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Résumé

Résumé

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses, unicellulaires et aérobies. Sont
parmi les microorganismes qui peuvent coloniser différents écosystemes naturels,
essentiellement le sol. Aujourd’hui, les actinobactéries sont considérés comme une source
naturelle fascinante de molécules antimicrobiennes telles que les antibiotiques, les
antifongiques et de molécules antioxydante. Cette grande diversité de production des
biomolécules permettent d'assurer une défense efficace contre les maladies et particulierement
les maladies infectieuses.

Pour cela notre étude s’intéresse a 1’isolement des actinobactéries a partir de trois
¢chantillons provenant de différentes régions de Khenchela (1I’eau chaude de la station thermale
Hammam Elsalihine, I’eau pollué¢e d’Oued El Merdja et les margine d’huilerie Hadja Yamina).
Un totale de 15 isolats d’actinobactéries a été isolés et purifiés. L’étude de I’activité
antimicrobienne de ces isolats testés contre des bactéries pathogénes Gram positives, Gram
négative, et contre deux moisissures par les techniques des cylindres d’agar. Les activités
d’hydrolyse (amylase et gélatinase) ont été¢ également réalisées. L’extraction de molécules
bioactives produites par les trois isolats sélectionnés a été effectuée par 1’acétate d’éthyle.
Toutefois, I’activité antioxydante a été réalisée par une méthode colorimétrique selon la
capacité de molécules a piéger le radical libre stable (DPPH).

Les résultats ont montré que parmi les 15 isolats d’actinobactéries testés seulement trois
isolats (Ech9, Ep et Emk1) ont une activité antibactérienne vis a vis deux bactéries test et 09
isolats ont une activité antifongique. Tandis que les activités d hydrolyse indiquent que tous les
isolats testées ont la capacité a dégrader I’amidon alors qu’uniquement deux isolats possédant
la gélatinase.

Deux extraits bruts (Ep et Emk1) ont donné une activité contre seulement une bactérie
test. D’autre part, 1’activité antioxydante a été observée pour les deux extraits de Ech9 et Ep,
avec une bonne pourcentage d’inhibition pour I’extrait Ep de 68.3% a concentration de 0.5
mg/ml, et pour I’extrait Ech9 a la méme concentration montre un pourcentage d’inhibition de
61.6%.

Dans I’ensemble, les résultats montrent clairement que les actinobactéries isolés a partir
d’un écosysteme semi-aride, peu exploité, représente une source prometteuse de biomolécules.

Les mots clé : actinobactéries, antibiotiques, antifongiques, molécules antioxydants.



Abstract

Abstract

Actinobacteria are a group of filamentous bacteria,unicellular and aerobic.Are among
the microorganisms that can colonize different natural ecosystems, mainly the soil.Today,
actinobacteria areconsidered a fascinating natural source of antimicrobial molecules such as
antibiotics, antifungals and antioxidant molecules.This great diversity of production of
biomolecules make it possible to ensurean effective defense against diseases particularly

infectious diseases.

For this, our study investigates the isolation of actinobacteria from different regions of
khenchela (hot water from the Hammam Essalihine spa, polluted water from Oued EI Merdja
and margarine from Hadja Yamina oil mill).A total of 15 strains of actinobacteria were isolated
and purified.The study of the antimicrobial activity of these isolates against Gram-positive and
Gram-negative pathogenic bacteria, and against two molds by agar cylinders
technique.Hydrolysis activities (amylase and gelatinase) were also performed. The extraction
of bioactive molecules produced by the three selected isolates was performed by ethyl
acetate.However, the antioxidant activity was performed by a colorimetric method according

to the ability of molecules to scavenge the stable free radical (DPPH).

The results showed that among the 15 isolates of actinobacteria tested only three isolates
(Ech9,Ep et Emk1) have antibacterial activity against two test bacteria and 09 isolates have
antifungal activity .While the hydrolysis activities indicate that all the isolates tested have the

ability to degrade starch while only two isolates possessing gelatinase.

Two crude extracts gave activity against only one test bacterium. On the other hand, the
antioxidant activity was observed for the two extracts of Ech9 and Ep, with a good percentage
of inhibition for the Ep extract of 68.3% at a concentration of 0.5mg/ml, and for the Ech9 extract

at the same concentration shows a percentage inhibition of 61.6%.

Overall, the results clearly show that actinobacteria isolated from a semi-arid,

underexploited ecosystem represent a promising source of biomolecules.

Key words: actinobacteria, antibiotics, antifungals, antioxidant molecules
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Introduction
La propagation et I’émergence rapide de la résistance aux antimicrobiens sont parmi les

plus gros problémes pesant sur la santé publique qui préoccupent les gens du monde entier,
mettant en danger I'efficacité des antibiotiques qui ont révolutionné la médecine, sauvé des
millions de vies et permis de faire considérablement reculer la mortalité associée aux maladies
infectieuses. Bien que, ces maladies sont les plus fréquentes a 1’échelle mondiale comme la
tuberculose et les maladies hépatiques, causées par la transmission d’un agent pathogéne tel
que les bactéries, les champignons et les virus (Kiouba ,2003).

