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Résumé

Résumé

La résistance bactérienne aux antibiotiques et 1’émergence de nouvelles maladies
infectieuses justifient I’'urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes. Notre
choix s'est porté sur I'étude bibliographique et expérimentale des actinobactéries, car elles
constituent une source naturelle et attractive de différentes molécules bioactives. La synthése
de ces molécules par les actinobactéries est considérée comme un moyen d’adaptation dans
leurs habitats. Cette aptitude nous donne une large gamme de biomolécule : antibiotiques,
antifongiques, enzymes, etc. A travers la revue bibliographique, nous avons donné une
définition des actinobactéries et également mentionné les caractéristiques morphologiques,
physiologiques, et chimiotaxonomiques les plus importantes qui les distinguent des autres
microorganismes. On a abordé aussi leur classification, leur écologie, et leurs activités
biologiques. La revue expérimentale a apporter une contribution a 1’é¢tude du pouvoir
antimicrobien de certaines actinobactéries ayant la capacité a inhiber la croissance des
microorganismes pathogénes. Des isolats d’actinobactéries ont été collectés a partir de 02
échantillons de sol et un échantillon d'eau, provenant de différentes régions de khenchela.
L’étude de I’activité antimicrobienne de ces isolats vis-a-vis de bactéries pathogenes Gram

positif et Gram négatif, levures et champignons par la technique des cylindres a permis de

sélectionner des isolats ayant une activité non négligeable, par la technique d’ensemencement

par touche, on a sélectionné les isolats productrices des différents enzymes et qui ont des
activités hydrolytiques. En conclusion, on peut dire que les actinobactéries représentent une
source prodigieuse de molécules antimicrobiennes d’une grande diversité, et la présente étude
a permis de revéler le potentiel des écosystemes semi-arides algériens comme étant des

réservoirs importants de souches d’actinobactéries productrices de molécules bioactives.

Mots clés: Actinobactéries, Molécules bioactives, Activité antimicrobienne, Ecosystéeme

semi-aride, Activité enzymatique.




Abstract

Abstract

The bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases
justify the urgent need for new antimicrobial molecules. Our choice fell on the bibliographical
and experimental study of actinobacteria, because they constitute a natural and attractive
source of various bioactive molecules. The synthesis of these molecules by actinobacteria is
considered a means of adaptation in their habitats. This ability gives us a wide range of
biomolecules: antibiotics, antifungals, enzymes, etc. Through the bibliographical review, we
have given a definition of actinobacteria and also mentioned the most important
morphological, physiological, and chemotaxonomic characteristics that distinguish them from
other microorganisms. We also discussed their classification, their ecology, and their
biological activities. the experimental review to make a contribution to the study of the
antimicrobial ability of certain actinobacteria having the capacity to inhibit the growth of
pathogenic microorganisms. Actinobacteria isolates were collected from 02 soil samples and
one water sample, from different regions of khenchela. The study of the antimicrobial activity

of these isolates against Gram-positive and Gram-negative pathogenic bacteria, yeasts and

fungi by agar cylinders technique made it possible to select isolates with innegligible activity.

By the technique of local implant, isolates producing different enzymes and have hydrolytic
activities have been selected. In coclusion we can say that actinobacterias are prodigious
source of antimicrobial molecules of great diversity, and the present study has revealed the

potential of semi-arid Algerian ecosystems as a good source for bioactives molecules-
producing actinobacteria.

Key words: Actinobacteria. Bioactive molecule. Antimicrobial activity. Semi-arid

Ecosystem. Enzymatic activity.
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Introduction

Le sol est un produit écologique largement exploré comme niche pour les
microorganismes qui produisent des composés naturels biologiquement actifs (Ganesh
Kumar et al, 2010).

Il présente une grande diversité en terme de composition chimique mais également
biologique, il renferme des communautés de microorganismes trés diversifiées et tres
abondantes. Quelques grammes de sols peuvent contenir des milliers voire des centaines de
milliers d'espéces microbiennes (Hartmann, 2018) qui sont présentés par des champignons,

des algues, des virus et majoritairement des bactéries dont les actinobactéries.

Les actinobactéries sont les procaryotes les plus économiques et les plus utilisés en
biotechnologie grace a leurs métabolites secondaires; trés importantes sur le plan
thérapeutique et commercial (Masand et Menghani, 2015). Elles constituent une composante

importante de la population microbienne dans la plupart des sols.

En Algerie, les sols semi-arides se sont revelés trés diversifiés en actinobactéries, qui sont
des bactéries aérobies a Gram positif (Messaoudi et al, 2020). L'apparence microscopique de
ce groupe de bactéries peut aller de formes coccoides a un mince mycélium filamenteux

ramifié avec un diameétre de 1 a 2 um (Qin et al, 2016).

Ces bactéries se trouvent principalement dans le sol, I'eau douce et I'environnement marin
(Barka et al, 2015). Quelque espéces sont des opportunistes humains pathogénes, et peuvent
provoquer des maladies infectieuses (Valour et al, 2014). Les actinobactéries sont le groupe
de micro-organismes le plus important dans le domaine de la biotechnologie, en tant que
producteurs de divers métabolites secondaires utiles, tels que les antibiotiques, les
antifongiques, antitumoral, immunosuppresseur, vitaminique et anti-inflammatoire (Kumar
et al, 2016 ; Saturnino et al, 2017).

Ils sont aussi responsables de la dégradation/la décomposition de toutes sortes de
substances organiques tels que la cellulose, les polysaccharides, la matiére graisse et les
substances protéiques, etc. Les actinobactéries sont nouvelles sources potentielles de
nouveaux produits et fonctions naturels pour 1’exploitation dans la médecine, 1’agriculture et
I’industrie (Wen Jun et al, 2019).

L’objectif de ce mémoire est d’isoler des souches d’actinobactéries a partir de divers

environnement de 1’Est d’ Algérie, a savoir :



Introduction

L’cau du lacs salé de Sabkha EI Mahmal et la rhizosphére d’une plante située a la région
de la cité de Hafiane Laid, et le sol située a la forét de Hammam Salhine; dans le but de
cribler des souches ayant un potentiel de produire des molécules bioactives et possedant des

activités hydrolytiques.

Pour cela, une synthése des principales informations relatives aux actinobactéries et leurs

activités biologiques, a été effectuée (revue bibliographique).

Une deuxiéme partie porte une description des techniques expérimentales, qu’ont été fait
au niveau de Campus des Laboratoires Pédagogiques, Université de Khenchela. Une troisieme

partie qui porte les différents résultats obtenue, discutés.






Revue bibliographique

I. Les actinobactéries

1.1 Historique

Le terme actinomycéte a été historiquement introduit pour définir des bactéries
filamenteuses et ramifiées (Holt et al, 1994), qui dans la classification actuelle des
actinobacteria appartiennent a ’ordre des actinomycétales. Les actinobactéries forment des
colonies circulaires constituées d’hyphes, c’est-a-dire de filaments qui irradient par croissance

centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance (Eunice et Prosser, 1983).

Cela explique leur dénomination qui provient de deux substantifs grecs «aktino» et

«mycetes» et signifie « champignons a rayons» ou « champignons rayonnant».

L’histoire des actinobactéries peut étre divisée en 5 grandes périodes. La premiere
période qui va de 1877 a 1890 environ, a été nommée « période médicale » du fait que
I’intérét porté a ces microorganismes était di presque exclusivement aux propriétés

pathogénes qu’on leur attribuait (Baldacci, 1962).

La seconde période (1890-1938) (Mariat et Sebald, 1990) se rapporte a la mise en
évidence et a I’étude des actinomycétes du sol, avec les travaux de Rossi-Doria (1890-91),
Gasparini (1891-94), Krainsky (1914), Waksman (1919), Lieske (1921), Orskov (1925),
Jensen (1931-33) et Krassinikov (1938). Elle couvre la découverte des conditions
saprophytiques d’habitat des actinomycetes et les premiéres tentatives pour distinguer deux

groupes : les pathogénes et les saprophytes.

L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits par les
actinomycetes. Elle commence en 1940 et le nom de Waksman lui est indiscutablement lié
avec la découverte, en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Le
minor, 1989 ; Sanglier et Trujillo, 1997). Cette période a resulté en un accroissement

brusque du nombre d’espéces décrites (Baldacci, 1962).

