, 2011).

La composition de chaque milieu de culture est donnée dans I’annexel. Le pH de chaque
milieu de culture est ajusté a raison de 7.4 + 0.2 avant la stérilisation. Pour favoriser
I’isolement des actinomycetes, nous avons supplémenté chaque milieu de culture par 7%
(P/V) de NaCl et 25ug/ml de I’antibiotique oxytétracyline (SAIDAL).

3.3 Préparation de la suspension de dilution et ensemencement

La préparation des dilutions consiste tout d'abord a ajouter 10 grammes de terre broyés a
90 ml d'eau physiologique stérile. La suspension subit une agitation pendant 30 minutes par
un vortex, ce qui constitue la dilution 107. A partir de cette suspension mére on prépare les
dilutions 10 % et 10 (Kumar & al, 2010).

Un volume de 1 ml de chaque dilution est ensemencé par inondation a la surface de milieu
de culture coulé sur des boites pétries, avec trois répétitions pour chaque dilution.

Les boites sont mises dans un incubateur réglé a la température de 28°C, et ils sont
vérifiés régulierement pendant 21 jours (Rahman & al, 2010).

4. Observation microscopique

Toutes les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques aux
actinomycetes, colonies dures et incrustées dans la gélose, sont observées au microscope
optique, en utilisant la coloration simple par le bleu de méthylene, ainsi que la coloration de
Gram.

L’observation au microscope optique est effectuée avec des grossissements gradues
(%10, x40, x100) (Kalyani. & al. 2012).

5. Purification des isolats

Les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopigques et microscopigues,

sont purifiées pour obtenir des cultures pures.

A Taide d’une pipette pasteur stérile on préléve un inoculum a partir des colonies de milieu
d’isolement, qui sera ensuite ensemencé par épuisement sur le méme milieu que celui

d’isolement sous forme des stries. Cette derniere opération est répétée jusqu'a 1’obtention des
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cultures pures. La pureté des isolats est contrdlée par des examens microscopiques directs,
apres chaque repiquage (Boussaber & al, 2012).

NB : Il est préconis¢ d’éviter I’exces de repiquage, qui peut étre a l'origine des
mutations des isolats obtenus (Guiraud, 2003).

6. Conservation des isolats

Les isolats obtenus sont conservés pour étre utilisés dans des tests ultérieurs. La

conservation est réalisée selon deux techniques :

- Les isolats d’actinomycétes sont ensemencés sur la gélose de Bennett incliné puis
incubé pendants 7 jours a 28 °C. Les tubes sont ensuite conservés a 4°C
(Arifuzzaman & al, 2012).

- Les isolats sont ensemencés sur le milicu gélosé, puis incubés jusqu’a sporulation.
Les spores des isolats sont raclés puis conservés dans le milieu Bennett avec 20%
de glycérol a -18°C (Denis, 2007).

7. L’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des isolats d’actinomycetes est mise en évidence par deux
criblages, le premier criblage, réalisé sur le milieu solide, consiste a sélectionner le meilleur

isolat quisera utilisé dans le deuxieme criblage réalisé sur le milieu liquide.
7.1 Préparation de ’inoculum

Touts les microorganismes tests utilisés pour la mise en évidence de [Iactivité
antimicrobienne sont des souches de références ATCC conservées dans le Laboratoire de
Microbiologie Appliquée a I'Agroalimentaire Biomédical et a I’Environnement
(LAMAABE).

Pour cela, nous avons utilisé huit bactéries et une levure, dont cing a Gram positifs :
Starphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC25212), Bacillus
cereus (ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus stériothérmophilus (ATCC
12980), trois a Gram négatifs : Klebsiella pneumoniae (ATCC 70603), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27853), Escherichia coli (ATCC25522) et une levure Candida albicans
(ATCC10231).

L’inoculum est préparé a partir d’une culture de 18 heures sur le milieu BHIB, les
densités optiques sont ajustés a ’aide d’un densitometre (Fisher Scientific) fixé a la longueur

E



Matériels et Méthodes

d’onde 620 nm de manicre a obtenir une absorbance entre 0.08 a 0.1 qui corresponde a une
charge cellulaire*® 108 cellules/ ml. Les souches tests sont ensuite inoculées sur le milieu

Muller-Hinton.
7.2 Criblage primaire par la technique des cylindres agar

Les isolats d’actinomycétes sont ensemencés en strie serré a la surface du milieu
Bennett et incubés a la température de 28 °C pendant 14 jours. Des cylindres de 5 mm de
diameétre sont alors prélevés a I’emporte-piece et déposes a la surface du milieu Muller-
Hinton préalablement ensemencé par les bactéries tests. Les boites pétris sont ensuite placées
a 4 °C pendant quatre heures pour permettre une diffusion des substances et aprés elles sont
incubées a la température de 37 °C pendant 24 heures. Les zones d’inhibition formée autour

des cylindres sont alors mesurées (Pazhanimurugan & al, 2012).

L’activité antifongique est mise en évidence par la technique décrite ci-dessus, sauf
que le milieu PDA est utilisé a la place de Muller-Hinton et I’incubation est faite a 30°C

pendant 48 heures.

7.3 Criblage secondaire
» Choix de milieu optimal pour la production des substances

antimicrobiennes

Pour optimiser la production des antibiotiques, cing milieux de culture préconisés pour
la production des antibiotiques ont été testés : PELG ISP2, ISP1, Bennett, GEYA. Le test
d’activité antimicrobienne est réalisé par la technique de cylindre agar décrite précédemment.

La composition des milieux de cultures utilisées est donnée dans I’annexel.
> Extraction des molécules bioactives

Des Erlenmayers de 250 ml contenant 100 ml du milieu de production des substances
antimicrobiennes sont inoculés par les spores de Iisolat actif.

Les Erlenmayer sont incubés sous agitation, a 250 rpm, dans un Bains-Marie (Wise
Buth) réglé a la température de 28°C. Apres 14 jours d’incubation, la culture subit une
centrifugation a 3000 g pendant 15 minutes, afin d’éliminer le mycélium (Ili¢ & al, 2005 ;
Kamat & Kerkar, 2011 ; Pandey & al, 2011).
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Un volume de 20 ml de surnageant est mélangé avec le méme volume des solvants
organiques de polarités croissantes: chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol. L’extraction
des antibiotiques est effectuée sous agitation (250 rpm) a la température de 30 °C pendant une
nuit (Badji & al, 2011).

L’extrait organique obtenu est évaporé sous vide a 45 °C a l'aide d’un évaporateur
rotatif (Bucki, R11). Le résidu sec obtenu est repris dans 2 ml du méme solvant d’extraction
(Naorungrote & al, 2011).

L'activité antimicrobienne est évaluée en utilisant des disques de papiers filtres stériles
de 6 mm de diametres imprégnés par 20ul de chaque extrait, ainsi que I’extrait brut. Des
disques contiennent les solvants purs sont utilisés comme témoins (Raja & Prabakaran,
2011).

Aprés séchage, les disques sont déposés a la surface du milieu Muller-Hinton
préalablement ensemencé par les souches teste cibles selon la technigue NCCLS (Vimal,
2009). Les boites sont placées a 4 °C pour permettre une diffusion des substances, puis elles
sont incubées a 37 °C; les zones d’inhibitions sont mesurés aprés 24 heures d’incubation

(Ayari & al, 2012).

8. [Essais de caractérisation des principes actifs

8.1 Révélation chimique

Des plaques de gel de silice (60 F2s4) ont été activees a 110 ° C pendant une demi-
heure a I’étuve. Vingt microlitres d’un échantillon provenant du meilleur milieu de production
extraient par le meilleur solvant sont déposés graduellement sur la plaque de gel de silice. La
cuve chromatographique est saturée pendant deux heures par la vapeur de deux systé mes de

solvant suivant (Rakshanya & al, 2011)

- Acétate d’éthyle-méthanol (100 :15, v/v).

- Ethanol- ammoniaque- eau (8 :1 :1, v/v).

Ensuite les plaques sont introduites dans la cuve. Aprés développement, les plaques
sont séchées pour éliminer les solvants, puis elles sont observées sous lumiére UV a 255 et
366 nm (Boudjella & al. 2006).

La révelation chimique est réalisée en utilisant différents révélateurs : (Raja &
Prabakaran, 2011, Sherma, 2000) :
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- La ninhydrine,

- Leréactif de Molish

- Lechlorure de fer ferrique (FeCl).

Pour chaque tache obtenue en calculent le rapport frontal (Rf),

Distance parcourue parla tache

Rapport frontale =
bP Distance parcouruepar le frontde solvant

8.2 Révélation microbiologique

La revélation microbiologique est réalisée par deux techniques :

» La bio-autographie consiste a préparer des bandes de (20X1) cm de plaque
CCM qui regoit 50pul de ’extrait active. Une chromatographie est réalisée en
utilisant le meilleur systtme de solvant qui permit une bonne séparation des
molécules antimicrobiennes. Les bandes sont alors déposées a la surface des
boites contenants le milieu Muller-Hinton préalablement ensemencé par une
souche test sensible, le tout est placés a 4°C pendant quatre heures pour
permettre une diffusion des substances, puis les boftes sont incubées a la
température de 37°C pendants 24 heurs (Betina. 1973 ; Hozzein & al. 2011.,
Irena & Edyta.2011., Gulve & Deshmukh. 2012).

» Les spots qui apparaissent sont grattés puis solubilisés dans un solvant
approprié, apres 4 heures de contact, le gel de silice est éliminé par
centrifugation et le surnageant subit une évaporation a 45°C. Le résidu final est
récupéré dans 50pl de méthanol qui sera testé contre une souche de référence
sensible par la technique de disque. Apres pré-diffusiona +4°C puis incubation
a 37°C pendant 24 a 48 heures, les Rf des spots présentant une activité sont
calculés (Pazhanimurugan & al. 2010).

8.3 Etude spectral des molécules bioactives
» Spectre UV-VISIBLE des molécules bioactives
Les mesures de I'absorbance des extraits bioactives est réalisées entre 200 et 600 nm a
I’aide d’un spectrophotométre du type Spectronic Unicam UV 500, en utilisant des cuves en
quartz avec un trajet optique de 1 cm (Quhdouch & al. 2001).
» Spectre infrarouge des molécules bioactives
L’analyse spectrale par infrarouge est déterminée par un Spectrophotometre de type : Agilent

technologie cary 600 series FTIR spectrometer.
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9. Identification de I’isolat
L’isolat intéressant est identifié, sur la base des critéres morphologiques, chimio-

taxonomiques et physiologiques.