La résistance aux antibiotiques, est la capacité d’une souche bactérienne de croitre et
survivre malgré l'exposition a une concentration d’antibiotique supérieure. Elle est d’origine
génétique, peut étre due a des changements comme les mutations ou I'acquisition de génes de
résistance par transfert horizontal, qui se produit dans des organismes de taxonomie différente.
Cette résistance entraine une augmentation des dépenses médicales, des difficultés a combattre
les infections bactériennes et une hausse de la mortalité. En effet, La crise de la résistance aux
antibiotiques a été attribuée a ’'usage abusif des antibiotiques et leur utilisation inappropriée et
inadéquate, ainsi qu'au manque de développement de nouveaux médicaments par l'industrie
pharmaceutique en raison de la réduction des incitations économiques. Toutefois, La réduction
de la pression sélective des antibiotiques est importante pour prévenir 1’émergence d’une
résistance microbienne (Carle,2009 ; Aminov ,2009 ; Golkar et al.,2014).

En raison de la nécessité de trouver des nouvelles souches, les chercheurs orientent
plusieurs études par la mise en ceuvre de stratégies de recherche de nouvelles molécules
bioactives utilisables dotées par des d'effets biologiques diverses tels que les activités
antibactérienne, antifongique et antiparasitaire. A ’origine de ces molécules bioactives, les
actinobacteéries sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que fournisseurs
d’antibiotiquesdont75 % par des espéces de Streptomyces isolés jusqu’a maintenant (Revel et
al., 2000).

L’objectifs de notre mémoire consiste a :

e Isoler des souches d’actinobactéries a partir de divers écosystemes de la wilaya de
Khenchela: I’eaux chaude d’une source thermale Hammam Essalihine, 1’eau polluée
d’Oued el Merdja et les margines d’une I’huilerie d’Hadja Yamina.

e Lamise en évidence de I’activité antimicrobienne vis-a-vis des souches tests pathogenes

pour I’homme et méme contre quelques moisissures phytopathogenes.
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e Lamise en évidence de deux activités d’hydrolyses.
e L’extraction des molécules bioactives de quelques isolats sélectionnés.
e [’étude du pouvoir antioxydants.

Pour cela notre mémoire est divisée en 02 parties :

Une étude bibliographique qui comprends une synthése des informations nécessaire des
actinobactéries ,leurs productions des métabolites bioactifs et aussi leur écologie et

distribution dans la nature.

Une étude expérimentale qui englobe la partie matériel et méthode, partie résultats obtenus et
leur discussion qui ont été effectuée au sein de laboratoire Pédagogiques Elhamma Université

de Khenchela.
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1. Les Actinobactéries

1.1. Historique

D’aprés Waksman (1961), Ferdinand Cohn fut le premier a décrire un actinobactérie en
1875 et 1878, Harz, nomma Actinomyces bovis, un organisme parasite rencontré dans une
infection de la machoire d’un bovin, (Garrity et al., 2007). Waksman classe I'histoire des

actinobactéries en quatre catégories de base :

La premiére 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 (1900-1940) (Mariat et Sebald, 1990).se rapporte a la mise en
évidence et a 1’étude des actinobactéries 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 actinobactéries 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
actinobactéries. Elle commence en 1940 et le nom de Waksman lui est indiscutablement liée
avec la découverte, en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Trujillo
etal., 1997). Cette période a résulté en un accroissement brusque du nombre d’espéces décrites
(Baldacci, 1962). Ainsi, la quatrieme période (1940-1970) est caractérisée par le
développement de criteres morphologiques et biochimiques pour la classification des
actinobactéries, en parallele avec la meilleure compréhension de la physiologie de ces bactéries
et de leur intérét pour la production de métabolites secondaires et leur potentialité de
biodégradation de composes organiques.

Enfin, depuis les années 1960, I’essor des méthodes de génétique, initiées par Hopwood
(Hopwood, 1973 ; Chater, 1999) puis de génomique (Hopwood, 2003) a révolutionné la
classification des espéces (Ventura et al., 2007) puis les méthodes de découverte de
métabolites secondaires (Donadio et al., 2002) et d’exploration du potentiel biotechnologique

de ces microorganismes.
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1.2. Caractéres principaux

Les Actinobactéries, anciennement connus sous le nom actinomycetes, sont des
bactéries filamenteuses, aérobies a coloration de Gram positif, ayant un coefficient de chargaff
(G+C%) compris entre 57% — 75% (Anandan et al., 2016), La plupart des actinobacteries sont
hétérotrophes, saprophytes, immobiles et certains types produisant des spores flagellées qui
permettent leur dispersion dans les écosystemes aquatiques. Ils peuvent former des spores
asexuées (Prescott, 2013). Du plus, sont des bactéries formant des filaments ramifiés, mince
et septées (Dgigal, 2003), ya des bacilles et également des coccobacilles tels que

Mycobacterium et Rhodococcus (Prescott, 2003).

Les actinobactéries ont anciennement été consideres comme un groupe de
microorganismes intermédiaire entre les bactéries et les champignons, récemment ils sont bien
connus comme des organismes procaryotes (Andriambololona T, 2010). Ils développent un
mycélium végétatif et/ou un mycélium aérien, ces mycéliums sont fins et courts, contrairement
a ceux des moisissures, cela permet facilement d’étre différenciables des moisissures, par une

simple observation microscopique des colonies ou des cellules (Lechevalier, 2016).