Ainsi, la période suivante (1940-1970) peut étre définie comme une période de
développement de criteres morphologiques et biochimiques pour la classification des
actinobactéries, en parallele avec la meilleure compréhension de la physiologie de ces
bactéries de leur intérét pour la production de métabolites secondaires et leur potentialité de
biodégradation de composés organiques. Enfin, depuis les années 1960, I’essor des méthodes

de génetique, initiées par Hopwood (Hopwood, 1973 ; Chater, 1999) puis de génomique
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(Hopwood, 2003) a révolutionné la classification des espéces (Ventura, 2007) puis les
méthodes de découverte de métabolites secondaires (Donadio, 2002) et d’exploration du

potentiel biotechnologique de ces microorganismes.
1.2 Définition et Caractéristiques generales des actinobactéries

Les actinobactéries, également connus sous le nom d’actinomycetes, sont des bactéries
filamenteuses ayant un coefficient de Chargaff compris généralement entre 60 et 70%, a
coloration de Gram positive. Ils ont un type de croissance mycélien (les cellules produisent

des filaments et des ramifications) (Ahmad et al, 2017).

Ces bactéries sont géneralement terrestres ou aquatiques (Kamjam et al, 2017). lls
incluent des especes formant des bacilles isolés comme le cas du genre Mycobacterium,
d’autres formant un mycélium trés fragmenté a maturité, comme le genre Nocardia, alors que
certains d’autres formant un mycélium stable et ramifié, comme dans le cas du genre
Streptomyces (Hoza et al, 2016). Ils sont caractérisés par une croissance lente, allant de
quelques jours a quelques semaines, Le temps de génération moyen est d’environ 2 a 3 heures

(Saurav et Kannabiran, 2010).

La plupart des actinobactéries sont immobiles. En réponse a des conditions
défavorables, (tel qu’un déficit en nutriments et en eau), certains types produisent des spores
flagellées, permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques. Ce n’est que lorsque les
conditions redeviennent favorables que les spores peuvent germer et former de nouveau le
mycélium végétatif. Cette propriété joue un réle important dans leur large distribution par le

vent.

Ces bactéries ont une valeur biotechnologique importante du fait que presque 10,000
molécules bioactives ont été obtenues a partir des actinobactéries, ce qui représente 45 % du
total des métabolites secondaires obtenus a partir de toutes les bactéries (Ranjani et al, 2016).
Ils sont capables de métaboliser plusieurs et différents composés y compris les sucres
(Polysaccharides), les alcools, les acides aminés et les composés aromatiques par production
d’enzymes extracellulaires. Cette diversité métabolique est due a leur génome extrémement
large qui a une centaine de facteurs de transcription qui controlent I’expression des geénes qui

leurs permettent de répondre leurs besoins.

Si la plupart des actinobactéries sont hetérotrophes, mésophiles, neutrophiles, non



Revue bibliographique

halophiles, cependant, il existe une diversité physiologique importante au sein de cette
communauté microbienne puisque 1’on retrouve également des thermophiles, des
psychrophiles, des alcalophiles, des acidophiles, des halophiles et des fixateurs d’azote
(Goodfellow et al, 2012). Cette grande diversité fait que les actinobactéries soient retrouvées

dans divers environnement y compris les plus extréme (Bouaziz, 2018 ; Harir, 2018).
1.3 Taxonomies et criteres d'identification

La taxonomie des actinobactéries est récemment fonder sur les critéres morphologiques,
chimiques, physiologiques et génétiques. Certains genres sont simplement identifiables par
leur micromorphologie particuliere, comme les Micromonospora, Actinoplanes,
Dactylosporangium, Streptosporangium, Planomonospora, Planobispora etc. Par contre dans

la plupart des autres cas. La détermination des chimiotypes est indispensable.

Tel est le cas pour les genres Nocardiopsis, Saccharothrix, Actinomadura,
Nonomuraeae, Saccharopolyspora, Nocardioides, Streptomyces etc. Les caractéristiques
physiologiques et génétiques sont importantes pour I’identification des especes et sous-

especes (Abbes et al, 2017).
1.3.1 Taxonomies phénotypique
» Criteres morphologique

La morphologie macroscopique et les caractéristiques culturelles des actinobactéries sont
déterminées sur différents milieux, qui contribuent a la différenciation du genre
Actinomyceétes. C'est un probléme d'observer a l'ceil nu si du mycélium aérien est produit
(MA) et si le mycélium du substrat (MS) est présent et s'il est la production des pigments

mélanine.

La détermination des caracteres micromorphologiques se fait par I'observation directe au
microscope optique ou électronique des cultures poussant sur des milieux gélosés. Les
observations portent sur les mycéliums aériens et du substrat. Il s’agit d’observer la présence
ou non de sporophores sur le mycélium, la présence ou non de sporanges, de sclérotes ou de
synnemata tel qu’Actinosynnema, la présence de spores mobiles telles que Planomonospora,
Actinoplanes, ou non mobiles tel que Streptomyces, Streptosporangium, leur forme, leur
disposition sur les hyphes et leurs nombres (Figure N°1 et 2) (Bouaziz, 2018).
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Micromonospora sp Streptomyces violaceusniger

Figure N° 01: Photographies au microscope électronique d’isolats d’actinobactéries non
mobiles monosporulés (Dyah noor et al, 2013) (Yufeng et al, 2017).

Actinomadura.spp Nonomuraea sp

Figure N° 02: Photographies au microscope ¢électronique d’isolats d’actinobactéries non
mobiles dotées d’oligospores (Hayrettin et al, 2020).

» Critéres chimiques
Ce critére consiste a étudier la composition cellulaire en acides aminés, en glucides

cellulaires, en phospholipides membranaires, de la ménadione, des acides gras membranaires
(Bouaziz, 2018).

e Acides aminés pariétaux

L’une des propriétés importantes dans la taxonomie des actinobactéries est la présence
de deux acides aminés dans la paroi cellulaire, il s’agit de 1’acide diaminopimélique (DAP),

qui peut étre sous formes isomeériques LL ou DL (méso) et la glycine qui est variablement
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présente. Chez quelques actinobactéries, le DAP peut étre remplacé par la lysine, 1’ornithine

ou I’acide diaminobutyrique (Becker et al, 1965).
e Sucres cellulaires

Les sucres caractéristiques sont principalement les couples arabinose-galactose,
arabinose-xylose, rhamnose-galactose, ainsi que le madurose ou 3-0 méthyl galactose
(Lechevalier et al, 1970). Sur la base de la composition des cellules en acides aminés et en

sucres, plusieurs chimiotypes ont été defines.
e Lipides

L'analyse des parties cellulaires et des lipides membranaires est un outil important pour
la classification des actinobactéries, y compris les phospholipides, la ménadione, les acides

gras et I'acide mycolique. Ces derniers sont des lipides complexes insaturés.
> Critéres physiologiques

Les critéres physiologiques sont tres importants pour l'identification des especes. lls
consistent en des testes de dégradation de plusieurs substances, des glucides, des lipides, des
protéines. Un des caractéres essentiels pour la différenciation des espéces des streptomyces est

la production de pigments mélanoides.

La croissance des actinobactéries est influencée par nombreuses paramétres

physiologiques utilisés en taxonomie des actinobactéries sont :
* les optima du PH et de la température et I'oxygéne...etc.

» La sensibilit¢ au chlorure de sodium et aux antibiotiques ainsi qu'a certain agents

chimiques.

+ l'utilisation de sources carbonées et azotées ainsi que la dégradation de certain

polymeres tels que I'amidon, la caséine, la gélatine.
* la production de mélanine (Shirling et Gottlieb, 1966).
1.4 Classification (systématique)

En se basant sur le systeme de classification de Murray (Bergey’s Manual of
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Systematic of Bacteriology, Murray et al, 1989), les actinobactéries ont été classés dans le
regne des procaryotes, division des bactéries Gram positives, classe des Thallobacteria
(bactérie Gram positives ramifiées), dans laquelle on trouve I’ordre des actinomycétales
(Ouhdouch., 2003) le (Tableau N° 1) montre la classification de la classe Actinobacteria,

Acidimicrobiia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria et Thermophilia (Garrity et al, 2004).