9.1 Etude chimio-taxonomique

Les différents isomeéres de 1’acide diamino-2-6-pemilique (DAP), ainsi que les sucres

de la paroi sont déterminés par la technique de Hasegawa & al (1983).
» Détermination des acides aminés

Une a deux colonies, d’actinomycetes a identifier, prélevées du milieu ISP2 sont
placées dans untube bienscellé avec 0.1 ml de HCL 6 N, les tubes subissent un autoclavage a

la température de 120 °C pendants 20 minutes.

2 ul de I'hydrolysat cellulaire est chromatographie sur couche mince en utilisant le
systtme de solvant : méthanol-eau distillé- HCI 6N- pyridine (80 :26 :4 :10). 1 pl d’une
solution de glycine a 1% est utilisée comme témoin. Une souche contrdle de Streptomyces
LAMI1001 isolée est identifice dans le laboratoire de microbiologie de I’universit¢ de Bechar
et conservée au laboratoire de LAMAABE, est préparé de la méme maniére que I'isolat a
identifier. Cette souche est utilisee comme témoin pour mise en évidence de la forme LL de

I’acide diaminopimelique.

La révélation des taches est réalisée en pulvérisant une solution de ninhydrine 0.2 %
dans I’acétone (poids/volume), aprés séchage du chromatogramme pendant cing minutes a
100 °C, les taches de l'acide DAP sont de couleur verte pale alors que les autre acides aminés
ont une couleur pourpre. Dans ce systeme la forme LL de I’acide DAP migre plus rapidement
que la forme méso, alors que les autres acides aminés migrent plus rapidement que les formes
de DAP (Becker & al, 1964).

» Détermination des sucres

Une a deux colonies sont prélevees puis placées dans un tube scellé avec 0.1 ml de
HCL 0.25N. Les tubes subissent un autoclavage pendant 20 minutes.

2 pl de I'hydrolysat cellulaire, ainsi que 1pl des sucres t¢émoins a 1 % de Xxylose,
arabinose galactose, glucose, rhamnose et mannose sont déposés sur la surface d’une plaque
chromatographique qui sera développée dans le systeme de solvant n-butanol- eau distillé-
pyridine- toluéne (10: 6:6:1, v/v).
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Les sucres ont été localises sur le papier en pulvérisant une solution de réactif de
Molish et en chauffant dans un four de 100°C durant 5 min (Boone & Pine, 1968 ;
Lechevalier & Lechevalier, 1974).

Les sucres témoins migrent dans I’ordre (le plus lent vers le plus rapide) : galactose,
glucose, arabinose, mannose xylose, ribose, rhamnose. Le madurose migre a la méme
distance que le xylose, la différence entre les deux ce fait par la couleur (Staneck & Roberts,
1974).

» Recherche du caractere acido-alcool résistant

La coloration de Ziehl-Neelsen, consiste a préparer un frottis de I’isolat a identifier,
qui sera couvert par une solution de fuchsine pendant 10 minutes puis rincé avec de 'eau du
robinet, les lames sont ensuite recouvertes par une solution de I’acide sulfurique dilué a 4
pendant 3 minutes, puis rincées une nouvelle fois avec de 1’eau, apres ils sont recouvertes par
une solution d’alcool a 90° pendant cing minutes et lavées par I’eau. Les lames sont
recolorées une derniere fois par le bleu de méthylene pendant 30 secondes puis rincées avec
I’eau.

Une fois séchées, les lames sont observées au microscope optique, les bactéries quiont
dans leurs parois de I'acide mycolique (acido-alcool résistant) apparaissent colorées en rose,
tandis que les autres actinomycetes apparaissent colorés en bleu (Rousset, 1993).

9.2 Etude morphologique

» Aspect microscopique

La culture sur lamelle permet une observation de mycelium aérien et de substrat des
isolats sans altérer leurs structures et leurs morphologies. Elle consiste a insérer delicatement
une lamelle stérile dans un milieu gélosé approprié, de maniére a former un ongle de 45° avec
la surface de la gélose, une goute d’inoculum est déposée contre la lamelle en contacte avec le

milieu (Figure 8).

Apres 21 jours d’incubation, les lamelles sont retirées délicatement, pour éviter la
dénaturation de mycélium aérien et de substrat, puis elles sont placées sur une lame contenant
une goutte de lactophénole et sont observées au microscope optique au grossissement X100,
avec  lutilisation de quelques gouttes d’huile d’émersion pour éclaircir 1’observation

Shirling et Gottlieb (1966).
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Figure 8: Technique de culture sur lame.

9.3 Caracteres culturaux :

Les caractéres culturaux sont déterminés sur les milieux préconisés par Shirling et

Gottlieb (1966) dans International Streptomyces Project ou ISP :

ISP 2 : Extrait de levure - Extrait de malt- Glucose- Agar

ISP 3 : Farine d’avoine -Agar.

ISP 4 : Amidon- Sels minéraux- Agar.

ISP 5 : Glycérol- Asparagine- Agar.

La composition de chaque milieu de culture est donnée dans I’annexel.

L’isolat a identifier est ensemencé dans les différentes ISP. Les milieux sont ensuit incubés a

28 °C pendant 14 a 21 jours, et les caractéres suivants sont notes :

e Lacouleur de mycélium aérien et de substrat
e Lacroissance : faible, moyenne, bonne.
e Laproduction de pigment diffusible.
9.4 Caractéres physiologiques et biochimiques

» Production des pigments mélanoides

Réalisé sur deux milieux recommandés par Shirling et Gottlieb (1966) :
- ISP 6 : Peptone- Extrait de levure- Sels ferriques- Agar ;

- ISP 7 : Tyrosine- Agar recommandé
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La production des pigments mélanoides est appréciée aprés 14 jours d’incubation par

comparaison avec des milieux non ensemencés, mais incubés dans les mémes conditions.

» Tolérance au chlorure de sodium
Le milieu ISP2 contenant des concentrations croissantes en NaCl(0; 2.5;5;7.5; 10;
12.5et 15) % (P/V), est ensemencé par les spores prélevées d’une culture de 14 jours de

Iisolat d’actinomycéte a identifier.

L’incubation est réalisée a la température de 28 °C pendant 21 jours, et la croissance est
notée (faible, moyenne, bonne et tres bonne). La tolérance maximale au chlorure de sodium
correspond a la derniere concentration présentant encore une croissance (Shirling et Gottlieb,
1966).

» Détermination de la température optimale de croissance

L’isolat a identifier est incubé a différentes températures: (20; 30; 35; 40; 45; 50
et 55) °C. Aprés 14 jours d’incubation la température qui permet une bonne croissance est

notée.
> Utilisation des différents substrats carbonés

L’utilisation de 10 substrats carbonés est mise en évidence en utilisant un milieu de base

(ISP9) recommandé par Pridham et Gottlieb (1949).

Les différents substrats carbones utilisés sont : Arabinose, Fructose, Arabinose, Xylose ;
Lactose ; Glucose ; Saccharose ; Rhamnose ; Galactose ; Mannitol ; Cellebiose ; Maltose. 1ls

sont ajoutés au milieu (ISP9) a raison de 1% (p/v).

Apres ensemencement et incubation pendant 14 jours a 28 °C, la croissance des isolats
est estimée par comparaison des boftes contenants les différents substrats carbonés avec celles
contenant le milieu ISP9 sans source de carbone (t¢émoin négatif) ainsi qu’une autre boit de

milieu ISP9 contenant le glucose (t¢moin positif).
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Résultats et Discussions

1. Résultats des analyses physico-chimiques des échantillons du sol

Les résultats des analyses physicochimiques (pourcentage d’humidité, pourcentage de la
matiére organique, ainsi que le pH) des dix échantillons du sol, sont répertoriés dans le

tableau 2 :

Tableau2 : Résultats des analyses physicochimiques des dix échantillons de la Sebkha

de Kenadsa.
Echantillons El E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8 E9 E10
pH 883 896 905 871 7.85 8.53 8.15 8.17 8.56 8.33

%MO 043 036 05 8.2 114 6.53 6.73 5.40 6.8 5.33

%AH 9.5 825 95 183 2075 16.00 1796 2043 2066 16.90

pH : potentiel d’hydrogéne ; MO : matiére organique ; AH : humidité.

Le pH des dix échantillons du sol est basique, les valeurs allants de 7.85 pour
I’échantillon cinq (E5), a 9.05 pour I’échantillon trois (E3).

La matiére organique présente des pourcentages allants de 0.36% a 11.40% ; selon

Lee et Hwang. 2002 le taux de la matiére organique est considéré comme :

e Faible entre 4-7% : observé pour les échantillons : E6 E7 E8 E9 E10,
e Modéré entre 7.1-9% : pour I’échantillon E4,

o Elevée entre 9.1-11% : pour I’échantillon ES5.

Les échantillons E1 E2 et E3 ont un taux de matiére organique trés faible qu’on

retrouve en état de trace.

Selon les mémes auteurs, 1’humidité est faible si le pourcentage est compris entre (2-
9)%: pour 1’échantillon E2. Modéré entre (9.1-13)%: pour les échantillons E1 E3, et elle est
élevée entre (13.1-20)%: pour les échantillons E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10.

D’aprés le tableau 2, la plus part des échantillons ont un taux d’humidité élevé
(supérieurs a 13.1%), cela peut s’expliquer par la période d’échantillonnage qui a été faite

pendant la période pluvieuse.
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2. Résultats d’isolements des actinomyceétes

Les colonies d’actinomycetes apparaissent apres 14 a 21 jours d’incubation, sur les
quatre milieux d’isolements utilisés (Bennette, M2, CAA, ISP2) additionnés d’oxy-
tétracycline (25pg/ml) et 7 % de NaCl. Ces colonies sont reconnues par leurs aspects
macroscopiques (colonies dures incrustées dans la gélose) et microscopiques (aspects
filamenteux ramifier). Les résultats de I’isolement des colonies d’actinomycétes a partir des

dix échantillons du sol, sont présentés dans le tableau 3 :

Tableau 3: Nombre de colonies d’actinomycétes isolés a partir de chaque

échantillon.