1.3. Caractéres morphologiques des actinobactéries

Les caractéristiqgues morphologiques jouent un réle fondamental et important dans la
classification des actinobactéries tels que la structure de surface des spores, la position et le
nombre de spores, la forme des sporanges ou des conidies (Li et al., 2016). De plus, les
actinobactéries représentent une grande diversité de la structure et de la morphologie cellulaire,
on rencontre des formes batonnet-coccoide (Arthrobacter), batonnet (Mycobacterium),
coccoide (Micrococcus) et des spores porteuses d’hyphes ramifiés (Micromonospora) et des
formes d'hyphes fragmentées (Nocardia sp) et des formes de mycéliums hautement différenciés
avec des ramifications permanentes (Streptomyces spp, Frankia) (figure 02), et aussi les
Rhodocoques (qui ne produisent pas un vrai mycélium mais forment des filaments allongés sur

le substrat) et les Corynébactéries (qui ne produisent pas le mycélium).

Toutefois, les actinobactéries se différent entre eux par la présence ou l'absence d’un
mycélium de substrat et un mycélium aérien, la couleur du mycélium, production de pigments
mélanoides diffusibles, la structure et I'apparence de leurs spores (Barka et al., 2016). Ainsi
que, la détermination des caractéres micromorphologiques repose sur 1’observation directe au
microscope optique ou électronique des cultures poussant sur des milieux gélosés (Tresner et
al., 1961; Holt et al., 1994)
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La détermination des caractéres macromorphologiques des actinobactéries se fait par

I’observation a I’ceil nu sur différents milieux de plusieurs caractéres a savoir :

v Lacouleur et la production ou non de deux types de mycélium (mycélium du substrat et
aérien) et d’un autre coté la couleur et la production des pigments diffusibles qui sont

obtenus grace a une charte de couleur (Kelly et Judd, 1976).

Principalement 1’observation micromorphologie des actinobactéries portent quelque

commentaire comme suit :

v La présence ou non des structures spécifiques comme les sporanges, les sclérotes ou les
synnemata sur le myceélium, la présence des spores mobiles ou immobiles (Bouaziz ,2018).
v La formation des spores exogeénes sur le mycélium du substrat (MS) et/ou le mycélium
aerien(MS), la forme de chaines de spores et I’ornementation de la surface des spores. La
surface des spores (épineuse ou chevelue, lisse, rugueuse), la présence ou non de

sporophores et La fragmentation ou non du MS (Saker ,2015).

a: Nocardiopsis sinuspersici HM6T (Hamedi et al., 2010), b: Saccharopolyspora indica VRC122T (Vaddavalli
etal., 2014), c: Saccharomonospora halophila 8T (Al Zarban et al., 2002c¢)., d: Actinopolyspora alba YIM 90480T
(Tang et al., 2011b).

Figure 1: Photographies au microscope électronique de micromorphologie de

certaines espéce d'actinobactéries halophiles (Saker ,2015).
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Figure 2: Photographies au microscope électronique des types fragmentaires et
permanent du mycélium des actinobactéries (a) le genre Nocardia en fragmentation, ( le
genre Streptomyces en sporulation (Belyagoubi, 2014).

5.5U7hl;x 25KV WD : 8MM S :[slalelel*] P : 00005

Figure 3: Micrographie électronique a balayage du mycélium aérien de la souche
d’actinobactérie Sg3 montrant la morphologie des sporanges et des spores (Boudjella et
al.,2007).
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En effet, les actinobactéries présentent une variété de structure mycélienne, on

peut citer :

1) Soit, seul le mycélium aérien est formé, ce qui n’est rencontré seulement pour le
genre Sporichthya, dont les hyphes du mycélium aérien sont attachés au
substratum par des crampons.

2) Soit seul le mycélium végétatif est formé (exemple : Dactylosporangium,
Frankia). La croissance a lieu soit au sein ou a la surface du milieu. Le mycélium
est coénocytique, il renferme un cytoplasme commun multi-nucléoide, et est
donc dépourvu du septum.

3) Soitil y a la formation de mycélium végétatif puis de mycélium aérien maturé
en conidies (Streptomyces). Le mycélium aérien croit a la surface du mycélium

végétatif et utilise ce dernier comme substrat (djaballah, 2010).

1.3.1. Myceélium

» Le mycélium primaire ou mycélium du substrat

Le mycélium primaire (mycelium du substrat ou mycélium végétative), capable de croitre
et de se développe dans des cultures submergées et solides. 1l se développe inévitablement dans
les spores en germination mais il ne produit jamais de spores. La formation des hyphes aériens
sur des surfaces solides basée sur de nombreuses différenciations. Le mycélium du substrat des
actinobactéries se caractérise par une taille, une forme, une couleur et aussi une épaisseur bien
déterminée (Li et al., 2016). Ainsi, le mycélium issu de branches est monopodial mais il y a
des cas rares ou il forme ce dernier une ramification dichotomique. En effet, ce mycélium joue
un réle important dans I'absorption des nutriments. Certains mycéliums primaires produisent
des pigments solubles responsables de leur couleur, cette pigmentation peut jouer un réle

important dans ’identification de nouvelles espéces.