10
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Tableau N° 01: Classes, ordres et familles du phylum des actinobactéries (Goodfellow et al,

Solirubrobacterales

2012).
Classes Ordres Familles
Actinomycetales Actinomycetaceae
Actinopolysporales |Actinopolysporaceae
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae
Catenulisporales Catenulisporaceae, Actinospicaceae
. Corynebacteriaceae, Dietziaceae, Mycobacteriaceae,
Corynebacteriales . -
Nocardiaceae, Segniliparaceae, Tsukamerullaceae
. Frankiaceae, Acidothermaceae,Cryptosporangiaceae,
Frankiales .
Geodermatophilaceae, Nokamurellaceae
Glycomycetales Glycomycetaceae
Jiangellales Jiangellaceae
Kineosporales Kineosporaceae
dctinobacteria Micrococcaceae, Beutenbergiaceae, Bogoriellaceae,
Brevibacteriaceae, Cellulomonadaceae,
. Dermabacteriaceae, Dermacoccaceae,
Micrococcales . . .
Dermatophilaceae, Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Micobacteriaceae, Promicomonosporaceae,
Rarobacteriaceae, Ruaniaceae
Micromonosporales |Micromonosporaceae
. . Propionibacteriaceae,
Propionibacteriales .
Nocardidoidaceae
Pseudonocardiales |Pseudonocardiaceae
Streptomycetales Streptomycetaceae
. Streptosporangiaceae,Nocardiopcaceae,
Streptosporangiales Ptosp g P
Thermomonosporaceae
Acidimicrobiia Actinomicrobiales |Actinomicrobiaceae
o . Nitriliruptorales Nitriliruptoraceae
Nitriliruptoria
Euzebyales Euzebyaceae
Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteraceae
Thermophilales Thermophilaceae
Thermophilia Solirubrobacteraces, Conexibacteraceae,

Patulibacteraceae
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| Actinobacteria | ‘ Phylum |
| actinobacteria | | Classe |
| Actinobacteridae | | Subclasse |
Actinomycetales | Ordre |
Streptomycineae Subordre |
s
Streptom?cetaceae | Fﬂlnine |
Streptomyces | | Genre

Figure N° 03: Classification du genre Streptomyces selon Bergy' Mannual of Systematic
Bacteriology 2006 (Murray et al, 1989).

1.5 Habitat des actinobactéries
1.5.1 Environnement terrestre

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre sur tous les
substrats naturels courants, et en particulier le sol (Waksman, 1959 ; Porter, 1971 ; Lacey,
1973 ; Williams et al, 1984).

Dans le sol, de nombreuses actinobactéries sont saprophytes et participent a la
dégradation de la matiere organique et a la formation de I’humus, tout comme les
champignons. Les actinobactéries du sol sont surtout présents dans la couche comprise entre

la surface du sol (rhizosphéere) jusqu'au 2 m de profondeur (Cundell et Piechoski, 2016).

Le sol reste I'nabitat le plus important pour les actinobactéries avec des streptomycetes
existant comme une composante majeure de sa population. Selon de nombreux rapports,
Streptomyces a éte rencontré étre le genre le plus abondant isolé dans chacune des études. Les
actinobactéries terrestres représentent une source importante de molécule bioactives (Oskay
et al, 2005).

1.5.2 Environnement aquatique

Les actinobacteries sont bien représentés dans ces milieux d’eau 1’on peut facilement

isoler des souches de Microspora, d’Actinoplanes et de Streptosporangium.

C’est essentiellement dans les sédiments des fonds fluviaux ou lacustres que ceux-ci sont

12
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présents ou ils jouent un réle important dans la décomposition des débris végétaux. lls sont
absents dans les eaux miniéres trés acides (pH<1) et des sources thermales treés chaudes

d’origine volcanique (Xu et al, 1996).

I1. Les activités biologiques des actinobacteries
I1.1 L’activité antifongique

Les Actinobactéries sont connus par leur production de substances biologiquement
actives telles que les antibiotiques, les vitamines, les enzymes et les pigments. Certaines
espéces sont impliquées dans la production des composés antifongiques (Gebreselema,
2013).

La production des métabolites antifongiques est importante pour la lutte contre les
microorganismes phytopathogénes (El-Tarabilya et Sivasithamparam, 2006). Le mot
« antifongique » (ou antifungiques) tirent leur nom du latin fungus qui signifie champignons,
référe a un composé capable de tuer ou d’inhiber la croissance d’un champignon. De
nombreux antifongiques sont utilisés en médecine. La nystatine produite par Streptomyces
noursei est par exemple utilisée pour le traitement de différentes infections par des levures,
notamment des Candida (Fjaervik et Zotchev, 2005).

Les antifongiques interférent avec le fonctionnement des cellules fongiques, organismes
unicellulaires (levures) ou coenocytiques (filaments). En fonction de leur cible cellulaire, ils
seront : fongicides ou fongistatiques, selon qu’ils provoquent la lyse cellulaire ou inhibent la
prolifération cellulaire. Ils causent :

- Une altération de la membrane plasmique / la paroi fongique (action fongicide)

- Une altération du cycle cellulaire (action fongistatique) (Tableau N° 2).

13
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Tableau N° 02 : Exemples d’agents antifongiques produits par les actinobactéries

L’antifongique

Nystatin
Candicidin

Amphotericin B

Concanamycin A
Staurosporine
Antimycin A

Chloramphenicol
e

Fredericamycin

Kanchanamycin

Daryamides

N-(2-
hydroxyphenyl)-
2-
phenazinamine(
NHP)
Chandrananimyc
ine

Transvalencine

L’éspéce productrice

Streptomyces noursei

Streptomyces griseus

Streptomyces nodosus

Streptomyces

neyagawaensis

Streptomyces sp.

Streptomyces sp

Streptomyces
venezuelae

Streptomyces griseus

Streptomyces sp

Streptomyces sp

Nocardia dassonvillei

Actinomadura_sp

Nocardia transvalensis

L’effet de ’antifongique

Il se fixe au stéroléne de la membrane
cellulaire des champignons, ce qui modifie la
perméabilité membranaire et permet la fuite
de matériel intracellulaire.

Il montre une toxicité sélective et altere la
membrane fongique.

Il se fixe sur la membrane cellulaire de
champignons- et surtout les levures, la
rendant perméable et provoquant sa lyse
membranaire.

Est un inhibiteur spécifique de l'activité
vacuolaire de type H + -ATPase (V-ATPase)
et est capable d'induire lI'apoptose.
I'inhibition des protéines kinases par la
prévention de la liaison de I'ATP a la kinase
Est un inhibiteur de la respiration cellulaire,
en particulier de la phosphorylation
oxydative.

Il limite la synthése des protéines en inhibant
I'activité peptidyltransférase du ribosome
fongique.

Fredericamycin a bloque le clivage de I'ADN
stimulé par I'étoposide par la topoisomérase
I, et ses cytotoxines inhibent I'ADN
polymérase

e lie & la sous-uniteé 30S du ribosome
bactérien. Cela entraine un alignement
incorrect avec I'ARNm et conduit finalement
a une mauvaise lecture.

/

/

/
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11.2 L’activité antibactérienne

Les produits naturels jouent un réle prédominant dans le développement de nouveaux

agents thérapeutiques (Newman et Cragg, 2016).

Les métabolites secondaire produits par les actinobactéries présentent un grand nombre
d'effets biologiques diverses. Les actinobactéries représentent le groupe le plus important de
microorganismes, qui produisent des composés bioactifs. 1ls synthétisent environ les deux
tiers de tous les antibiotiques d'origine naturelle actuellement utilisés en médecine, en
pratique vétérinaire et en agriculture. La majorité de ces molécules proviennent de genre de
Streptomyces (Barka et al, 2016 ; Chater, 2016).

Les antibactériens sont des molécules issues du métabolisme secondaire qui ont été
particulierement étudiées du fait de leur importance en thérapie humaine et vétérinaire
(Merizig, 2015). Le terme « antibactérien » désigne toute substance naturelle ou synthétique
qui tuent et détruisent (bactéricide) ou ralentissent et bloquent (bactéristatique) la croissance
des bactéries (Veyssiere, 2019). Afin que I’antibactérien soit actif, il doit pénétrer dans la
bactérie, sans étre détruit ni étre modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie

bactérienne (Merniez, 2018).

Il a été signalé que plus de 70% des antibiotiques d'origine naturelle ont été isolés de
différents genres d'actinobactéries. Ainsi, il a été suggéré qu’un grand nombre

d’actinobactéries pourraient étre encore inconnues et produire des antibiotiques (Pandey,
2018) (Tableau N° 03).
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Tableau N° 03 : Quelque exemple des agents antibactériens produits par 1’actinobactéries.