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10

Nombres
de 0 0 0 15 2 0 0 0 1 0

colonies

Un totale de 18 colonies d’actinomycétes sont isolées a partir du sol de la sebkha de
Kenadsa. Le plus grand nombre d’isolat est obtenue a partir de I'échantillon E4 par 15
colonies, deux colonies sont isolées a partir de I’échantillon ES et une colonie seulement a

partir de ’échantillon E9.

La figure 9 résume le nombre des isolats d’actinomycétes isolés, en fonction des

milieux de cultures :

Nombre de colonie

-

10 7

8 1

6 1°

4 1 B Milieu de culture
2 _z-' ' '_'

0+ ; : .

Bennette M2 CAA ISP2

Figure 9 : Nombres de colonies d’actinomycétes isolés a partir de chaque milieu de culture.
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Selon la figure ci-dessus, le milieu caséine amidon agar (CAA) est le meilleur milieu
pour I’isolement des actinomycetes, suivis par le milieu Bennett. En effet le premier nous a
permis d’isolés 9 colonies, alors que cinq colonies ont ét¢ isolées a partir du deuxieme
milieu. Au contraire les deux milieux ISP2 et M2 nous ont permis d’isolées qu’un nombre

faible de colonies (deux colonies a partir du milieu ISP2 et trois a partir du milieu M2).
Discussion

Les travaux d’isolements sélectifs des actinomycetes halophilique a partir des milieux
extrémes sahariennes (comme le sol de la sebkha) sont relativement rares en Algérie
(Boughachiche & al, 2012 ; Reghioua & al, 2008). Meklat & al, 2011 ont isolés 52
souches d’actinomycetes a partir des échantillons collectés de diverse régions sahariennes
salines (conductivité électrique égale a 55mS/cm) : Adrar, Bechar, Djelfa, EI Golea, EI Oued,

Ghardaia, Laghouat, Ouargla et Tolga.

Plusieurs techniques de prétraitement des échantillons du sol, ont été appliquées dans
les différents programmes de screening des actinomycetes dans le sol, ils ont tous comme
objectifs a faciliter 1’isolement sélectif des actinomycetes, qui ont une croissance lente, par
rapport aux bactéries et aux champignons, qui génent par leurs croissances rapides, la
multiplication des actinomycetes. Afin d’augmenter le rapport

actinomycétes/microorganismes, trois stratégies sont suivies:

e Prétraitement chimique ou physique comme : Tutilisation des agents
sporosides (phenol, gluconate de chlorhexidine et le chlorure de benzéthonium)
(Thiemann, 2012) ; le chauffage des échantillons du sol (Baskaran & al,
2011), la centrifugation, séchage...etc. (Yamamura & al, 2012).

e Utilisation dans le milieu de culture de certaines sources de carbone ou d’azote
qui rende le milieu plus sélectif pour I’isolement des actinomycétes, comme :
caséine, chitine, amidon, glycérol, asparagine...etc.).

e Utilisation des antibiotiques qui empéchent la croissance des bactéries et les

champignons (Zhang, 2011).

Dans notre travail nous avons utilisé deux prétraitements, I’un physique c’est le

séchage, et I’autre chimique c’est I’enrichissement par le bicarbonate de calcium (CaCO3).

Le séchage des échantillons du sol a T'air libre pendant sept jours, a pour but la

réduction de la flore bactérienne contaminante. En effet les conidiospores des actinomycetes
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résistent bien a la dessiccation par rapport aux autres bactéries de coloration de Gram positif
et négatif qui vont crever (Khanna & al, 2011). Les travaux de Fan & al, 2010, indiquent
qu’'un séchage des échantillons du sol pendant 7 & 21 jours réduise considérablement le

nombre des champignons ainsi que les bactéries.

L’enrichissement des échantillons du sol par le bicarbonate de calcium est une
technique décrite par EI-Nakeeb et Lechevalier (1963). Cette technique a permis non
seulement une augmentation du nombre des colonies des actinomycetes par un facteur de 100
ou plus par comparaison aux échantillons non traités par le bicarbonate de calcium, mais aussi
une diminution de la flore fongique et bactérienne qui ont un temps de génération court et qui

peuvent exercer un effet compétitif avec les actinomycétes (Gurung & al, 2009).

Les résultats d’isolement indiquent que 18 actinomyceétes ont €té¢ isolés a partir de 10
échantillons du sol prélevés dans les différents endroits de sebkha de kenadsa. Ce nombre
faible d’actinomycétes isolés peut-étre expliqué par la période d’échantillonnage realisé en
Hiver (mois de Février). Selon les études de Hiltner & Stromer (In Logman, 2009), les
actinomycetes représentent 20% de la flore microbienne du sol au printemps, alors qu'en
automne la densite des actinomycétes dépasse les 30%, cet accroissement est lié a la
disponibilité des aliments pour les germes ; tandis qu’en Hiver, période d’échantillonnage, le

pourcentage chut a 13% a cause du gel.

Les résultats présents dans le tableau3, indiquent une distribution hétérogene des
actinomycetes isolés a partir de chaque échantillon du sol. En effet cela est di a la différence
dans les facteurs physico-chimiques, qui influent considérablement sur le nombre ainsique le
type des actinomycetes qu’abrite le sol (Hop & al, 2012 ; Adegboye & al, 2012). Selon Lee
et Hwang. 2002, les trois facteurs écologiques les plus importants qui influent sur la diversité

des actinomycetes dans le sol sont : le pH, la matiére organique et I’humidité.

D’autre facteur sont aussi important comme la température du sol, le type du sol, la

végétation et I’emplacement géographique....etc. (Adegboye, & al. 2012).

Le plus grand nombre des colonies des actinomycetes isolés sont récupérés a partir de
I’échantillon E4, avec 15 colonies, cela peut étre expliqué par sa richesse en matiére
organique par rapport aux autres échantillons. Ceci est corroboré avec plusieurs travaux qui
affirment que le nombre des actinomyceétes est en corrélation positive avec le pourcentage de
la matiére organique (Hayakawa & al, 1988. George & al, 2010).
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Les résultats indiquent que les actinomycétes sont absents dans sept échantillons du
sol (E1, E2, E3, E6, E7, E8, E10). Ceci peut s’expliquer par le taux de la matiere organique
faible pour tous ces échantillons, ainsi que par le taux d’humidité élevé qui caractérisent ces
échantillons. En effet le nombre des actinomycétes dans le sol est inversement proportionnel

au taux d’humidité (Lee et Hwang, 2002).

L’¢chantillon E5 riche en mati¢re organique par rapport aux autres échantillons n’a
donné que deux colonies d’actinomyceétes, ceci peut étre di au fait que la concentration a 7%
de NaCl ajoutée au milicu d’isolement était trop faible et par voie de conséquence défavorise

la croissance des actinomycetes de cet échantillon.

D’aprés certains auteurs, la technique universelle d’isolement des actinomycetes
n’existe pas. Il faut toujours varier les méthodes et les milieux d’isolement dans un méme
screening, afin de réussir I’isolement de la flore actinomycétale qui compose I’échantillon
étudié (Boudemagh, 2007). C’est la raison pour laquelle nous avons utilisés quatre milicux
de cultures (caséine amidon agar, M2, Bennett, ISP2) pour isoler des actinomycetes a partir
de la sebkha de Kenadsa. Parmi ces quatre milieux d’isolements, le milieu caséine amidon
agar additionné de 7% de NaCl s’est montré efficace en permettant une bonne récupération
des actinomycetes (9 colonies) a partir de la sebkha ; alors que les trois milieux Bennett, M2
et ISP2 ont donné respectivement 5, 3 et 2 colonies d’actinomyceétes. Cette différence
s’expliquerait par la présence, dans le milieu CAA, d’amidon et de caséine, qui stimulent la
croissance des actinomycétes préférentiellement aux autres bactéries (Boughachiche & al,
2005).

Plusieurs travaux ont confirmé que le milieu CAA est efficace pour I'isolement
sélectif des actinomycétes a partir d’écosysteme varié. Sharma & al (2011) ont isolés 134
actinomycetes par ce milieu, Gayathri & al (2011) a utiliser ce milieu pour isolés 20 colonies

d’actinomycetes a partir d’un sol salin.

Le milieu Bennett a permis lui aussi la récupération d’un bon nombre de colonies
d’actinomyceétes a partir de la sebkha. Cette propriété peut étre expliquée par la richesse de ce
milieu par les substrats carbonés (le glucose) et azotés (casaminoacides, extrait de levure et
extrait de viande), ce qui stimule la croissance des actinomycetes et facilite leurs isolements.
Les deux milieux, M2 et ISP2, donnent un faible rendement d’isolement d’actinomycetes. 11
est important de noter cependant, que plusieurs auteurs emploient autres milieux d’isolement,

afin d’augmenter les chances d’obtenir une grande variété de microorganismes.
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3. Diversité morphologique des actinomycetes isolés

Aprés 14 a 21 jours d’incubation, les colonies apparaissent, ils sont repiqués dans le
méme milieu d’isolement. Les colonies obtenues ont des tailles différentes (petite, moyenne,
grande) de forme variable (lisse, bombé, aplatie....etc.) sont tous incrustées dans la gélose,
possédant un mycélium végétatif surmonté d’un mycélium aérien de couleurs différentes

(jaune, blanche, marron...etc), parfois le mycélium aérien est absent.

L’aspect macroscopique des isolats est différent. Certains forment des colonies de
grande taille, d’autres de taille moyenne et certains d’autres forment des colonies de petite
taille. La forme des colonies était differente aussi: colonies bombées, aplatie,

poudreuse...etc.

L’aspect microscopique, indique que tous les isolats ont un aspect filamenteux ramifié
segmenté ou non, parfois il est fragmenté, ce qui les rapproche d’une facon certaine aux

actinomyceétes.

La technique de culture sur lamelle des différents isolats nous a permis d’obtenir les
photos microscopiques du mycélium aérien et végétatif des souches isolées, sur la base des
observations microscopiques par la technique de culture sur lamelle trois groupes sont

observés:

- Le premier groupe : formé par des isolats possédants des sporanges : LAM142cE1,
LAM142cE3, LAM142bH1, LAM142bH3, LAM142bH2, LAM143cG2, LAM153al2,
LAM142aK?2, LAM142cE5, LAM142cE4, LAM143cG3, LAM142cE2, LAM143cGl,
LAM153all. Avec un mycelium aérien sur lequel dressant un sporangiophore portant

des sporanges de différentes formes (Figure 10).
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LAM143CG3 LAM142bH1
Figure 10: Observation microscopique du mycélium aérien des isolats d’actinomycétes
(x100).