En effet, les pigments synthétisés peuvent étre liposolubles ou hydrosolubles. Leurs
couleurs sont variables a savoir blanc, incolore, noir, brun, rose, orange, rouge, vert, jaune,
violet (Conn ,1941). En plus, le mycélium primaire semble étre transparent, mince, et plus

ramifié que les hyphes aériens (Li et al., 2016).

» Le mycélium secondaire ou mycelium aérien

Un réseau d'hyphes aériens formé lorsque le mycélium du substrat se développe jusqu’a un

certain stade. Le réseau développe dans 1’air et donne un aspect poudreux aux colonies en

10
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croissance, les mycéliums aériens eévolués des spores qui donnent des hyphes reproducteurs.
Les conditions nutritionnelles et les factures environnementaux controlent la formation des
hyphes aériens. Il ya une ressemblance entre les hyphes aériens et le mycélium primaire mais
géneralement le mycélium secondaire plus épais et moins ramifié et plus hydrophobe que le
myceélium primaire. La différenciation des mycéliums aériens se produit sur les surfaces solides.
Le mycélium aérien présente une différenciation suffisant comprenant la structure qui peut étre
poudreuse ou cotonneuse, la formation de zones ou d’anneaux concentriques et la pigmentation
que divers isolats, ayant des caractéristiques morphologiques similaires, peuvent étre separés

en un certain nombre de groupes sous un régime fixe (Li et al., 2016).

1.4. Caractéres physiologiques

Nombreux parametres physiologiques peuvent influencer la croissance des
actinobactéries et leurs développements : ’oxygéene, la température, le pH...etc. (Messoudi
2014).

% L’oxygene

Les actinobactéries sont généralement aérobie mais il y a certains genres
d’actinobactéries ayants d’autres types respiratoires comme des genres anaérobies strictes

et des genres anaérobies facultatifs (Djaballah ,2010).

% Latempérature
La température optimale de croissance des actinobactéries est comprise entre 25C° et 30C°
indiquant que la majorité des actinobactéries sont mésophiles, et pour la minorité des
especes sont thermophiles, leurs températures de croissance varient entre 55C° et 65C°

(Rangaswami et al,.2004).

s LepH

La majorité des actinobactéries sont neutrophiles croissent dans un intervalle de pH
compris entre 7 et 8. Cependant une croissance visible a pH inferieure a 4 (Mc Kinny ,2004)
signifie ici les souches acidophiles (Wang et al ,2006).

«+ Tolérance en Na ClI

Les microorganismes peuvent se deviser en deux groupes selon I'exigence en NaCl.

11
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» Les microorganismes halophiles
La présence de NaCl est nécessaire pour leur croissance, la concentration de NaCl est
variable : 1% a 6% pour les bactéries halophiles et 5% jusqu’a 30% pour les bactéries

halophiles extrémes (Messoudi ,2012).

» Les microorganismes halotolérants
La présence de NaCl est tolérable mais n’est pas obligatoire pour leurs croissances. Les

microorganismes halotolérants se divisent en 3 catégories (Nanjani ,2011).

o Les microorganismes légérement tolérants (tolere 6 a 8 %de NaCl).
o Les microorganismes modérément tolérants (tolére de 18 a 20 % de NaCl).
o Les microorganismes extrémement tolérants (croitre de 0% jusqu’a saturation Na
Cl).
»  L’activité de I’eau
La germination des spores de la majorité des actinobactéries a été observée a des valeurs
d’activité d’eau approximative a 0,67. La valeur de 0,98 est optimale pour la croissance et le

développement des actinobactéries (Zvyagintsev et al.,2005).

1.5. Les caracteres biochimiques des actinobactéries
La composition chimique de la paroi cellulaire des actinobactéries est trés variées, qui
leur conféerent un réle important dans la classification et la taxonomie. En effet, elle est

composée en acides aminés, en glucides et en lipides (Lechevalier et Mos, 1977).

1.5.1. Les acides aminés
Le peptidoglycane, est un composant majeur de la paroi cellulaire des bactéries a Gram
positif, dont les actinobactéries. L’étude de la paroi cellulaire de ces bactéries se montre qu’elle

est composée soit d’une :

e Glycoprotéine contenant le plus souvent I’acide diaminopimélique (DAP). Ce type de
paroi se rencontre chez les formes oxydatives rencontré majoritairement dans le sol,
comme le genre Streptomyces.

e Glycoprotéine contenant de la lysine, ce type de paroi est retrouvées chez les formes
fermentatives, habitants naturels des cavités de I’homme et des animaux (Becker et

al., 1965).

12
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Les constituants pariétaux majeurs qui permettent de différencier les types de la paroi cellulaire

des actinobactéries sont définis dans le tableau 01.

Tableau 1: Types des constituants majeurs des parois cellulaires (Lechevalier et
Lechevalier, 1970).

Type de paroi Composants pariétaux Genre

I L-DAP + glycine Arachnia, Pimelobacter,
Nocardioides, Streptomyces

I Méso- DAP + glycine Actinoplanes, Actinomyces

i Méso- DAP Actinoplanes, Actinomyces

v Méso- DAP + arabinose  Micropolyspora,Nocardioformes

\/ Lysine + ornithine Actinomyces

VI Présence variable de 1’acide Microbacterium, Oerskovia,

aspartique et du galactose ~ Actinomyces,Arcanobacterium

Vil Acide diaminobutyrique + Agromyces, Clavibacter
glycine
VIl Ornithine Curtobacterium,Cellulomonas

1.5.2. Les sucres
Les sucres caractéristiques de la paroi cellulaire des actinobactéries sont classés en

quatre groupes majeurs (tableau 02) (Aouar, 2012).