Actinobactéries Les agents antibactériens Références
Producteurs

Streptomyces sp. production des composés bioactive. | (Mabrouka et al, 2020).
Actif450

Streptomyces inhibiteur de Pseudomonas | (Erika et al, 2020).

ansochromogenes | aeruginosa.

Streptomyces 5813-A/C : antibiotique peptidique @ (Alexey S et al, 2020).
roseoflavus INA- | avec une activité contre les bactéries

Ac-5812 a gram positif.

Streptomyces  sp. | inhibe les agents pathogenes et les | (Gerry A et al, 2020).
CJ13 levures multirésistants dans les
plantes alcalines de la médecine

traditionnelle irlandaise.

Streptomyces  sp = Antibiotique Angucycline. (Edna M et al, 2020).
DSDO011

11.3 L activité d'hydrolytiques

Les actinobactéries jouent un réle important dans la production d'enzymes hydrolytiques
extracellulaires d'importance industrielle. Ce groupe de bactéries est reconnu comme les
réservoirs de nombreuses enzymes industrielles précieuses telles que les amylases, protéases,
cellulases, estérases, lipases, xylanases, chitinases, ligninases, collagénases, etc. Il existe
différentes applications industrielles dans les domaines de la biomédecine et biotechnologie
(Prakash et al, 2013) (Figure N° 04).
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Amylase ]

Cellulase

Esterase

Figure N° 04 : Importantes enzymes industrielles produites par actinobactéria (Sharma,
Dutta et Thakur, 2018)

Le séquencage du génome entier des actinobactéries a fourni des informations a grande
échelle sur ses enzymes et protéines d'intérét industriel. Ce groupe de bactéries a été
constamment exploité pour la production d'amylases, protéases, cellulases, chitinases,
xylanases, etc. La diversité écologique, I'hétérogénéité biochimique et la capacité des
actinobactéries a produire des métabolites secondaires en ont fait la meilleure source pour la

production d'enzymes (Minotto et al, 2014).
11.3.1 Amylase

Les amylases sont considérées comme un groupe important d'enzymes qui hydrolysent
I'amidon en sirops a haut teneur en fructose, glucose et maltose et peuvent étre classées en
endoamylases et exoamylases. Souche d'actinobactéries, Stretomyceses erumps et
Thermobifida fusca ont la capacité de sécréter des amylaes a I'extérieur de la cellule pour
effectuer une digestion extracellulaire (Kar et Ray, 2008 ; Janaki, 2017). Il existe diverse
type d’amylases, on distingue les alpha-amylases produit par les Nocardiopsis sp (William et
al, 2012).

Les béta-amylases secréter par les Streptomyces sp (Christoph Wittmann et al, 2017),
les pullulanases et les amyloglucosidases. Ces enzymes amylolytiques sont capables
d’hydrolysées I’amidon (amylose et amylopectine) et ses produits de degradation sont

17



Revue bibliographique

dextrine, oligosaccharides.

Ces enzymes thermostables peuvent étre utilisées dans la boulangerie, l'industrie
pharmaceutique, du papier et de la pate. Les amylases de certaines souches alcaliphiles,
actinobactéries peuvent étre utilisées dans les détergentes formulations pour améliorer la
détergence des composés amylases de Streptomyces spp qui jeux un réle important dans les
applications biotechnologiques dans différentes industries et ayant environ 25% de la

demande sur le marché mondial des enzymes.

Les amylases peuvent provenir de plantes, d'animaux et de microbes. Les enzymes
d'origine microbienne répondent généralement a une forte demande dans les industries
(Janaki, 2017).

11.3.2 Protéase (caséinase et gélatinasse)

Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des
protéines. Ce groupe d’enzymes favorise 1’hydrolyse des liaisons peptidiques entre deux
acides aminés. Les protéases dépolymérisent les peptides et les protéines en libérant des
acides aminés de plus petits peptides (Navarre, 2010 ; Jean-Claude et al, 2014). Plusieurs
études ont rapporté la production de protéases a partir d'Actinobacterie comme des membres

des genres Streptomyces, Nocardia et Nocardiopsis.

La plupart des protéases montrent une tolérance a divers stress abiotiques comme un pH,
une température et une salinité élevés. Protéases de Streptomyces spp peut étre utilisé dans le
traitement de différents déchets agro-industriels comme les plumes, les ongles, les cheveux et

les déchets végétaux.

Les proteases produites par Nocardiopsis spp sont connues comme des enzymes
industrielles importantes et ont le potentiel d'étre largement utilisés dans I'industrie du cuir, de
la boulangerie, du textile, des détergents, de la brasserie, du fromage et de I'épilation
(Boulahrouf, 2017).

Plus de 48 souches d'Actinobactérie du sol ont éte rapportées pour la production de

protéases avec leurs effets cytotoxiques sur les cellules cancereuses.
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11.3.3 Kératinase

Les kératinases sont des enzymes importantes du point de vue industriel produites par un

certain nombre de souches d'actinobacteéries telles que Streptomycetes spp et Actinomadura

(Habbeche et al, 2014). Ces enzymes sont principalement utilisées pour I'hydrolyse de la

kératine.

Il existe une forte demande pour le développement d'alternatives biotechnologiques pour

le recyclage des déchets kératiques, la conversion des plumes de poulet, des poils, des ongles

et de la laine inutilisés en produits utiles a l'aide d'actinomycétes kératinises (Dastager et al,

2008) (Tableau N° 04).

Tableau N° 04 : Quelques souches d’actinobactéries productrices de kératinasse avec leur

application.

Souche d’actinobactérie

Streptomyces sp

Micobacterium sp kr10

Streptomyces sp S7

L’application

Utiliser dans  1’épilation

enzymatique du cuir,
industrie des détergents et
le développement de films

biodégradable.

Production de I’hydrolysat

d’aliments, production
d’engrais azotés

Hydrolyse du prion,
amélioration de
I’administration des
médicaments, traitement
dermatologiques,  produits

de beauté
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11.3.4 Xylanases

Les xylanases sont des glycosidases qui catalysent les liaisons 1,4-D-xylosidiques dans

les régions non substituées des chaines de xylanes pour aboutir a la xylose (Gerois, 2008).

Les membres du genre Streptomyces sont les principaux producteurs de xylanases parmi
les Actinobacteéries. Le xylane est le composant le plus dominant des hémicelluloses et il est
généralement utilisé dans I'amélioration de I'industrie de la péte a papier et du bioblanchiment
(Priya et al, 2012).

Les xylanases sans cellulases et thermostables sont produites par les genres
Actinobacterial, Actinomadura et Thermoactinomyces (Taibi et al, 2011), avec une
température optimale de 70°C (Brzezinski et al, 1999).

Certaines espéces de Streptomyces sont capables dhydrolyser divers résidus agricoles
comme les déchets de paille et les tourteaux, ce qui a entrainé une augmentation de la

production de biogaz (Chakraborty et al, 2012).

Il existe de nombreux domaines dans lesquelles est utilisée la xylanases, tel la gestion des
déchets, I'industrie des pates et papier les textiles, la production de biocarburants et produits
chimiques (Dickers-Ouellet, 2018).

11.3.5 Cellulases

La cellulase est un complexe enzymatique qui décompose la cellulose en B-glucose. Elle
est largement répandue dans les biospheres notamment chez les organismes fongiques et
microbiennes (Ghribi, 2019).

Les enzymes dégradant la cellulose sont excrétées par les micro-organismes dans Le
systéeme cellulolytique se compose de trois composants principaux: la 1,4-B glucane
glucanohydrolase agissant comme endoglucanase, la 1,4-B-D-glucane cellobiohydrolase
affichant une activité exoglucanase et la -glucosidase, qui divise le cellobiose (Tanveer et
al, 2014 ; Rajeeva et SoniTiwari, 2015 ; Hitesh et al, 2016).

Le systeme enzymatique de cellulases fonctionne en synergie, c'est-a-dire que les
endoglucanase effectuent des scissions aléatoires de la chaine cellulosique donnant du glucose

et des oligosaccharides, les exoglucanase attaquent I'extrémité non réductrice de la cellulose
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formant la cellobiose, et enfin les cellobiose hydrolysent le cellobiose en glucose.

Les membres de plusieurs Actinobactérie mésophiles et thermophiles ont été étudiés pour

leur capacité a dégrader la cellulose (Saci, 2012).