- Le deuxieme groupe ; formé par les isolats qui n’ont pas de structures particuliéres.
Dans ce groupe on trouve trois isolats qui sont : LAM142aK2 ; LAM143dL ;
LAM143dF.

e L’isolat LAM142aK2 :se caractérise par la formation de trés longue chaine
de spores, portées par le mycélium aérien, allant de 40 a 50 spores
(Figurell).

Figure 11: Observation microscopique du mycélium aérien de I’isolat
LAM142aK2 (x100).
e [’isolat LAM143dF : se caractérise par ’absence de mycélium aérien, et
de courtes chaines sporales sont portées par le mycélium végétatif.
e L’isolat LAMI143dL : se caractérise par un mycélium aérien stable et bien
développé, qui porte de courts sporophytes sur laquelle il y’a formation des

monospores de forme ovale (Figurel12).
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Figure 12: Observation microscopique de mycélium aé rien I’isolat LAM143dL (x100).

- Troisieme groupe : formé par un seul isolat qui forme des vésicules.
L’isolat LAM192aM : [l’observation microscopique de [’isolat LAMI192aM,
indique que le mycélium végétatif est trés fragmenté, tandis que le mycélium

aérien porte des vésicules globuleuses qui liberent des spores mobiles.

Figure 13: observation microscopique de I’isolat LAM192aM (x100).
4. Résultats de Pactivité antimicrobienne

Nous avons testé IDactivité antimicrobienne des isolats d’actinomycetes par la
technique de cylindres d'agar, afin de sélectionner les isolats les plus producteurs de

substances antimicrobiennes. Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau 4 :

E
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Tableau 4: Résultats de P’activité antimicrobienne (en mm) des isolats d’actinomycétes

vis-a-vis des souches testées.

E faecalis 5 « P E.coli

aureus cereus  subtilis pneumoniae aeruginosa albicans
LAM142cEl  9.33 8.33 - 15.66 - 13 10 11
LAM143dF - - - - - - - 23.66
LAM142cE3 - - - - - - 7 -
LAM143dL - - - - 12 19.66 - -
LAM142bH1  8.33 16 12 10 - - - -
LAM142bH3 11.66 10 9 14 - - 17.33
LAM142bH2 85 8 9.16 11 - - 8.5 11
LAM143cG2 9 8.16 10.5 - - - 8.5 11
LAM153al2 8.16 8 10.5 - - - - 10
LAM192aM 15 9.66 - - 8 - 8.33 -
LAM142aK2 9.33 9.33 15 - - 16 - 12
LAM142cE5 9 9.66 9.66 12.33 12.16 11.33 9.33 -
LAM142cE4 8 - 8 - 9 - - -
LAM142aK1 8.83 9.66 8.67 10.33 - 14.33 9.33 -
LAM143cG3 12.67 - 12.67 11.67 - 15 16 -
LAM142ceE2  9.83 - 10.66 10 - - 9.33 -
LAM143cG1 9.33 8 - - - - 9.33 -
LAM153all 9.33 10.33 11.66 - 8 10.66 - -

D’apres le tableaud, tous les isolats ont montré une activité antimicrobienne contre au

moins un microorganisme testé (bactérie ou levure).

Les deux isolats, LAM142cE3 et LAM143dL, sont actifs uniquement contre des
LAM142bH1,
LAM142bH3 et LAM153al2, agissent sur des bactéries a Gram positifs seulement, alors que

bactéries a coloration de Gram négatifs, tandis que les trois

isolats,

les douze isolats restant sont actifs & la fois contre des bactéries a colorationde Gram positifs

et négatifs. Par contre sept isolats sont actifs contre la levure Candida albicans.

L’isolat LAM142cES est actif contre toutes les bactéries testées.
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L’isolat LAM143¢cG3 inhibe toutes les bactéries testées a ’exception des deux

souches E. faecalis et K. pneumoniae, et donnant des zones d’inhibitions importantes

(supérieurs a 11 mm).

L’isolat LAM143dF est actif uniquement contre la levure Candida albican (activité
antifongique).

La plus grande zone d’inhibition est obtenue par I’isolat LAM143dF avec 23.66 mm
de diametre contre la levure Candida albicans, suivie par I'isolat 43dL. contre Pseudomonas
aeruginosa par une zone d’inhibition de 19.66 mm de diamétre. La plus petite zone
d’inhibition est observée par I’isolat LAM143cE3 contre la bactérie E. coli avec une zone

d’inhibition de 7 mm de diamétre.

La comparaison entre la sensibilité des bactéries testées vis-a-vis des substances

bioactives sécrétées par nos isolats est représentée dans le tableaus :

Tableau 5: Sensibilité des différentes souches testées vis-a-vis des substances

antimicrobiennes sécrétées par les différents actinomyceétes isolés.

Souches S. E. B. B. P. E. K. C.
testes aureus faecalis cereus  subtilis aerugenosa  coli  pneumoniae albicans
Isolats

) 12 12 8 7 10 5 7
actifs

Quinze isolats sont actifs contre la bactérie S. aureus, ce qui nous ameénent a dire que c’est
la bactérie la plus sensible, suivie par les bactéries E. faecalis et B. cereus avec 12 isolats actifs
pour chacune. Tandis que la plus résistante est K. pneumoniae avec cing isolats actifs

seulement.
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LAM142bH1 : = Sy LAMI192aM

= | LAMI42cES

K. pneumoniae. B. cereus. C. albicans.

C. Albicans S. aureus B. cereus.

Planche?2 : Test d’activité antimicrobienne des isolats d’actinomycétes.

E
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Discussion

Tous les actinomycétes isolés au cours de ce travail ont montré une activité
antimicrobienne contre au moins un microorganisme test utilise. En effet plusieurs travaux
ultérieurs ont corroboré le pouvoir antibactérien remarquable de ces bactéries (McKenzie &
al, 2010 ; Mythili & Ayyappa, 2011 ; Ng & Amsaveni, 2012).

Valli & al. (2012) ont isolé 21 souches d’actinomycétes a partir d’un échantillon
prélevé du bord de la mer (seashores) ou tous les isolats étaient capables de produire des

substances antimicrobiennes.

Ameur & Ghoul & al (2012) ont isolé sept actinomycétes a partir d’un échantillon
du sol de Sétif (Algérie) dont une (appartenant au genre Streptomyces) posséde une activité

antimicrobienne intéressante.

La présence d’activités chez tous les actinomycétes isolés a partir de différents
échantillons de sol de la sebkha de Kenadsa confirme que les actinomycétes isolés a partir des
milieux extrémes en un pouvoir antimicrobien remarquable par rapport a leurs homologues
isolés a partir des milieux naturels normaux (rhizosphére, eau douce, sol floristique...etc.)

(Gayathri & al, 2011).

Les résultats de I’activit¢ antimicrobienne indiquent que la plupart des isolats sont
actifs sur les bactéries a Gram positifs (S. aureus, E. faecalis, B. cereus, B. subtilis) que sur
les bactéries a Gram négatifs (E. coli, K. pneumoniae, P. aerugenosa). Cela, peut-étre attribué
a la différence morphologique qui existe entre les deux types bactériens. En effet les bactéries
de coloration de Gram négatif portent dans leurs membranes externes des sucres de natures
lipopolysaccharidique (LPS) ce qui rend leurs parois imperméables au passage des solutés
lipophiles, contrairement aux bactéries de coloration de Gram positif qui ont une paroi
tapissée uniquement par le peptidoglycane qui n’est pas une barriére efficace (Sateesh & al,
2011).

Plusieurs chercheurs ont observé la résistance remarquable des bactéries a Gram

négatifs par rapport a leurs homologues bactéries Gram positif (Ullah & al, 2012).

Cwala & al (2011) ont testés I’activité antimicrobienne de I’extrait brut de quatre espéces

appartenant a trois genres d’actinomyceétes. Les résultats trouvés indiquent que les

3
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extraits sont plus actifs sur des bactéries de coloration de Gram positif que sur des

bactéries de coloration de Gram négatif.

L’isolat Lam143cG3 a été sélectionné pour son pourvoir antimicrobien remarquable

ainsi que par sa morphologie intéressante.

5. Choix du milieu optimal de production des substances a activité antibactérienne

Les conditions optimales pour la production des antibiotiques ne sont pas
nécessairement identiques a celles permettant une bonne croissance. Les zones optimales pour
le métabolisme secondaire sont généralement plus étroites que pour la croissance, et varient
avec la souche utilisée et le métabolite secondaire synthétisé.

Comme les besoins nutritionnels et les conditions de culture d'un microorganisme ne
sont généralement pas les mémes pendant la phase de croissance et pendants la phase de
production des métabolites secondaires, des milieux offrant un bon compromis ont d{ étre
développe.

Dans cette optique nous avons testé cing milieux préconisés pour la production des
substances antimicrobiennes qui sont : ISP1; ISP2 ; PELG ; GEYA et Benette (Annexel).
Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau 6 et illustrés par les figures 14 et 15:

Tableau 6: Résultats de ’activité antimicrobienne, vis-a-vis des souches testées,

de Pisolat LAM143¢G3 cultivé sur différents milieux de culture.

S. E. B. B. P. E. K. C. Moyenne des zones
aureus faecalis cereus subtilis aerugenosa coli pneumoniae  albicans d’inhibitions
GEYA 125 - 10.33 21.66 19 12 - - 15.10
ISP2 11 - 1266  21.66 19.66 11.66 - - 15.33
ISP1 1 - 12 20 16.33 12.33 - - 14.33
PELG 1 - 9.33 18.66 18.33 9 - - 13.26
Bennet 12,67 - 12.67  11.67 15 16 - - 13.60

t

*: Le diamétre des zones d’inhibitions est exprimé en (mm).
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Figure 14: Activité antimicrobienne de I’isolat LAM143¢G3 en fonction des souches tests

utilisées.

Zoned'inhibition (imm)
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M B. subtilis
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Figure 15: Activité antimicrobienne de I’isolat LAM143¢G3 en fonction des milieux de

cultures.
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: B. cereus S. aureus

P. aeruginosa B. cereus.

Planche 3: Activité antimicrobienne de I’isolat LAM143cG3 sur des milieux de culture
différents.

D’apres les résultats des moyennes des zones d’inhibition présentés dans le tableau 6,
on peut remarquer que le milieu ISP2 donne la plus grande moyenne des zones d’inhibition
(15.33 mm), ce qui nous améne a retenir ce milieu pour la production des substances
bioactives. Ces résultats s’accordent parfaitement avec les travaux de Badji & al, 2005 et
Badji & al, 2006.