Tableau 2: les composants de la paroi cellulaire de certaines actinobactéries selon les
sucres (Aouar, 2012).

Groupe de la paroi Sucre Genre
A arabinose + galactose Nocardia,Saccharopolyspora
B Madurose Actinomadura,Streptosporangium
C Ne synthétisent aucun Les Streptomyces
glucide
D xylose et arabinose des Actinoplanes et du genre

Micromonospora

13
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1.5.3. Les lipides
La composition de la paroi cellulaire des actinobactéries en lipides est nécessaire en

taxonomie. Y a compris les phospholipides, la ménadione, les acides gras et I'acide mycolique.
Ces derniers sont des lipides complexes insaturés (Lechevalier et Mos, 1977).

1.6. Cycle de croissance des actinobactéries sur milieu solide et en milieu liquide

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, les actinobactéries ont un cycle de vie qui est le
fruit de trois processus physiologiques fondamentaux : la croissance végétative, la
différenciation et la senescence cellulaire puis la mort (Ait Barka et al., 2016).

Les actinobactéries ont un cycle de vie similaire a celui de certains champignons, mais leur
structure procaryotique sans noyau distinct, les a classés parmi les bactéries (Ait Barka et al.,
2016). Le cycle de croissance le plus étudié est celui du genre Streptomyces car il est parmi les
principaux genres d’actinobactéries qui posséde un pouvoir important de production des

métabolites secondaires notamment les antibiotiques (Hamedi et al., 2017).

1.6.1. Croissance sur milieu solide

La croissance du genre Streptomyces se commence par la germination d’une spore qui
s’effectue en 4 phases: L’activation, I’initiation, I’émergence du tube germinatif et la
croissance. Le résultat de cette germination est I’obtention d’un mycélium primaire formé
d’hyphes polynuclés, non divisés et ramifiés (Harir, 2018). Ce mycélium est incrusté dans
le milieu solide (Juan et al., 2011). Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium
primaire. En effet ce dernier s’autolyse, et les produits de la lyse sont cannibalisés par le
mycélium aérien. Les extrémités des hyphes aérien se spiralisent puis se cloisonnent et se
différencient pour donner des chaines de spores uni-nucléés (Flardh et al.,2009) (figure
04).

14
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1: spore, 2: tube germinal, 3: mycélium végétatif, 4: colonie jeune, 5:mycélium aérien, 6: sporophore, 7:

sporulation, 8 et 9: maturation des spores, 10: colonie mature.)

Figure 4: cycle de développement du genre Streptomyces sur milieu solide (Harir,
2018).

1.6.2. Croissance en milieu liquide

Les Streptomyces généralement ne sporulent pas dans ces conditions (Rueda et al., 2001).
Quatre types morphologiques de la croissance du mycélium se distingue dans les cultures
submergées : pellets (masses compactes de 950 pm de diamétre), des touffes (masses moins
compactes de 600 um de diamétre) et hyphes ramifiées et non ramifiées (Denser et al., 2002).
Certaines de ces structures se développent sous forme d'un biofilm constitué de polymeres

extracellulaires collants et des substrats insolubles (Kim et al., 2004).

D’autre part, (Angel et al.,2008), ont montré une nouvelle fonctionnalité de développement
de Streptomyces coelicolor A3 cultivé en milieu liquide. Cette souche développe un modéle de
croissance analogue a celui décrit pour les cultures en surface. Les spores germent en un
mycélium compartimenté (mycélium primaire). Ces jeunes hyphes cloisonnés commencent a

former des pastilles qui se développent selon un motif radial (figure05).

15
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Mycélium multi
nucléaire

Mycélium
primaire

Figure 5: analyse par un microscope confocal a balayage laser (CLSM) du cycle de
développement de S. coelicolor A3(2) dans un milieu submergé d’aprés (Angel et al., 2008).

1.7. Génétique

La taille de I’AND des actinobactéries peut atteindre 3,7 méga daltons, ¢’est-a-dire deux fois
celui de E. coli, la durée de réplication de I’ADN est de 50 a 60 minutes. Les actinobactéries
sont caractérisés par un degré remarquable de variabilité génétique due a des réarrangements
du génome a cause de nombreux types de mutations essentiellement chromosomiques. Les
plasmides peuvent également subir des réarrangements a la suite de croisements des
actinobacteries. Des fragments chromosomiques de la souche donneuse peuvent devenir
plasmides dans la souche receveuse. Ces derniers jouent un role de régulation dans la synthése
des antibiotiques, il est rare de trouver des genes codants pour la biosyntheése d’ATB située sur
le plasmide. Ils sont normalement chromosomiques, regroupés dans un ensemble de 39 unités
de transcription, ils ont pour voisinage des génes regulateurs spécifiques (Larpent et Sanglier,
1989).