Les actinobactéries mésophiles connues pour produire des complexes cellulolytique
comprennent Streptomyces antibioticus, S. flavogriseus et S. viridosporus. Les streptomycétes
mésophiles produisent également des cellulases complexes & un pH compris entre 5 et 7, ils

montrent leur activité la plus élevée a 40°C - 55°C.

Lors des processus industriels difficiles, les bactéries thermophiles constituent une bonne
source de cellulase industrielle. C’est la cas par exemple de désencrage du papier, le
ramollissement de tissu, de la pate et de papier, le biopollisage des tissus, du jus et des

aliments pour animaux, etc (Sahoo et al, 2019).
11.3.6 Lipases

Les lipases font partie des familles d'estérase, elle sont des hydrolases d'esters
carboxylique (Fickers et al, 2008). Chez les actinobactéries, les lipases endo et exocellulaire
sont isolées a partir de l'espéce Thermoactinomyces vulgaris. Des phospholipases sont
également isolées avec un taux éleve a partir des espéces du genre Streptoverticillium et de

I'espéce Micromonospora chalcea (Saci, 2011).

En industrie agro-alimentaire, les lipases interviennent dans la maturation des fromages et
de certaines charcuteries, dans la biorémédiation. L'addition de lipase dans les effluents des
industries agroalimentaires souvent riche en lipides, ou méme la culture dans ces effluent de

microorganisme, les produisant, permet de a chréduire large lipidique (Fickers et al, 2008).
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Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est I'isolement des actinobactéries possédant un potentiel de
production des molécules bioactives et doté des activités hydrolytiques, a partir du sol de
Hammam Salhine, du sol rhizosphérique la région de Hafiane Laid de la wilaya de Khenchela
et I'eau de Sebkha (EI-Mahmal) de la wilaya de Khenchela.

Figures N° 05 : Site de prélévement 1’échantillon du sol forestier la région de Hammam
Salhine de la wilaya de Khenchela (photo prise Le : 12/04/2021).
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Figures N° 06 : Site de prélevement de l'eau du Sebkha (EI-Mehmal) de la wilaya de
Khenchela (photo prise le : 17/04/2021).

Figure N° 07: Site de prélévement 1’échantillon du sol rhizosphérique la région de Hafiane
Laid de la wilaya de Khenchela (photo prise Le : 19/04/2021).
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I. Echantillonnage
1.1 Le sol

A laide d'une grande spatule stérile, les dix (10) premiére centimétres de la couche
superficielle du sol sont écartés. Les échantillons du sol ont été collectés avec une petite
spatule stérile plongée dans la couche sous-jacente entre (5 et 20 cm de profondeur) (Figure
N° 08),

Figures N° 08 : Méthode de prélévement de I'échantillon du sol. (a) : prélevement de sol
rhizosphérique, (b) : préléevement du sol forestier, (c) : tamiser du sol, (d) : séchage du sol.

Les échantillons triés sont placés dans des flacons stériles et transportés au laboratoire.
Ces échantillons ont été séchés a I’air libre et broyés dans un mortier pour éliminer les

grumeaux de terre et faciliter I'isolement des souches d'actinobactéries.
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Figure N° 09: Photo des échantillons du sol forestiers et rhizosphérique. (a) : les échantillons
du sol aprés le prélevement, (b): les échantillons du sol apres le tamisage, séchage et
refroidissement (1’échantillon du zone 1 c’est le sol du Hammam Salhine, 1’échantillon du
zone 2 c’est le sol du Hafiane Laid).

1.2 L'eau

Les échantillons d'eaux, ont été prélevés au niveau des sources de Sebkha située a El
Mahmal de la wilaya de Khenchela. L'eau recueillie est introduite dans des flacons stérile et
transportée dans une glaciére au laboratoire, puis les analyses sont effectuées au plus tard dans

les 24 heures qui suivent les prélevements.

Figure N° 10 : Prélevement de I’eau de Sebkha dans la région d’El Mahmal La wilaya de

Khenchela.
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I1. Isolements et purification des actinobactéries

Des suspensions meres ont été préparées apres avoir introduit 10g de chaque échantillon
dans des flacons contenant 100ml d’eau physiologique stérile. L'isolement des actinobactéries
a eté réalisé sur milieu gélosé Olson (Annexe 01) additionné d'un antifongique, la nystatine
(50pg/1). Pour chaque échantillon, des dilutions décimales de 107 jusqu’a 10°® sont préparées

a partir des solutions meres.

Par la suite, 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur le milieu Olson précédemment
stérilisés et coulés dans des boites de Pétri stériles. Ces derniére sont, alors incubées a 30°C et

observées apres deux, trois et quatre semaines d'incubation.

A l'aide d'un microscope optique, les colonies d’actinobactéries sont repérées d'aprés leur
aspect macroscopique caractéristique. Les colonies possédant un aspect typique aux
actinobactéries sont purifiées sur milieu Yeast Malt Extract Agar (YMEA) + CaCO3 (Annexe
01) (Boudemagh, 2007 ; kitouni, 2007 ; Arasu et al, 2009).

111 Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries
111.1. Activité antibactérienne
a) Les bactéries-tests

L'activité antibactérienne des isolats purs d’actinobactéries a été recherchée contre les
bactéries-tests obtenues aupres de I'American Type Culture Collection (ATCC). Les bactéries
a coloration de Gram positive sont : Staphylococcus aureus ATCC 2592 et Bacillus subtilis
ATCC 6633. Les bactéries a coloration de Gram négative sont : Escherichia coli ATCC
25922,

L’activité antibactérienne a été testée également contre Staphylococcus aureus résistant a
la méthicilline (MRSA : Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) ATCC 43300. A partir
d'une culture de 24h sur gélose nutritive, une suspension de chaque bactérie test est préparée.
La densité cellulaire de chaque suspension est ajustée a 1’aide d’un spectrophotometre afin

d’avoir d’une absorbance qui ne dépasse pas 0.05 a A= 625 mm
b) Technique des cylindres d'agar

Les isolats purs d’actinobactéries sont ensemencés sur milieu solide YMEA en stries tres
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serrées, puis incubés pendant 7 jours a 30°C. Par la suite, des cylindres de 6 mm de diamétres,
de culture d’actinobactéries bien sporulées a raison de 108 spores/ml sont découpés
stérilement, déposés a la surface du milieu Mueller Hinton (Annexe 01) prealablement
ensemencé par le germe cible. Les boites ensemencées sont maintenues a +4°C pendant 2h

avant d’étre incubées pour permettre la diffusion des substances bioactives.
111.2. Activité antifongique

La capacité des isolats d’actinobactéries a inhiber le développement des champignons
(deux contaminants fongiques) et de levure (Rhodotorula) a été testée en utilisant la technique
de cylindre d’agar. Un disque de 06 mm de diamétre issu d’une culture pure de la moisissure
testée est déposé au centre de la boite. Ensuite, des disques de 1’actinobactéries sont placés
parallelement et autour a une distance de 3 cm du disque de champignon. Ces boites sont
incubées a 30°C pendant 14 jours. Des boites contenant justes le disque de champignon sont

incubées dans les mémes conditions, elles servent de controles (Tour et al, 2004).

Pour ’activité contre Rhodotorula, des cylindres de 06 mm des actinobactéries pures ont
été déposé sur des boites de pétri préalablement ensemencé par des stries trés serrés de la

souche de la levure (Rhodotorula).
IV. Etude des caractéres biochimiques
IV.1 Production de sulfure d'hydrogene (H2S)

Des tubes contenant du milieu TSI (Triple Sugar Iron) ont été ensemencés puis incubés pendant
14 jours a 28°C. La production de I'H2S est appréciée par I'apparition d'une coloration noire dans le
milieu (Guiraud et al, 1998).

V.2 L'activité d'hydrolyse

L'hydrolyse de la gélatine (0,4%), la caséine (1%), I'amidon (1%) a été déterminé sur le
milieu de base de ISP9 (Annexe 1). Les activités de dégradation sont notées aprés 14 jours
d'incubation. Pour la caséine, I’activité a été détectée par I'apparition, autour des colonies, de
zones claires. Cependant, le résultat pour la gélatine, I’amidon est notée aprés inondation des cultures
respectivement avec la solution de chlorure mercure (HgCI2), de lugol, et laisser & température
ambiante pendant quelque minute (Hankin et al, 1971 ; William et al, 1983 ; Nicemol,
2006).
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Résultats et discussion

l. L’isolement et purification des actinobactéries

Les colonies d’actinobactéries apparaissent apres 02 & 04 semaines d’incubation, elles

sont souvent compactes et bien incrustées dans la gélose (Figure N° 11).