Les résultats trouvés confirment que la composition des milieux de culture, en
particulier la nature et la concentration des sources de carbone et de nitrogene, influent
considérablement sur la quantité ainsi que la qualité des substances antimicrobiennes
sécrétées par les actinomycetes (Arasu & al, 2009 ; Song & al, 2012).

Une faible modification de la composition du milieu de culture peut favoriser ou

inhiber cette production. En effet Kauffmann, 1962 indique qu’une production intense d’un

E
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antibiotique par une souche d’actinomycéte est observée sur un milieu renfermant de I'extrait
de malt et 1 % de farine de soja. Cette production n’a pas lieu sur le méme milieu avec 0.5
% de farine de soja, bien que la croissance de la souche soit identique sur les deux

concentrations de farine de soja.

Ripa & al, 2009, ont indiqués que la production maximale des molécules
antimicrobiennes par une nouvelle souche de Streptomyce sp. RUPA-08PR, est observee
quand le milieu est supplémenté avec 2% de glucose.

En plus des facteurs nutritionnels, d’autres facteurs, influents sur la production des
molécules antimicrobiennes, en particulier le pH, la température, et I’inoculum (Muiru & al,
2007 ; Atta & al, 2010).

6. Résultats d’activités antimicrobiennes sur le milieu liquide

Trois solvants de polarité croissante (butanol, chloroforme, acétate d’éthyle) ont été
utilisés pour I’extraction des molécules bioactives a partir d’une culture de 14 jours de I'isolat
LAMI143c¢G3 dans le milieu ISP2 liquide. L’activit¢ antimicrobienne des trois extraits
organiques préparés est évaluée en utilisant la technique de disque de papier contre des
bactéries testées. Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau 7 et illustré dans la
figure 16:

Tableau7 : Activité antimicrobienne des différents extraits organiques de I’isolat

LAM143cG3 par la méthode de disque de papier

Souches tests E. AC E.B E.C E. Br
S. aureus 15 14,33 0 0
B. cereus 8 9 0 0
B. subtilis 16,33 15,33 0 0
P. aerugenosa 0 0 0 0
K. pneumoniae 15 12 0 0
E. coli 0 0 0 0
B. steriothermophilus 30 25 0 27

E.AC : extrait d’acétate d’éthyle ; E.B : extrait butanolique ; E.C : extrait chloroformique ; E.Br : extrait brut.
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Figure 16 : Sensibilité des souches testées vis-a-vis des diffé rents extraits organiques de
Pisolat LAM143c¢G3.

Les résultats indiquent que I’extrait chloroformique n’a pas montré d’activité contre
les bactéries testées, tandis que [Dextrait brut a été actif uniquement contre B.
stériothermophilus, alors que les extraits, acétate d’éthyle et butanolique sont actifs contre
cing bactéries testées dont quatre a Gram positifs (S. aureus, B. cereus, B. subtilis,, B.

steriothermophilus) et une & Gram négatifs (K. pneumoniae) (Planche4).
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K. pneumoniae, B. steriothermophilus.
Planche 4: Activité antimicrobienne de I’isolat LAM143cG3 sur milieu liquide.

La plus petite zone d’inhibition est obtenue par des disques imprégnés par I’extrait
d’acétate d’éthyle contre la souche B. cereus (8 mm), tandis que la plus grande zone
d’inhibition est obtenue par des disques imprégnés par le méme extrait (acétate d’éthyle)

contre la souche test (B. strériothermophilus) (30 mm).

La moyenne des zones d’inhibition des deux extraits organiques (butanolique et
dacétate d’éthyle) contre les bactéries test utilisées est égale a 16.86 mm pour 'acétate
d’éthyle et 15.13 mm pour I’extrait butanolique, donc on peut dire le premier extrait a permis
I’extraction d’une quantit¢ plus importante de molécules antimicrobiennes par rapport au
deuxiéme.

Discussion

L’apparition de I’activité antibactérienne dans ’extrait d’acétate d’éthyle, qui est un
solvant de polarité intermédiaire, et dans le butanol, qui est un solvant polaire, nous laisse
supposer qu’il s’agit soit d’une ou de plusieurs molécules, chacune est solubles dans un

solvant différents (butanol et acétate d’¢thyle), ou bien d’une ou de plusieurs molécules
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soluble dans des solvants variés. L’absence d’activité antimicrobienne apparente pour I’extrait
chloroformique (solvant apolaire), peut-étre expliqué soit par la faible concentration
d’antibiotique extraite par le chloroforme qui est inférieur & la concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour les sept souches de références utilisées, ou bien parce que le
chloroforme n’a pas permis I’extraction d’antibiotique a partir de surnageant de culture de I’
isolat LAM143cG3, a cause probablement de la polarité des molécules secrétés par notre

isolat qui sont différentes que celle du chloroforme.

Ces résultats nous permettent de conclure que 1’acétate d’éthyle et le butanol sont les
meilleurs solvants pour I’extraction des substances bioactives produites par la souche
LAM143cG3 dans le milieu liquide.

Par comparaison entre les résultats de I'activité antimicrobienne du premier screening
(milieu solide) et le deuxieme screening (milieu liquide) on remarque une différence dans la
sensibilité des germes test vis-a-vis des substances antimicrobiennes sécrétées par I'isolat

LAM143cGS.

Plusieurs auteurs on remarquait que la production des antibiotiques ne se fait que sur
les milieux solides et le passage au milieu liquide pose quelques problémes, soit par ’arrét de
la synthése des antibiotiques ou bien par une diminution de leur production (Radhika & al,
2011 ; Sharma, & al, 2011 ; Singh & al, 2006), ils expliquent cela soit par :

e la variation de la répartition des nutriments avec le temps de la fermentation
alors que la distribution de ceci autour des colonies poussant sur les milieux
solides ne varie que trés peu (Badji & al. 2005),

e ou par la différence de la morphologie des actinomycetes lorsqu’ils évoluent
respectivement dans le milieu liquide et solide (Bushell. 1993) ; Généralement
la production des antibiotiques est corrélée avec la taille des fragments de
mycélium. En effet en milieu liquide et a cause de I'agitation, les filaments
mycéliens se fragmentent, et les petits fragments se trouvent incapables de
produire des quantités importantes d’antibiotiques (Reghioua & al, 2008),
contrairement au milieu solide ou la fragmentation de mycéliums peut étre

évitée ce qui favorise la production importante d’antibiotique (Gurung & al,
2009).
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7. Caractérisation préliminaire de substances antimicrobiennes sécrétées par

I’isolat LAM 143cG3
» Révélation chimique des substances produites par ’isolat LAM143¢G 3 :

La caractérisation chimique des molécules bioactives sécrétées par I'isolat est faite par
chromatographie sur couche mince, en utilisant deux systémes de solvant : acétate
d’éthyle-méthanol (AC-M), et éthanol- ammoniaque- eau (Et-AM-E). Les résultats

obtenus sont résumés dans le tableau 8 :

Tableau 8: Récapitulatif des résultats de la caracté risation chimique des substances

antimicrobiennes sécrétées par I’isolat LAM 143¢G3.

Systeme de solvant

Nature des Couleurs des AC-M Et-AM-E
produits révélés spots
Ninhydrine Groupement Rose Tache restée dans 0.73
amine libre I’emplacement du
dépot.
Chlorure de fer Groupement Grise a noire 0.93 0.73
ferrique phénol
Molish Les sucres Violet - -

AC-M : Acétate d’Ethyle-Méthanol. Et-AM-E : Ethanol- Ammoniaque- Eau.

Deux taches obtenues pour le systeme de solvant (AC-M) (Figurel7), I’une migre
rapidement et se caractérise par un Rf= 0.93, et I'autre reste dans I’emplacement du dépdt. La
révélation chimique a donnée, pour la premiere tache, une réaction positive pour le chlorure
de fer ferrique, et pour la deuxiéme la révélation était positive uniquement pour la ninhydrine,

tandis que la révélation par le réactif de Molish était négative pour les deux taches.

E
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Révélation par Réélation par

FeCls; ninhydrine
Figure 17: Résultat de révélation des taches obtenues par le systtme de solvant AC-M.

Une seule tache est obtenue par le systeme de solvant Et-AM-E (Figurel18). Cette
tache a une couleur brune a I’ceil nu, bleu claire a 256 nm tandis qu’elle est sombre a 355 nm.
Son rapport frontal est 0.73. Les testes des réactions chromogéniques sont positives pour la
ninhydrine, et le chlorure de fer ferrique, tandis que la révélation était négative pour le réactif

de Molish.
I I

E
Révélation Reévélation par Sous lampe UV a Peeil nu
par FeClI3 ninhydrine (255) nm

Figure 18: Résultat de révélation de la tache obtenue par le systeme de solvant Et-AM-
E.
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Les résultats de la révélation chimique, nous permettent de choisir le systeme Et-AM-
E comme le meilleur systeme pour la séparation des molécules antimicrobiennes sécrétées par
I’isolat LAM143cG3.

» Réwvélation microbiologique

Les deux techniques utilisées pour la révélation microbiologique indiquent que la
tache obtenue par le systéme de solvant Et-AM-E est active (Figure19). En effet, la technique
de disque, donne une zone d’inhibition de 15 mm contre la souche test Bacillus
streothermophilus, tandis que par bio-autographie il y’a formation d’une zone claire autour de

la tache.

Technique de disque Bio-autographie

Figure 19 : Résultats de révélation microbiologique de la tache obtenue par le

systeme de solvant (Et-AM-E) en utilisant la souche teste Bacillus streothermophilus.

D’apreés les résultats obtenus, on peut dire que I'isolat LAM143cG3 produit une seule
molécule et/ou ou plusieurs molécules qui sont caractérisées par la présence des amines et
phénols. En plus, les substances bioactives sécrétées par 1’isolat LAM143cG3 ont un caractére

polaire, puisqu’elles migrent dans des systémes de solvants polaires : Et-AM-E et AC-M.

» Spectre UV-VISIBLE de ’extrait actif butanolique

L’intérét d’étudier le spectre UV-VISIBLE, est de rechercher si notre isolat produit
des antibiotiques de structures polynéniques ou non. En effet les antibiotiques d’origines
microbiennes utilisés en clinique sont essentiellement de structures polyéniques (Aparicio,
2005), tel que I’amphotéricien B et la nystatine (Grijalba & al, 2006 ; Silva & al, 2007). Ces
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substances ont plusieurs inconvénients: probleme de solubilité et de toxicité, instabilité
a la lumiere, thermosensibilité (Bastide & al, 1986 ; Lemriss & al, 2003).