16
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Les genres d’actinobactéries peuvent étre définies par 1’étude du Coefficient de Chargaff
(GC%) (tableau 03), qui représente le nombre de paires de bases guanine cytosine pour100
paires de base dans I’ADN. Les espéces ne sont pas identifiées par cette technique
historiquement, la classification des actinobactéries était basée sur la similarité des caracteres
phénotypiques. bien que, cette méthode utilisée ait donné toute satisfaction, elle est colteuse,
lent et pas assez précise pour permette la différenciation entre les plus proches organismes.
L’étude des acides nucléiques peut donner des informations plus précises (Williams et al.,
1989). Des auteurs insistent cependant, sur la nécessité de combiner les études phénotypiques

et moléculaires pour arriver a une identification encore plus précise (Goodfellow et al., 2004).

Tableau 3: Pourcentage de GC de certaines genres d’actinobactéries (Larpent et
Sanglier, 1983).

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

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

Actinoplanes 70.6-76

1.8. Ecologie des actinobactéries

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires, on les rencontre sur tous les
écosystemes naturels (Tableau 04), principalement dans le sol ou les genres les plus
majoritaires sont Streptomycetes, et aussi Norcardia, Microbispora, Micromonospora,

Actinomyces,Actinoplanes et Streptosporangium(Larpent et Sanglier).

Les actinobactéries colonisent également les milieux aquatiques tels que les lacs, les
océans, eau de mer, les ruisseaux, les fleuves, les rivieres et les marécages comme Microspora,
Streptosporangium (Jensen et al. ,2005; Ghanem et al., 2000). La plupart de ces bactéries sont

saprophytes et qui jouent un réle important dans la décomposition et la minéralisation de la
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matiére organique et aussi la production de geosmine et le 2-méthyl isobornéol contribue

significativement a I’odeur qui caractérise le sol (Zaitlin et al., 2003).

Les actinobactéries préférent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement
mésophiles se développent & une température optimale entre 25°C & 30°C tels que
Streptomyces, Micromonospora, Nocardia. D’autres sont thermophiles tolérants des

températures avoisinant les 50°C et peuvent aller jusqu’a 60°C(Barka et al., 2016).
Tableau 4: Habitats de quelque actinobactéries dans la nature.
Souche Habitat Références
Nocardiopsis baichengensis  Sédiments salins, Province Li et al.,(2006)
de Xinjiang (China)

Streptomyces Sp Le sol, Ennor Saltern, Tamil (Lashmipathy etal ., 2010)
Nadu.

Streptoverticillium Album Habitat marin, Kodiakari, (Gayathrietal., 2011)
Vedaranyam, Nagapattinam,

Tamil Nadu
Saccharopolyspora sédiments marins, Salt Pans, (Suthindhiran et Kannabiran,
Arakkonam, Tamil Nadu , 2009a)
India.
Streptomyces Lac de Bardawil Egypt. (Rabeh et al.,2007)
Viridiviolaceus
Nocardiopsis rosea Sol salin, Province (Li et al.,2006)

de Xinjiang (China)
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1.9. Importance des actinobactéries

Les actinobactéries sont connus parmi les microorganismes les plus producteurs des
métabolites bioactifs importants tels que les antibiotiques et les enzymes (Fiedler et al., 2008
; Passari et al., 2015). Bien que la diversité biologique des actinobactéries dans divers substrats
naturels leur permette de produire une variéte de métabolite biologiquement active (Bouaziz,
2018).

1.9.1. Domaine biotechnologique
La figure 06 et le tableau 05 résume quelque application des actinobactéries en domaine

biotechnologique.

Antibiotiques

Pigments

Larvicides

Bio-surfactants

<)

Probio e
“ | Probiotique

Figure 6: des application biotechnologiques des actinobactéries( Randjani et
al.,2016).
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Tableau 5: nouveaux métabolites produits par les actinobactéries (Kalpana Et
Rajamanickam,2018).

meétabolites secondaires Sources
Antibiotiques. Salinosporatropica, streptomycetes Acta
1362.
Pigments. Streptomyces virginiae
Enzymes. Streptomyces olivochromogens,

Streptomyces parvulus.

anti-inflammatoires. Micromonospora, Streptomyces arenicola.

Endophenazines. Nocardia alba.

®,

¢ Production d’antibiotique

Dans le domaine biotechnologique, les actinobactéries jouent un réle fondamental dans
la production des métabolites secondaire bioactifs. Parmi les métabolites secondaires les plus
¢tudiés se trouvent les molécules a activité antibiotique. D un point de vue scientifique, un
antibiotique est une substance sécrétée par un microorganisme qui est capable soit d’inhiber la
croissance soit de tuer des microorganismes pathogenes. Les antibiotiques sont généralement
produits au cours de 1’idiophase et sont tres diversifiés au niveau de leur structure chimique.
Cependant, certains travaux ont montré que la production des antibiotiques peut débuter durant
la phase exponentielle (Zitouni et al., 2004).