Apres observation microscopique, les colonies d’actinobactéries ont été¢ purifiées par
repiquage dans le milieu YMEA incubées a 30°C pendant 07 jours. Ainsi, I’isolat
d’actinobactéries ont été obtenus et se répartissent comme suit : plus de 100 isolats du sol
rhizosphérique de Hafiane Laid Khenchela, 18 isolats du sol forestier (Foret de Hammam
Salhine Khenchela) et 05 isolats du sol environnant de la Sebkha (Sebkha EI Mahmal
Khenchela) (Tableau N° 05).

La figure (12) montre 1’aspect de quelques isolats d’actinobactéries apres 1’étape de

purification.

Tableau N° 05: Nombre d’isolat d’actinobactéries par site exploré.

Echantillons Site de prélevement Nombre d’isolats
01 Sol forestier SHK Foret de Hammam Salhine Khenchela. 18
02 |  Eau de Sebkha MSK Sebkha EI Mahmal Khenchela. 05
03 Sol rhizosphérique HLK Hafiane Laid Khenchela. Pluizoo:zéoo
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Les actinobactéries sont des microorganismes capables de coloniser différents

écosystemes grace a leur caractéristique compétitive.

Dans ce travail, I’isolement des actinobactéries a ¢té réalis€¢ a partir d’un sol

rhizosphérique et d’un sol forestier provenant de la région de Khenchela et de I’eau de
Sebkha (Khenchela).

D’apres les résultats obtenus, il est tres clair que le nombre des actinobactéries est trés
différent d’un site a un autre. Cette différence peut étre expliquée par la disponibilité de la

matiére organique essentielle pour la croissance des actinobactéries.

La variation des sites de prélévement a pour but d’augmenter nos chances d’isolement

d’actinobactéries possédant un potentiel élevé de production de molécules bioactives.

Le milieu Olson, employé¢ s’est avéré efficace pour I’isolement de ce groupe de bactéries.
En effet, ce milieu contient de caséine de sodium et asparagine qui favorisent la croissance
des actinobactéries Hilalli et al (2002).

L’addition au milieu d’isolement des substances inhibitrices comme la nystatine pour
stopper la croissance des germes envahisseurs et diminuer le nombre des bactéries non

mycéliennes Williams et Davies (1965).

Le nombre d’isolats obtenu a partir du sol forestier est proche avec celui obtenu par
Amara et Boukhoursa (2019) qui ont pu récupérer 15 isolats a partir d’un échantillon de sol

forestier (site Abdelmalek Ramdane, Ouillis de la wilaya de Mostaganem).

Un nombre trés faible d’isolat a été obtenu a partir de Sebkha en comparaison avec les
résultats obtenus par Messoudi (2013) qui ont pu récupérer 18 isolats a partir de Sebkha (site

Kenadsa, le sud-ouest de la wilaya de Béchar).

Le nombre d’isolat obtenu dans notre étude a partir d’un échantillon du sol
rhizosphérique est supérieur a celui obtenue par Leulmi (2019) (65 isolat a partir du sol

rhizosphérique, EI Hamma, Khenchela).
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1. L’activité antibactérienne des actinobactéries
I1.1 Des isolats d’actinobactéries du sol forestier

Les isolats qui ont une activité antibactérienne sont présentés dans le (Tableau N° 06).
Parmi les 18 isolats d’actinobactéries provenant du sol forestier, on a 05 isolats qui ont

présenté une activité antibactérienne vis-a-vis au moins de I’'une des souches cibles.

Les isolats SHK1 et SHK8 ont présenté une activité contre I’E. Coli et S. aureus
successivement. L’isolat SHK3 a une activité contre S. aureus, MRSA, E. Coli avec une zone

d’inhibition presque proche ’'une de ’autre (Figure N° 13).

Les résultats de 1’activité antibactérienne de tous les isolats indiquent que la plupart sont
plus actifs sur les bactéries a Gram positif (S. aureus, B. subtilis) que sur les bactéries a Gram
négatif (E. coli). En effet plusieurs chercheurs ont observé la résistance remarquable des
bactéries a Gram négatif par rapport a leurs homologues bactéries Gram positif Ullah et al
(2012).

Nos résultats sont faibles, par rapport, a ceux de Leulmi (2019) qui ont pu isoler 11
actinobactéries a partir d’échantillon de sol forestier de Djbel Chélia, Khenchela dont 11 sont
dotés d’une activité antibactérienne (avec une zone d’inhibition de 19 & 40 mm). Les travaux
de Bouaziz (2018) ont montré également lors d’un criblage initial de 19 souches
d’actinobactéries isolées du sol, 16 souches seulement ont présenté une activité

antibactérienne contre les germes cibles.

Tableau N° 06 : Activité antibactérienne des isolats du sol forestier.

Isolats, SHK Présence/absence d’inhibition
S. aureus MRSA B. subtilis E. coli
1 _ _ _ +
3 + + _ +
4 _ _ _ _
5 _ _ _ _
8 +

(-) : absence d’inhibition (+) : Présence d’inhibition
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Figure N° 13: Activité antibactérienne sur milieu Muller Hinton des isolats purs
d’actinobactéries du sol forestier, évaluée par la technique des cylindres d’agar. (a):
Staphylococcus aureus, (b) : MRSA, (c) : Bacillus subtilis, (d) : Escherichia coli.

11.2 Des isolats d’actinobactéries du sol rhizosphérique

Les isolats provenant du sol rhizosphérique ont montré des activités antibactériennes
notamment pour HLK1 et HLK2 (Tableau N° 07). HLK1 a une activité contre les bactéries
suivant : MRSA, B. subtilis, E. coli. HLK2 présente une activité contre les deux bactéries
MRSA et E. coli.

HLK2 présente une activité contre les deux bactéries MRSA et E. coli. L’isolat HLK3
inhibe seulement la croissance de la bactérie E. coli. Pour I’isolat HLK4, aucune activité n’a
présenté (Figure N° 14).

L’activité des isolats du sol rhizosphérique est trés faible avec une zone d’inhibition de 1
mm par rapport aux résultats de Leulmi (2019) qui ont montré que plus de 30 souches sont
actives contre les bactéries a Gram positif a ’origine de 62 souches testées avec une zone

d’inhibition de (10 a 40mm). Nos résultats sont d’autant plus singuliers en comparaison avec
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ceux de Habibeche (2013) qui a isolé des actinobactéries a partir de sol de la région de Mniaa
(El Golea) dans la wilaya de Ghardaia oQ tous les isolats présentent un pouvoir

antibactérienne remarquable contrairement aux notre.

Tableau N° 07 : Activité antibactérienne des isolats du sol rhizosphérique.

Isolats, HLK Présence/absence d’inhibition
S. aureus MRSA B. subtilis E. coli
1 _ + + +
2 _ + _ +
3 _ _ _ +
4 _ _ _ _

(-) - absence d’inhibition (+) : Présence d’inhibition

Figure N° 14: Activité antibactérienne sur milieu Muller Hinton des isolats purs
d’actinobactéries du sol rhizosphérique, évaluée par la technique des cylindres d’agar. (a) :
Staphylococcus aureus, (b) : MRSA, (c) : Bacillus subtilis, (d) : Escherichia coli.
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L’activité antibactérienne des isolats purs a été mise en évidence par la technique des
cylindres d’agar. Cette étude a démontré la capacité des isolats d’actinobactéries a produire
des substances antibactériennes notamment ceux provenant du sol rhizosphérique et du sol

forestiers.

Les isolats les plus actifs sont les isolats du sol rhizosphérique. Ceci pourrait étre
expliqué par la relation symbiotique existant entre les actinobactéries colonisent les racines
des plantes, particuliérement avec leurs racines. Les actinobactéries colonisent les racines des
plantes, en influencant positivement via la synthése de molécules bioactive (antibiotique) qui

vont protéger la plante d’agent phytopathogenes.

Les résultats de I’activité antibactérienne de tous les isolats indiquent que la plupart sont

plus actifs contre E. coli que les bactéries a Gram positif (S. aureus, B. subtilis).
111 L'activité antifongique des actinobactéries
I11.1 Des isolats d'actinobactéries du sol forestier

e Levure " Rhodotorula”’

Rhodotorula est une levure unicellulaire genre de champignons imparfaits de la
famille Cryptoccacées, caractérisée par un taux de croissance fort. Il a une couleur rose a
rouge et largement répandue dans I’air, les produits laitiers, le sol et I’eau. Ils sont parfois
été identifiés comme une cause d’infection opportuniste chez des hétes compromis. Sont

des agents responsables de mycoses (Soliman et al, 2018).