La figure 20 montre le spectre UV-VISIBLE de I’extrait butanolique récupéré a partir
d’une culture de 14 jours de [I'isolat LAM43cG3 dans le milieu ISP2 liquide.

]

200 250 300 350 400 450 500 S50 wBOO B50 700 750 800

Long.d'ande {nm)

Figure20 : Spectre UV-VISIBL de I’extrait butanolique de I’isolat LAM143cG3.

D’aprés le spectre, le maximum d’absorption pour I’extrait butanolique de I'isolat

LAM143cG3 est obtenu & 240 nm et a 276 nm. Selon Lindenfelser & al (1964), les

antibiotiques de structures polyéniques se caractérisent par trois pics d’absorptions entre (260

et 405)

nm (tableau9) :

Tableau 9: Spectre d’absorption des antibiotiques de structures polyéniques
(Lindenfelser & al, 1964)

Structure des antibiotiques

Absorption maximal

Tétraénes
Pentaénes
Héxaénes

Héptaenes

290 a 291, 303 a 306, et 318 a 320.
318 a 324, 333 2 338, et 346 a 358.
339 a 341, 356 a 358, 377 a 380.
358 a 365, 376 a 380, 399 a 405.

E



Résultats et Discussions

Par comparaison entre le spectre de notre isolat, et ceux des antibiotiques polyéniques,

nous pouvons conclure que notre isolat ne produit pas d’antibiotiques polyéniques.
» Résultat d’analyses par Infrarouge

Dans la portion du spectre qui se situe entre 4000 et 1300 cm™ se trouve les
fréquences d’¢longations caractéristiques des groupements fonctionnels importants (OH, NH

et CO) (Silverstein et al. 2007).

La figure 21 montre le spectre infrarouge de Iextrait butanolique de [I’isolat
LAM43cG3 :

130" 4363
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Figure 21: Spectre infrarouge de I’extrait butanolique de I’isolat LAM143cG3.

La qualité du spectre obtenu est loin de donner une image exacte des fonctions vues
I’interférence du butanol. Cependant, on peut voir une bande moyenne & 3345.562 cm® qui
correspondent aux amines secondaires (NH) qui sont caractérisés par une large bande
d’intensité moyenne entre (3250-3400) cm™. La fonction amine est confirmée par la bande
1561 cmit,

600
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8. Identification de I’isolat LAM143cG3
8.1 Etude chimio-taxonomique

Les résultats de la révélation des sucres et des acides aminés de ’isolat LAM143¢cG3

par la chromatographie ascendante sont résumeés dans le tableau 10 :

Tableau 10 : Caractéristiques chimio-taxonomiques de I’isolat LAM 143¢G3

Caractéristiques L’isolat
LAM143cG3
Méso- DAP +
LL-DAP -

Glycine -
Galactose -
Arabinose -

Xylose -
Madurose -

Glucose +
Rhamnose -

Mannose -

+ :présence ; - :absence.

e Larévélation des acides aminés, indique que 1’isolat LAM143¢G3 se caractérise par la
présence de la forme méso de I’acide aminé DAP, tandis que la glycine est absente
(Figure22).

e [a révélation des sucres indique la présence de deux taches I'une en bas, qui
correspond au glucose, et 'autre en haut, qui ne correspond a aucun sucre rencontré
dans la paroi des actinomycetes, tel que : Rhamnose, arabinose, xylose, mannose,
galactose, madurose et ribose (Figure22).

La présence de la forme méso-DAP et ’absence des sucres caractéristiques, nous
permet de classer notre isolat avec la paroi de type III, d’aprés la classification de

Lechevalier et Lechevalier, 1970 (voire tableaul page 12 de la partie bibliographique).
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Gly Isolat Strp Gal Xyl Ara Isolat Rha Man
A B
Gly : glycine ; Strp : SpteptomycesLAM1001; Gal : galactose ; Xyl : xylose ; Ara : arabinose; Rha: rhamnose;
Man: mannose ; Isolat: LAM143cG3

Figure 22: Caractérisation chimio-taxonomique de ’isolat LAM143¢G3 ; A : acides
aminés ; B : sucres.

8.2 Etude morphologiques

La figure 23 montre I’aspect microscopique de 1’isolat LAM143¢G3

Mycélium de substrat. Mycelium aérien.

Figure 23 : Observation microscopique de I’isolat LAM 143cG3 (X100).

L’aspect microscopique de I’isolat LAM143cG3 se caractérise par un mycélium de
substrat non fragmenté et stérile, le mycélium aérien est stable et qui porte des sporanges
globuleux renfermant des spores arrangées en spirale. Les spores sont mobiles et ont une

forme en batonnets droits, incurvés ou légerement spiralés.
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Discussion

Selon la derniére édition de Bergy’s manuel of systématique (2°édition-5°Volume ;
2012), les actinomycetes ayant des parois de type 11l peuvent appartenir aux genres suivants :
Actinomadura ; Acrocarpospora ;Herbidospora ; Nonomuraea ; Sphaerisporangium
Microbispora ;  Microtetraspora ; Planomonospora; Planobispora ;  Spirillospora ;
Streptosporangium ;  Actinosynnema ; Frankia,, Geodermatophilus;  Nocardiopsis ;
Streptoalloteichus ; Thermoactinomyces (Yoon & Park, 2006. Kroppenstedt &
Evtushenko, 2006. Labeda, 2006).

L’isolat LAM143cG3 se caractérise par la formation des sporanges portes par le
mycélium aérien, ce qui nous a permis d’exclure les genres (Actinomadura, Actinosynnema,
Frankia, = Geodermatophilus, = Thermoactinomyces, = Nonomuraea; Herbidospora ;
Acrocarpospora, Microbispora Microtetraspora, Nocardiopsis ),car ils ne renferment pas de

sporanges.

Le nombre de spores inclus dans les sporanges de 1’isolat LAM143cG3 est nettement

supérieur a quatre spores, ce qui nous permet d’exclure les genres suivants :
e Le genre Planomonopora, est caractérisé par une seule spore (Mertz, 1994).
e Le genre Planobispora, est caractérisé par deux spores (Ngaemthao, 2013).

e Le genre Planotetraspora est caractérisé par quatre spores (Suriyachadkun &
al, 2010).

Selon la description des genres donnés dans la deuxieme édition de Bergy’s manuel
of systtmatique (volume 5. 2012), notre isolat peut appartenir aux genres suivants :

Spirillospora, Streptosporangium ou a Sphaerisporangium.

La différence entre les genres (Spirillospora; Streptosporangium et
Sphaerisporangium) se fait par la mobilité des spores. En effet le premier se caractérise par
des spores mobiles tandis que les deux derniers libérent des spores immobiles (Zhang & al,
2011), et d’apres la description morphologique de notre isolat (spores mobiles en forme de

batonnets ou incurvées), le genre le plus proche c’est Spirillospora.

Le genre Spirillospora se caractérise par la présence du madurose dans leur paroi.

Cependant 1’étude chimio-taxonomique de notre isolat indique I’absence totale des sucres
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caractéristiques. Pour expliquer I'absence du madurose dans la paroi de notre isolat nous

avons évoqué deux hypotheses :

e Nous sommes en présence d‘un cas a part dans le genre Spirillospora qui se
caractérise par l’absence du madurose comme sucres caractéristiques. En effet le
manque du madurose peut étre expliquée par la température optimale requise par notre
isolat (42-45) °C et qui peux inhiber la synthése du madurose, cette remarque a été
déja faite pour le genre Actinomadura qui se caractérise par la présence du madurose
dans leur paroi mais chez les espéces thérmophiliques le madurose existe en état de
trace (Kroppenstedt & Goodfellow, 2006).

e Oubien nous sommes en présence d’un nouveau genre.

8.3 Caracteres culturaux

Aprés ensemencement sur différents milieux de cultures, les caracteres culturaux de
I’isolat LAM143cG3 sont notés (croissance, couleur de mycélium aérien et de substrat, et
production des pigments mélanoide ainsi que les pigments diffusibles). Les résultats obtenus

sont résumés dans le tableau 11 :

Tableau 11: Caractéres culturaux de I’isolat LAM143¢G3 sur les différents ISP

Couleur MA Couleur MS Croissance Pigme nts
ISP2 Blanc Jaune impérial Abondante -
ISP3 Blanc Blanc cassé Abondante -
ISP4 Blanc Jaune citron Abondante -
ISP5 Blanc Incolore Faible -
ISP6 Blanc Jaune cobalt Abondante -
ISP7 Blanc Incolore Faible -

MA: Mycélium aérien; MS: Mycélium de substrat ; - : Pas de production.

Sur les milieux (ISP2, ISP3, ISP4 et ISP6) la croissance est abondante avec formation
d’un mycélium de substrat surmonté d’un mycélium aérien, alors que sur les milieux ISP5 et
ISP7, seul le mycélium de substrat est formé. Les pigments mélanoide ainsi que les pigments

solubles ne sont pas produits.
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8.4 Caracteres physiologiques et biochimiques

> Tolérance au chlorure de sodium

Le tableau 12 présente les résultats de la croissance de 1’isolat LAM143¢G3 sur

différentes concentrations de NacCl.

Tableau 12 : Croissance de Pisolat LAM143c¢G3 sur le milieu Bennett a

différentes concentrations de NaCl

% NaCl 0 2.5 5 7.5 10 125 15 17

Croissance + + ++ +++ ++ + +/- -

- pas de croissance ; +/- : croissance faible ; + : croissance moyenne ; ++ : bonne croissance ; +++ :trés bonne

croissance.

L’isolat LAM143cG3 toleére jusqu’a la concentration de 15% en NaCL I'optimum de
croissance est observe a la concentrationde 7.5% (P/V).

Une croissance est observée a la concentration de 0% apres une durée prolongée
d’incubation. Selon les définitions données dans la partie bibliographique on peut dire que notre

isolat est halotolérant.