% Production d’enzymes
Les enzymes sont des molécules habituellement de nature protéique, agit comme des
biocatalyseurs, qui exercent une activité catalytique spécifique d’un trés grand nombre de
réactions chimiques (Navarre et Francoise, 2010). Sont les plus importants produits des
actinobactéries apres les antibiotiques car possédant une capacité hydrolytique extracellulaire
qui a des différentes applications dans les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et en
biotechnologie (Minotto et al., 2014) (tableau 06).
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Tableau 6: certaines types d'enzyme et leurs applications industriels (Ranjani et al.,

2016).
Enzyme Actinobactérie Application industrielle
Phytase Streptomyces luteogriseus Aliments pour les animaux
R10
Amylase Streptomyces erumpens Industrie d’amidon
Pectinase Streptomyces lydicus Textile
Xylanase Actinomadura sp Pates a papier
Lipase Streptomyces griseus Laities
Cellulase Thermomonospora sp. Détergents
Protéase Nocardiopsis sp Aliments

» Amylase
Les amylases, parmi les enzymes amylolytique les plus utilisées en biotechnologie
industriel et alimentaire (Figure 07).
Les espéeces Stretomyceses erumps et Thermobifida fusca sont parmi les souches
d 'actinobactéries qui sécrétent | ‘'amylase a I'extérieur de la cellule.Du plus, ils sont utilisées
comme conservateur dans la production des jus des fruits, des gateaux et les sirops a base
d’amidon, (Mobini-Dehkorde et Javan , 2012 ; Janaki., 2017).
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Applications d'amylase

B Détergent

B Textle

B Procédés laitiers

B Amidon

B Autre utilisation

0 Cusson

[ Brassage et boissons

O Alimentation animale

Figure 7: Certaines applications de amylase (Arora, 2003).

» Protéase (gélatinasse)

Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse
des protéines en favorisant I’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).

Les espéces Streptomyces griseus, Streptomyces spp, Streptomyces thermoviolaceus et
Nocardiopsis spp, sont parmi les souche d ‘actinobactéries les plus connus comme producteurs
de protéases (Ghorbel, 2014).

Il existe de nombreux domaines dans lesquels est utilisée la protéase tels I'alimentation,
les brasseries,la transformation du cuir, les détergents, I’industrie I’alimentation animale, le

tannage, la pharmacie, et dans I'épilage de peaux de chévre (Singh et al., 2012).

» Pectinases
Ces enzymes sont considérées comme un groupe important d'enzymes qui hydrolysent
la pectine par divers mécanismes et peuvent étre classés en dépolymérases lyases, estérases,

dépolymérases hydrolytiques (Nicemol et al., 2008).
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Plusieurs genres d’actinobactéries produisent les pectinases comme Streptosporangium,
Microbispora, Actinoplanes,Micromonospora, en particulier le genre Streptomyces est le plus
fournisseur de ce type d’enzyme comme I’espéce S. lydicus (Saci,2011).Les pectines sont
utilisées pour la préparation des confitures, des gelées, des marmelades et des conserves, aussi
utilise comme cryoprotecteurs dans les surimis qui sont des mélanges protéiniques d'origine

japonaise a base de poisson aromatisé, ayant le goQt de crabe (Barrera et al., 2002)

1.9.2. Domaine agronomique

Dans le domaine agronomique, les actinobactéries jouent un réle fondamental dans la
fertilisation du sol et la décomposition de certaines toxines sécrétées par les champignons
toxinogene et diminuer leur teneur en composé agro-alimentaire (Holzapfel et al., 2002). Du
plus, ils contribuent a la bioremédiation et le processus du recyclage consistant a la
biodégradation de molécules organiques et des éléments minéraux (Djinni, 2009).

Le genre Frankia joue un role nécessaire dans la fixation d’azote atmosphérique en
symbiose dans les nodules racinaires de certains arbres dicotylédones (autres que les

légumineuses) tels que le casuarina, I’orme, 1’aulne (Becking, 1974).

Les actinobactéries ont la capacité de participer a la croissance des plantes soit d’une
fagon direct ou indirect a l'aide d’activités PGPR (figure08). Les mécanismes directs peuvent
étre par la fixation de I'azote atmosphérique, la production de diverses phytohormones qui sont
parmi les régulateurs de croissance les plus importants comme I’acide indole acétique (AIA) ,
la production des enzymes, 1’amélioration de la disponibilité du fer, la solubilisation du
phosphore et la réduction du stress, la mobilisation des minéraux (P, Zn et Fe), ainsi que les
mécanismes indirects inclut par I’inhibition des phytopathogénes via trois types d'interactions,

la compétition, I’antagonisme et 1’induction de la défense de la plante (Osman et al., 2017).
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Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)

a

| Indirect effects |

Y
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¢

Antibiosis

\
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Disease Escapv
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/
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Figure 8: Présentation générale des deux mécanismes directs et indirects des PGPR

(Basu et al., 2021).
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Chapitre 11 Les Substances Bioactives produites par les Actinobactéries

1. Les Antibiotiques

1.1. Définition

Le terme antibiotique est une combinaison de deux mots grec: « anti » signifiant contre
et « bio » signifiant la vie (Baraka et al., 2016; Mohammadipanch et Wink ,2016). Alors
que les antibiotiques dans leurs définitions sont un groupe des agents antimicrobienne de
différentes origines : naturelles, synthétiques, ou semi-synthétique, utilises pour le but de
traiter les maladies infectieuses (Rehman et al., 2019). Les antibiotiques se divisent selon son
activité en deux types (tableau 07) :

> Les antibiotiques a effet bactériostatique, qui empéchent la croissance des bactéries en
ralentissant d’abord leur croissance puis en arrétant leur processus de multiplication et les
antibiotiques bactéricide qui lysent la bactérie (Boulahbal, 2006).