Les isolats montrant une activité contre la levure Rhodotorula sont présentés dans le
(Tableau N° 08). Parmi les 18 souches d'actinobactéries provenant du sol forestier, 02

isolats (SHK3 et SHK4) d'entre elles ont présenté une activité vis-a-vis la levure testée.

Nos resultats sont similaires, par rapport, & ceux d’Elhitti (2015) qui a montré que les
actinobacteéries testées n’ont aucune activité inhibitrice contre Candida albicans, Candida

glabrata.

e Contaminant fongique n°1

Les isolats SHK1, SHK2, SHK3, SHK4 et SHK9 présentent une activité antifongique
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contre le contaminant fongique testé n°l (Figure N° 15), et SHK5, SHK8 n’ont pas une
activité antifongique contre le champignon testé n°l issue d’une contamination lors de

I’isolement des actinobactéries (Tableau N°08).

Tableau N° 08 : Activité antifongique des isolats du sol forestier.

Isolats, SHK Rhodotorula Contaminant fongique n°1
1 _ +
2 / +
3 + +
4 + +
5 - -
6 - /
8 / -
9 - +

(-) absence d’inhibition, (+) présence d’inhibition, (/) on n’a pas effectué le test.

Pour I’échantillon provenant du sol forestier, ’activité antifongique des isolats s’est
avérée faible en comparaison avec celle des isolats provenants du sol rhizosphérique. Nos
résultats sont faibles en comparaison avec ceux de Bakdi (2016) qui a montré que 05 isolats
présentent un pouvoir antifongique remarquable contre (Aspergillus niger et Candida
albicans) contrairement au notre. Les travaux de Bouaziz (2018) a montré également lors
d’une 37 souche d’actinobactéries testé, seulement 09 souches ont présenté une activité
antifongique contre Aspergillus et Fusarium avec une zone d’inhibition de 8§ a 30 mm

respectivement.
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Figure N° 15 : Activité antifongique sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) des isolats pure
d'actinobactéries du sol forestier par la technique de cylindre d’agar. (a) et (b) : résultat de la
technique des cylindres sur Rhodotorula, (c) : contaminant fongique n°1 (Témoin), (d) et (e) :
résultat de la technique des cylindres sur le contaminant fongique n°1.

111.2 Des isolats d"actinobactéries du sol rhizosphérique

e Levure ""Rhodotorula "'

Les isolats provenant du sol rhizosphérique, ont présentés une activité antifongique
intéressante contre Rhodotorula. Les isolats HLK1, HLK2 et HLK3 sont avérés plus actifs
pour inhiber la croissance de Rhodotorula. Par contre HLK4 ne posséde pas une activité vis-a-
Vis cette levure.

Nos résultats sont intéressants, par rapport, a ceux d’ Elhitti (2015) qui a montré que les
actinobactéries testées n’ont aucune activité inhibitrice contre Candida albicans, Candida

glabrata et contre des levures isolées a partir de différents rhizosphéres d’oliviers.

e Contaminant fongique n° 2

En ce qui concerne I’inhibition de la croissance de contaminant fongique n° 2, les isolats
prévenants du sol rhizosphérique, ont montré une activité antifongique moins importante
(Tableau N° 09) par comparaison aux isolats du sol forestier. Les isolats HLK1 et HLK4 ont
une activité positive contre le champignon testé n° 2, mais aucune activité antifongique n’a

été détectée pour les autres isolats (Figures N° 16).
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Tableau N° 09 : Activité antifongique des isolats du sol rhizosphérique.

Contaminant fongique
Isolats, HLK Rhodotorula
n° 2
1 + +
2 + -
3 + -
4 - +

Figure N° 16 : Activité antifongique sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) des isolats pure
d'actinobactéries par la technique de cylindre d'agar. (a): activité contre la levure
Rhodotorula, (b) contaminant fongique n° 2 (Témoin), (c) : activité contre le contaminant
fongique n°2.

Les actinobactéries sont caractérisées par un large spectre d’activité antifongique. Notre
résultat est tres faible par rapport a Belyagoubi (2014) ou 43 ont fait I’objet d’un criblage de
I’activité antifongique sur gélose contre les germes cibles.

Il'y a aussi les études de Dahmani et Bouzid (2017) dont 04 souches parmi 09 souches
d’actinobactéries isolés a partir d’un sol rhizosphérique ont une activité antifongique avec une
zone d’inhibition entre 02 et 14 mm contre Phytophtora infestant et Candida albican. Et
d’apreés Abbes et Boutraa (2017) 03 isolats d’actinobactéries du sol rhizosphérique ont été
testés 02 isolats montrent une activité contre C. albican par un diamétre d’inhibition de 11

mm.
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IV La production de sulfure d’hydrogénes
IV.1 Des isolats d’actinobactéries du sol forestiers

Les isolats appartenant du sol forestier, ont présenté une production d’H,S intéressant.
Les isolats SHK1, SHK3 et SHK8 sont avérés plus actif pour la production d’H,S (Figure N°
17). Par contre SHK4, SHK5 et SHK9 ne possede pas une production (Tableau N° 10).

Tableau N° 10 : Production d’H»S des isolats du sol forestier.

Isolats, SHK Production des colonies noires
1 +
3 +
4 -
5 -
8 +
9 _

(-) absence des colonies noire, (+) présence des colonies noire

V.2 Des isolats d’actinobactéries du sol rhizosphérique

Les souches HLK1, HLK2 et HLK3 produit de 1’H,S dans le milieu TSI (Tableau N° 11)
par I’apparition des colonies noire, par contre la souche HLK4 ne présente aucune production
(Figure N° 17).

Tableau N° 11 : Production d’H5S des isolats du sol rhizosphérique.

Isolats, HLK Production des colonies noire
1 +
2 +
3 +
4 -

(-) absence des colonies noire, (+) présence de colonies noire
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Figure N° 17 : Production d’H2S dans milieu TSI. (a) : Production d’H2S du sol forestier, (b) :
production d’H2S du sol rhizosphérique.

Les isolats du sol rhizosphérique sont plus actifs en production d’H,S par rapport aux

isolats du sol forestier.

Nos résultats sont intéressants comparativement avec celui obtenu par Amara et
Boukhoursa (2019) qui ont obtenu 04 souches qui ne produisent pas d’H,S & 1’origine de 04
souches testés. D’apres les recherches des littératures Abbes et Bouteraa (2017) ; Leulmi
(2019), ils ont obtenu une seule souche active (produit des colonies noires d’H,S) a 1’origine

de 2 souches d’actinobactéries testés.
V Les activités d'hydrolyses
V.1 Des isolats du sol forestiers

Les résultats des activités de la dégradation figurent dans le Tableau N° 12. Ils montrent
que les isolats SHK2, SHK4 et SHKS5 se sont révélés positifs pour la dégradation de 1’amidon
(Amidon, Caséine, Gélatine). Par contre I’isolat SHK1 et SHK8 dégradent seulement la
gélatine (Figure N°18).

L’isolat SHK9 dégrade l'amidon, caséine et la gélatine. Par contre I’isolat SHK3

hydrolysent I'amidon et ne dégradent pas la caséine et la gélatine (Tableau N° 12).
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Tableau N° 12 : Activité hydrolytique des isolats du sol forestier.

SHK1 | SHK2 | SHK3 | SHK4 | SHK5 | SHK8 | SHK9

Amidon - ++ + + ++ + + - ++
Caséine - + - + + - +
Gélatine * + - + + e o

(-) pas de dégradation, (+) dégradation faible, (+) dégradation modérée, (++) dégradation forte
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ISP9 (Témoin)

Gélatine

Figure N° 18: Photographies des activités de dégradation du sol forestier

(photo personnelle).

V.2 Des isolats du sol rhizosphérique

L'isolat HLK1 hydrolyse la caséine et la gélatine alors que I’isolat HLK2 n’agit a aucune
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de substances testée (amidon, caséine, gélatine) (Figure N° 19). L'amidon et la gélatine sont
dégradés seulement par I’isolat HLK3. L’isolat HLK4 dégrade seulement la gélatine (Tableau
N° 13).

Tableau N° 13: Activité hydrolytique des isolats du sol rhizosphérique.