Il faut noter qu’une production des pigments solubles de couleurs jaunes est observée

uniguement a la concentration de 15%.
> Croissance a différente température

Le tableau 13 présente les résultats de la croissance de I'isolat LAM143¢cG3 a

différentes températures :

Tableau 13: Croissance de I’isolat LAM143cG3 a différentes températures

Température 20 30 35 40 45 50 55

Croissance - ++ ++ +++ +++ ++ -

- . pas de croissance ; ++ : croissance moyenne ; +++ : bonne croissance ;

La température optimale de croissance de I'isolat LAM143cG3 est observée dans I’intervalle

40-45 °C.
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» Utilisation des diffé rentes sources de carbones

Les résultats de la croissance de 1’isolat LAM143cG sur le milieu ISP9 contenant

différents sources de carbone sont représentés sur le tableauls :

Tableau 14: Utilisation des différentes sources de carbones par I’isolat LAM143cG3

Sources de Croissances
carbones
Fructose ++
Arabinose ++
Xylose +
Lactose ++
Glucose +++
Saccharose ++
Rhamnose ++
Galactose ++
Mannitol ++
Cellebiose ++
Maltose +++

+ :croissance faible ; ++ : croissance moyenne ; +++ : bonne croissance ;

L’isolat LAM143cG3 utilise les différentes sources de carbone étudiées. En effet la
croissance est bonne pour le glucose (témoins positifs) et le maltose, tandis qu’elle est

moyenne pour les autres sources de carbone sauf pour le xylose ou la croissance est faible.

8.6 Comparaison entre la souche LAM143cG3 et les espéces du genre

Spirillospora

On part du point de vue que notre isolat appartient au genre Spirillospora, la
comparaison entre les caractéres de la souche LAM143cG3 et les espéces du genre suspect

Spirillospora sont représentés dans le tableau 15.
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Tableau 15: Comparaison des caracteres chimio-taxonomiques, morphologiques,

physiologiques et biochimiques de notre isolat LAM143cG3 avec les espéces du genre

Spirillospora.

Caractéristiques

Isolat
LAM 143cG3

Spirillospora albida

Spirillospora rubra

Chimio-taxonomique
LL-DAP
Méso-DAP
Glycine
Galactose
Xylose
Glucose
Arabinose
Madurose
Acide mycolique
Morphologie
Mycélium aérien

Mycélium de substrat
Sporanges

Forme des spores

Mobilité des spores
Tolérance en NaCl
Température optimale de croissance
Croissance sur diffé rente source de
carbone

Fructose

Arabinose

Xylose

Lactose

Glucose

Saccharose

Rhamnose

Galactose

Mannitol

Cellebiose

Maltose
Couleur de mycélium aérien
Couleur de mycélium de substrat

ISP2

ISP3

ISP4

ISP5
Production des pigments mélanoide
et les pigments solubles

ISP6

ISP7

"+ :Présence : -: Absence; ND : Non déterminé.

Stable

Non fragmenté
Globuleux

Batonnet droit
ou incurvé
+
15%
42C°

++ + 4+ + + + 4+ ++

+
Blanc

Jaune impérial
Blanc casé
Jaune citron
Incolore

Stable

Non fragmenté
Globuleux a legerement
allongés
Batonnet droit ou
incurvé
+
2.5%
30°C

+ + + +

+

Blanc

Beige
Beige
Beige
Beige

Généralement non
produit
Non fragmente
Globuleux

Batonnet droit ou
incurvé
+
2.5%
30°C

ND
ND
ND
ND

ND
ND

ND
ND

Blanc

Rouge a rouge marron
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Selon la deuxieme édition de Bergy’s manuel of systématique, 2012, le genre
Spirillospora est représenté par deux especes qui sont S. albida et S. rubra, la comparaison
entre les espéces de ce genre et notre isolat, indique I’existence de plusieurs différences. En
effet pour les caracteres physiologiques, notre isolat tolere jusqua 15% en NaCl et a une
température optimale de croissance entre 42-45 C° tandis que les especes S. albida et S.rubra
tolerent 2.5% de NaCl et ont une température de croissance optimal a 30°C (Kroppenstedt
& Evtushenko, 2006).

Les caractéres biochimiques indiquent que Iisolat LAMI143cG3 montre une
croissance sur les différentes sources de carbone utilisées, alors que I’espéce S. rubra n’utilise

pas le xylose, le lactose, le galactose et le rhamnose (Kroppenstedt & Evtushenko, 2006).

Les caracteres culturaux suggerent que notre isolat a un mycélium aérien blanc, tandis
que le mycélium de substrat est jaune impérial sur le ISP2, blanc cassé sur ISP3, jaune citron
sur ISP4 et incolore sur ISP5, par contre le mycélium de substrat des deux espéces (S. alba, S.

rubra) est beige pour la premiére et rouge marron pour la deuxieme.

D’aprés les résultats de la comparaison entre les espéces du genre Spirillospora et
Iisolat LAM143cG3 représentés dans le tableau 15, nous remarquons 1’existence de
différences considérables entre notre isolat et les espéces du genre Spirillospora donc nous
pouvons dire que notre isolat peut étre un nouveau membre de ce genre. Ces résultats doivent

étre confirmés ultérieurement par un sequencage de ARN 16s.
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Conclusion

L’accroissement incontrdlable de la résistance bactérienne vis-a-vis des antibiotiques,
ne cesse d’augmenter, et la recherche de nouvelles molécules d’antibiotiques, devient une
nécessitée. Par contre, la chance pour I’isolement des nouvelles souches d’actinomycétes qui
fourniront de nouveaux antibiotiques a partir des environnements ordinaires, tel que les
rhizospheéres, sol des forets ; riviere...etc., est tres faible, donc le recours aux environnements

extrémes inexploités, comme le sol de sebkha, devient une nécessitee.

C’est dans cette optique, que I’objectif principal de ce travail, est la recherche des
actinomycetes dits rares, présent en faibles quantités dans la nature, afin de mettre en
évidence leurs activités antimicrobiennes, et sélectionnait le meilleur isolat pour étre identifié
et étudier leurs substances antimicrobiennes sécrétées. Pour atteindre ce but nous avons divisé

le travail en trois parties :

1. Les analyses physico-chimiques effectuées sur les dix échantillons du sol prélevés a
partir de la sebkha de Kenadsa, indiquent que I’échantillon 4 est le meilleur pour
I’isolement des actinomycétes grace a son pH alcalin, et son taux de matiére organique
moyen. En effet 15 isolats, parmi les 18 isolés, ont été récupérés a partir de cet
échantillon. Ce nombre plus ou moins faible d’actinomycétes isolés (18 isolats) peut
sexpliquer par la période d’échantillonnage qui a été effectué pendant une saison
pluvieuse (mois de Février 2012).

Quatre milieux de culture ont été utilisés pour I'isolement des actinomycetes, le
milieu caséine amidon agar, qui s’est avéré efficace, pour la récupération des
actinomycetes a partir des milieux extrémes, grace a sa composition, a base d’amidon et
de caséine, qui sélectionne les actinomycetes préférentiellement aux autres bactéries.

La technique de culture sur lamelle, nous a permis de mettre en évidence la
diversité morphologique des 18 isolats d’actinomycétes isolés. Sur ces isolats ont
retrouve trois types de structures :

e Des isolats formants des sporanges
e Des isolats caractérisés par la présence de vésicules
e Des isolats Formant des chaines de spores de longueur moyenne et

importante.

Toutes ces structures sont des caractéristiques des genres rares d’actinomycetes selon

la description de Bergy’s manuel of systématique (2012).
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Conclusion

L’activité antimicrobienne indique que tous les isolats ont montré une activite
antimicrobienne envers les microorganismes tests utilises.

Nous avons sélectionné I’isolat LAM143cG3 pour son activité antimicrobienne
intéressante pour le reste du travail.

2. L’optimisation de la sécrétion des substances antimicrobiennes par I'isolat LAM143cG3,
indique que le meilleur milieu qui fournit les éléments nutritifs nécessaires pour la
production des substances bioactives en quantités est le milieu ISP2 solide.

L’activité antimicrobienne sur le milieu ISP2 liquide indique qu’il n’influe pas sur la
sécrétion des substances antimicrobiennes par 1’isolat LAM143cG3, contrairement a ce
que la bibliographie indigue.

Le n-butanol et I’acétate d’éthyle étant les meilleurs solvants pour extraire des molécules
bioactives a partir d’une culture de 14 jours de I'isolat LAM143cG3 dans le milieu ISP2
liquide. La caractérisation primaire des substances antimicrobiennes sécrétées par
I’isolat LAM143cG3 indique la présence de deux taches dans le systeme de solvant
(acétate d’éthyle-méthanol), I'une migre rapidement et se caractérise par un Rf= 0.93, et
I’autre reste dans I’emplacement du dépét, tandis qu’une seule tache active est obtenue
dans le systtme de solvant éthanol- ammoniaque- eau, son rapport frontal est 0.73.
L activité de cette tache est confirmée par bio-autographie contre la souche de référence
Bacillus stréothermophilus. Les reéactions des tests chromogéniques suggérent la
présence d’un groupement amine, phénol. L’étude spectrale par UV-VISIBLE des
molécules bioactives, indique que I’isolat LAM143cG3 ne produit pas d’antibiotiques
polyéniques, alors que le spectre infrarouge a confirmer la présence du groupement
amine.

3. L’étude chimio-taxonomique de I’isolat LAM143cG3 indiquent I’existence de la forme
méso de I’acide aminé DAP, tandis que la glycine est absente. La révélation des sucres
indique la présence de deux taches I'une en bas, qui correspond au glucose, et ’autre en
haut, qui ne correspond a aucun sucre rencontré dans la paroi des actinomycetes, tel
gue : Rhamnose, arabinose, xylose, mannose, galactose, maduros et ribose. La présence
de la forme méso-DAP et I'absence des sucres caractéristiques, nous a permis de classer
notre isolat avec la paroi de type III, d’aprés la classification de Lechevalier et
Lechevalier, 1970. L’aspect microscopique de I'isolat LAM143cG3 se caractérise par
un mycélium de substrat non fragmenté et stérile, le mycélium aérien est stable et porte
des sporanges globuleux renfermant des spores arrangées en spirale. Les spores sont

mobiles et ils ont une forme en béatonnets droits, incurvés ou légerement spiralés. Sur la

E



Conclusion

base des criteres morphologiques et chimio-taxonomiques, nous avons rapproché notre

isolat au genre Spirillospora, et on a évoqué deux hypothése pour expliquer 1’absence du

madurose dans la paroi de notre isolat, la premiére est I'effet de température de

croissance optimale requise par notre isolat, (42-45) °C, et qui exerce un effet inhibiteur

vis-a-vis de synthése du madurose, ou bien nous sommes en présence d’un nouveau

genre.