HLK1 HLK?2 HLKS3 HLK4
Amidon - - + -
Caséine ++ - - -
Gelatine ++ - + +

(-) pas de dégradation, (+) dégradation faible, (+) dégradation modérée, (++) dégradation forte.

Amidon Caséine Gélatine

Figure N° 19: Photographies des activités de dégradation du sol rhizosphérique

(photo personnelle).

Les souches d’actinobactéries qui dégradent 1’amidon sont pourvues de I’enzyme
d’amylase qui résulte DI’apparition d’une zone claire autour des colonies; et cela est
compatible avec Nos résultats. Cette constatation est similaire de celle rapportée par Abbes
et Bouteraa (2017) oa toutes les 03 souches testées pour 1’activité hydrolytique de 1’amidon
montrent des résultats positifs. Les études de Bouzigha et Bouchiba (2017) également
indiquent que 23 souches parmi 35 isolats d’actinobactéries ont une activité amylolytique qui
se traduit par la présence d’un halo clair autour de la colonie apres 1’addition de lugol.

L’activité gélatinases se traduit par I’apparition d’un halo clair entourant la colonie. Nos
résultats obtenus sont semblable a ceux obtenus par Abbes et Bouteraa (2017);
Benzekhroufa (2018).

La présence d’enzyme caséinase résulte de 1’apparition des zones claires autours des
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colonies comparant avec le témoin. Nos resultats sont semblables avec ceux obtenus par
Harir (2018). Les travaux de Leulmi (2019) montrent que les 03 souches testées ne

dégradent pas la caséine a cause de 1’absence de I’enzyme de caséinase chez les 03 souches.
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Conclusion générale et perspectives

Les actinobactéries avec leur diversité et leur arsenal métabolique occupent une place
prépondérante en biotechnologie. Elles sont responsables de la production des métabolites
secondaires bioactifs, tels que les antibiotiques, les agents immunosuppresseurs et les
enzymes.

Dans le présent travail, nous sommes intéressés a I’investigation des sols des zones
semi-arides algériennes (Wilaya de Khenchela) afin d’isoler des souches d’actinobactéries, de
mettre en évidence leurs activités antimicrobiennes avec quelques activités biochimiques.

La premiére partie de ce travail est consacrée a I’isolement des souches
d’actinobactéries productrices de substances antimicrobiennes. L’isolement a été effectué a
partir de trois échantillons prélevés de trois écosystemes différents : sol forestier de Hammam
Salhine, sol rhizosphérique de Hafiane Laid et I’eau de Sebkha (EI Mahmal) de la wilaya de
khenchela.

L’isolements des actinobactéries sur milieu de culture Olson, a permis d’obtenir 18
isolats de I’échantillon de Hammam Salhine et 5 isolats de Sebkha EI Mahmal, et plus de 100
isolats a partir de 1’échantillon de Hafiane Laid. Ceci peut étre expliqué par le fait que ce
dernier est plus riche en matiere organique que les autres sols.

Ce travail a porté sur le criblage des souches, d’actinobactéries productrices des
molécules bioactives. Cette etude est effectuée vis-a-vis de bactéries pathogénes Gram positif
et Gram négatif (Staphylococcus aureus 25 et MRSA, Bacillus subtilis et Escherichia coli),
levure (Rhodotorulla) et deux champignon phytopathogenes par la technique des cylindres
d’agar. Les résultats étaient relativement remarquables en comparaison avec ce qui a obtenu
en littérature.

Les résultats des activités métaboliques ont révélé le pouvoir de biodégradation de
différentes molécules par les isolats étudiés (amidon, caséine, gélatine) grace a la production
des enzymes hydrolytiques tel que : amylase, caséinase, gélatinase.

En conclusion, I’écosystéme semi-aride représente un réservoir des actinobactéries
dotés de la production de différentes biomolécules. Au nos jours, I’intérét a découvrir des
solutions efficaces au phénoméne de multi résistance des microorganismes pathogénes pour
I’homme et d’autres étres vivants est plus urgent que contrdler la propagation de ces
microorganismes multi résistants. Ce qui nécessite la  découverte de  nouveaux
biomolécules actives. Egalement, les actinobactéries représentent une source importante des
enzymes trés utiles a I’échelle industrielle.

Le travail effectué ouvre des perspectives multiples qui concernent:
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Conclusion générale et perspectives

L’isolement et purification des actinobactéries a partir des différentes régions de la
wilaya de Khenchela en Algérie.

L’¢largissement des  études des  activités des  actinobactéries  sur
d’autres microorganismes pathogenes.

Extraction et purifications des molécules bioactives produites par ces actinobacteéries.
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Annexe 1 : Composition des milieux de cultures utilisés

1. Milieu Olson

Sodium caséine................oovviniiiinnns 29
L aspragine..........ccooevvueeneennennn.n 0,19
Sodium propionate ........................ 49
K2HPOA ..., 0,59
FESO4...uiiieeeeiieeeeeeeeeee, 0,01g
AGar. ..o 10g

Eau distillée........................ 1000ml
PH=7,2
3. Milieu ISP9 (International
Streptomyces Project)

(NH4)2SO4.. e 2,649
KH2 HPO4. oo e 2,389
KoHPO4...oviiiiiiiiiiis e 5,650
M@SO47H20 . ovieiiiiicee e 19
Solution d’oligoéléments......... ......... 19
AGar....ooi 159
Eau distillee ...................... 1000ml

PH=7,4

2. Milieu YMEA (Yeast Malt Extract Agar)

Extraitdelevure ....................ooll 49
Btraitdemalt......... ...................... 10g
GIUCOSE....ceiiiciieieeee 49

CaCO3. i e, 19

Agar... ..o 20g
Eau distillée... ..o 1000ml
PH=7,3

4. Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Glucose.........ceovvviviiiieciecieiieiennnnn. 209

Pomme de terre ................ceeii. 200g
Aar. ..o 15¢
Eau distillée...................col. 1000ml
PH=6,5
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5. Milieu Mueller Hinton

Extrait de viande........................... 29
Hydrolysat acide de caséine........... 17,59
Amidon...........oooiiii 1,50
Agar....ooiiiiiiii 109
Eau distillée......................o... 1000 ml

PH=7,4
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Annexe 2: Les solutions

Eau physiologique
ChIOrure de SOUIUM .........oiiiieieieee e 09g
BaU dISHIIEE ... e 1000ml

Solution d’oligo-éléments

FESO4 7 HaO oo 0,11g
MNCI2 4 HoO ..o e 0,799
ZNSO4 T HoO o 0,159
CUSO S5 HaO . . 0,649

Bau distillEe. . .nnneeeeeie e 100ml
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Résumé

La résistance bactérienne aux antibiotiques et I’émergence de nouvelles maladies infectieuses
justifient 1’urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes. Notre choix s’est porté sur
I”étude bibliographique et expérimentale des actinobactéries, car elles constituent une source naturelle
et attractive de différentes molécules bioactives. La synthése de ces molécules par les actinobactéries
est considérée comme un moyen d’adaptation dans leurs habitats. Cette aptitude nous donne une large
gamme de biomolécules: antibiotiques, antifongiques, enzymes, etc. A travers la revue
bibliographique, nous avons donné une définition des actinobactéries et également mentionné les
caractéristiques morphologiques, physiologiques, et chimiotaxonomiques les plus importantes qui les
distinguent des autres microorganismes. On a abordé aussi leur classification, leur écologie, et leurs
activités biologiques. La revue expérimentale a apporter une contribution a 1’étude du pouvoir
antimicrobien de certaines actinobactéries ayant la capacité a inhiber la croissance des
microorganismes pathogénes. Des isolats d’actinobactéries ont été collectés a partir de 02 échantillons
de sol et un échantillon d’eau, provenant de différentes régions de khenchela. L’étude de ’activité
antimicrobienne de ces isolats vis-a-vis de bactéries pathogenes Gram positif et Gram négatif, levures
et champignons par la technique des cylindres d’agar a permis de sélectionner des isolats ayant une
activité non négligeable. Par la technique d’ensemencement par touche, on a sélectionné les isolats
productrices des différents enzymes et qui ont des activités hydrolytiques. En conclusion, on peut dire
que les actinobactéries représentent une source prodigieuse de molécules antimicrobiennes d’une
grande diversité, et la présente étude a permis de révéler le potentiel des écosystémes semi-arides
algériens comme étant des réservoirs importants de souches d’actinobactéries productrices de

molécules bioactives.
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