Pour poursuivre I’identification de notre isolat, on est partis du point de vue que notre

isolat appartient au genre Spirillospora, et on a comparé les deux espéces de ce genre (S.

albida et S. rubra) avec notre isolat. Les résultats suggérent I’existence de différence

considérable, donc nous pouvons dire que notre isolat peut étre un nouveau membre de ce

genre. Ces résultats doivent étre confirmés ultérieurement par un séquencage d’ADN 16s.

Les principales perspectives de ce travail :

>

Poursuivre I’identification moléculaire de 1’isolat LAM143¢G3, et confirmer
leur apparenté phylogénique.

Tester I'activité antifongique de I’isolat LAM143cG3, afin de profiter des
molécules de nature non polyénique sécrétées par cet isolat.

Compléter 1’étude des molécules antimicrobiennes sécrétées par 1’isolat
LAM143cG3 par d’autres techniques, afin d’élucider leurs structures
chimiques exactes (HPLC, spectre de masse, RMN).

Optimiser la synthese des molécules bioactives sécrétées par [I’isolat
LAM143cG3 vis-a-vis de la température, du pH, et I’agitation ainsi que les
différentes sources nutritionnelles.

Etudier la stabilit¢ des antibiotiques sécrétés envers la température et la
lumiere.

Tester in vivo, la toxicité des antibiotiques sécrétés sur des rats.
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Annexes

Annexes 1 : Milieux de cultures

ISP1
- Tryptone....oii 50
- Extraitde levure........................ 39
- AN, 209
- Eaudistillée......................o.l 1L
- pHo 7,3
ISP 2
- Extraitde levure................... 44
- Extraitde malt.................... 10 g
- Glucose ... 44
- AQAN 209
- FEaudistillée........................ 1L
- pHe 7,3
ISP 3
- Solutiond’avoine .................. 1L (Annexes 2)
- Solution d’oligo-é€ments......... 1ml (Annexes 2)
- Aar 209
- Pho 7,2
ISP 4
- Amidonsoluble.................... 109
- KoHPO4...oooiviiiiiiii, 1g
- MgSO4.7THO..coiiiii, 19
- NaCl.........ooo 1lg
- (NH2)2SO4.eiiiiiiiein, 29
- CaCO0sz..iiiiiiiiiiiiiiin 290
- Solution d’oligo-€léments....... 1 ml (Annexes 2)
- AQAN 2049
- Eaudistillée......................... 1L
- PH 7,4
ISP5
- Glycérol............o 10 g
- L-Asparagine....................... lg
- Solutiond’oligo-éléments........ 1 ml (Annexes 2)

- Eaudistillée ..........cccoeinna..l. 1L




Annexes

- AQArN 20 g
- Pho 7,4
ISP 6
- Peptone..............ooiiiin 15¢g
- Proteose-Peptone.................. 59
- Citrate de fer ammoniacal......0,5 g
- Thiosulfate de sodium.........0,08 g
- Extraitde levure .................. lg
- KoHPOg4...oooi 19
- Eaudistillée......................... 1L
- AN 209
- pHe 7,4
ISP 7

- Glycérol...........ooiiiiii. 15¢g
- L-Tyrosine...............oennnn 0,59
- L-Asparagine ....................... 1lg
- Ko2HPOa4 ..o 0549
- MgSO4 7TH20.........cceenn 08¢
- NaCl.........oooii, 0,59
- FeSO47H20 ..........eeeeel. 0,019
- Solution d’oligo-éléments ......1 ml (Annexes 2)
- Eaudistillée .............coeeneent. 1L
- AN 209
- pH 7,4
ISP9

(NH4)2SO4 ..o 2649
- KH2PO4 ... 5.38¢9
- KoHPO4 ... 5.659
- MgSO4. 7THO.oei 19
- Solution saline.................... 1 ml
- Eaudistillée ........................ 1L
- AN 20 g
- pH.. 7,4

E
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Milieu PELG
- Peptone ..., 59
- Glucose .....ooiviiiiiiii 109
- Extraitde levure ................. 29
- AQArN 209
- FEaudistillée ..................... 1L
- pH=68-7.

Milieu GYEA
- extraitde levure ...................ll 10 g/l
- glucoSe. ..o 10 g/l
- AGAT. 20 g/l
- Eaudistillée ... 1L
e 0] = 7.4

Milieu Muller-Hinton

- Infusionde viande........... 300 g

- Hydrolysat de caséire...... 1759

- Amidon................... 159

- AN, 17 g

- Faudistillée....................... 1L

- pHe 7,4
Bouillon ceeur-cervelle

- Protéose-peptone ..............ceeuennnne. 10g
- infusionde cervelle de veau........... 12,59
- infusionde ceeurde beeuf ................. 59
- glucose ..o 29
- chlorure de sodium.......................... 50
- hydrogénophosphate de sodium ...... 2,59

- pH=74.

Milieu de Bennett

D-Glucose anhydre................. 109

E
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Casaminoacides....................... 29
Extraitde levure....................... 19
Extraitde viande...................... 1g
AGar.....ooiiiiiiiiii, 15¢
Eaudistillée........................... 1L
PH. oo 7,3

Caséine amidon agar :

Milieu PELG

Amidon............oooiiiii 109
Caseine ......ooeeiiiiiiiie, 0,39
KNOsz ..o, 29
KoHPOys oo, 29
NaCl. ..o, 29
MgSO4.7TH2O ..o 0,05¢g
(0F: (010 SRR 0,02 ¢g
FeSO4.THy. ..o 0,01¢g
AGar.....ooiiiii 18 g
Eaudistillée ............................ 1L
pH=7.3.
Milieu amidon extrait de levure peptone (M2) :

Amidon ... 10g
Extraitde levure ...................... 4¢g
Peptone .........cociiiiiiiii, 2¢g
Aar .o 18 g
Peptone..........cooeviiiiiiiiiiiiii, 59
GIUCOSE ... 10g
Extraitde levure........................ 29
Adar ..o 209
Eaudistillée ..............c.ooeiiinin, 1L
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Annexes 2 : Solutions et révélateurs

Solution de lactophénol pour I’observation microscopique (état frais) :

- Phénolpurcristallisé..............ccoooiiiiiiiinnnnnn 10g

- Acide lactique ........oiiiiiii 10g

- Glyclrolpur....ovii i 20g

- Eaudistillé ... 10g
Solution d’oligo-éléments

- FeSO4 TH20.....ciiiiiiii i 0,1g

- MnCRAH20 ..o 0,1g

- ZnSO4 TH20. ..o 0,1g

- Eaudistillée............oooo 100 ml
Solution saline

- CUSO45H20. ..o 0,64 g

- FeSO4TH20. ..o 0,119

- MNChLAHO...oi 0,799

- ZNSO4THO ..o 0,159

- Eaudistillée............o 100 ml
Solution d’avoine

- Grains d’avoing.........c.ovveieiiiiiiiiiieaaann, *20¢

- Eaudistillée ... 1L

*Faire bouillir pendant 20 minutes, filtrer sur gaz et réajuster le volume a 1000ml.
Préparation des révélateurs pour plaque CCM :

e Ninhydrin : 0.2 gramme de ninhydrine est mélangé avec 100 ml d’acétone (0.2%
PV)

e Réactif de Molish: Aprés une attaque acide par I'acide sulfurique a 20%. Une
solution de 2% de I'alpha-naphtol dans le méthanol est pulvérisée sur les plaques
CCM.

e Chlorure de fer ferrique (FeCy3) : 1% de FeCl; est ajoutée au  méthanol-eau
(1 :1). Apreés séchage a 100 °C pendant 5 minutes, les taches apparaissent de

couleur grise a noire.
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Annexes 3 : photos des résultats obtenus.

Résultats de la coloration de Zeihl-Nielsen de I’isolat LAM 143¢G3.

ISP7 ISP6

Aspect de Pisolat LAM143¢G3 sur les différents ISP
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Résumé:

18 actinomycétes ont été isolés a partir de différents échantillons du sol de la sebkha de Kenadsa
(Bechar). Tous les isolats ont montré une activité antimicrobienne contre au moins un microorganisme test
utilisé. Un isolat (LAM143cG3) a été sélectionné pour son pouvoir antimicrobien intéressant.

La caractérisation préliminaire des substances antimicrobiennes sécrétées par l'isolat LAM143cG3
indique la présence d'une seule tache active (Rf= 0.73) dans le systéme de solvant éthanol-ammoniaque-eau
tandis que deux taches sont obtenues dans le systéme (acétate d’éthyle-méthanol). Les réactions des tests
chromogeéniques suggérent la présence des groupements amines et phénols. L’analyse spectrale par UV-
VISIBLE indique Pabsence des pics polyéniques, tandis que Iinfrarouge a confirmer la présence des
groupements amines.

Sur la base des critéres morphologiques et chimio-taxonomiques, I’isolat LAM143cG3 peut étre
rapproché au genre Spirillospora. Cependant, Iexistence de plusieurs différences physiologiques et
biochimiques entre notre isolat et les espéces du genre Spirillospora (S. rubra et S. albida) nous laisse a supposer
qu’il s’agit d’un nouveau membre dans ce genre.

Mots clés : Actinomycetes ; Sebkha, Kenadsa ; Isolement ; Activité antimicrobienne.
Abstract:

18 actinomycetes were isolated from different soil samples of sebkha of Kenadsa (Bechar). All isolates
showed antimicrobial activity against at least one test microorganism used. One isolate LAM143cG3 was
selected for it broad spectrumand high antimicrobial activity.

Primary characterization of antimicrobial substance of the isolate LAM1 43cG indicates the presence of
single spot (Rf= 0.73) in the solvent system (water-ethanol-ammonia), while two spots are obtained in the
system (ethyl acetate-methanol). Tests chromogenic reactions suggest the presence of amines and phenols. The
spectral analysis by UV-VISIBLE indicates the absence of polyene peaks, while the infrared conform the
presence of amine groups.

Based on morphological and chemotaxonomic criteria, the isolate LAM143cG3 can be related to the
genus Spirillospora. The comparison between the species of this genus, S. rubra and S. albida, and our isolate,
indicating the existence of several differences, which leads us to suppose that this is a new member in this genre.

Keys words: Actinomycétes; Sebkha; Kenadsa; Isolation; Antimicrobial activity.