> Les antibiotiques sont considérés comme des produits de métabolisme secondaire ils sont
synthétisés a la fin de la phase exponentielle et au début de la phase stationnaire (Bu' lock
,1965). Ils agissent a I’intérieur de 1’hdte affectant ainsi ses cellules et ses tissues. Ils sont
¢galement caractérisés par le principe de toxicité sélective, ce qui signifie que I’agent
antimicrobien idéal ne tue que les microorganismes et n’affecte jamais I’hote humain

(Tortora et al.,2019).

Tableau 7: Exemples des antibiotiques bactéricides et bactériostatique.

Bactériostatiques Bactéricide
Macrolides B-lactames
Sulfamides Fluoroquinolones

Tétracyclines Aminoglycosides
Niyrofuranes Nitroimidazoles
Phénicoles Glycopeptides (bacteéricide lente)
Ethambutol Polymyxines
Cyclosérines Synergistines

Ansamycines
Acide Fusidique

Isoniazide
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1.2. Classification

Les antibiotiques peuvent étre classés selon nombreuse critéres notamment :

» L’origine : L’antibiotique peut étre de source naturelle, synthétique ou semi-

synthétique.

> Le mode ou le mécanisme d’action: les antibiotiques ciblent certains éléments dont

les plus important sont : la paroi, la membrane, les acides nucléiques, les protéines.

> Le spectre d’activité : liste des especes sont lesquelles les antibiotiques sont actifs.

» La nature chimique: ce dernier permet de classer les antibiotiques en familles (El

Ghachtouli et El Zhari ,2014).

1.2.1. Classification selon le mécanisme d’action

Chaque famille d’antibiotiques a un site d’action spécifique sur la bactérie (figure 09).

Cell wall synthesis
p-Lactams \

vancomycin \ , DNA replication
Isoniazid \ [/  Quinciones
Ethambutol \ / Metronidazole
Cycdlosearine \ / Clofazimine

Ethionamide
Bacitracin
Polymyxin
Daptomycin

~ BANA synthesis
Ritampin

B e Ritabutin

mRNA —o-_k;/,’l

Ribosomes

Antimetabolites FTORN SYTimes

/ =
Sulfonamides / ‘_\_':’O{- "0060:“‘3'_)
Dapsone Protein synthesis Chiloramphenicol
Trimethoprim (30S ribosome) Macrofides
Para-aminosalicylic acid Aminoglycosides Clindamycin

Linaezohd

Quinupristin-
daltopristin

Telithromycin

Tatracycines
Tigecyciine

Figure 9: Les cibles d'antibiotiques (Rosenthal et Pfaller, 2016).
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» Antibiotiques agissent sur la membrane cellulaire
Les membranes plasmiques des bactéries sont constituées d’acide gras de deux
origines, soit auto- fabriqués (fabriqués par la cellule), soit prélevés dans la nature comme
élément constitutifs. Dans ce cas, les antibiotiques ciblent les étapes métaboliques de la
synthése des acides gras et des phospholipides membranaires comme indiqué dans le tableau
ci-dessous (tableau08) (Kirmusaoglu.S et al., 2019).

Tableau 8: Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique (Van Bambeke,
2008; Inesss, 2017).

Famille d’ATB Groupe/ Exemples Spectre d’activité Mode d’action
d’ATB

Ces antibiotiques

ont une action

Les polypeptides  -Polymyxines B Bactérie Gram
o bactéricide, ils
Clolisine negative A
interagissent  avec
-Bacitracine les phospholipides

et pénetrent dans les
membranes
cellulaires
provoquant des
changements dans la
perméabilité
aboutissant a la
perturbation des
membranes ce qui
conduit a la mort

cellulaire.

» Antibiotiques agissent sur la paroi

Les antibiotiques empéchent la formation de la paroi cellulaire et ne sont actifs que sur
les germes en croissance qui s’allongent en 1'absence de paroi ce qui conduit a son éclatement
sous I’influence de la pression osmotique interne (Mahdi, 2008). Le tableau 09 montre une

famille d’antibiotique agissant sur la paroi bactérienne.
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Tableau 9: famille Antibiotiques agissent sur la paroi bactérienne.

Famille Groupe Exemple d’antibiotique

Péname Pénicilline G

Amoxicilline/Ampicilline

Carbapénemes .
Imipeneme

Ertapéneme

. Amoxicilline+Acide
Oxapénames ou

: clavulanique
clavams (acide g

B-lactamines Ticarcilline+Acide

clavulanique)
clavulanique

Céfazoline
Céphémes Céfoxitine

Céfotaxime

Aztréonam
Monobactames

> Antibiotiques agissants sur les protéines

Mode d’action

Action sur la synthése de
paroi de bactéries en phase
de croissance par inhibition
de transpeptidases en
empéchant les liaisons
interpeptidiques  (Epote
Ewane, 2014).
Il en résulte une altération
de la paroi qui possede un
effet Iétal sur la bacteérie.
(Nauciel et Vildé, 2005)

Les antibiotiques peuvent inhiber la réplication, la transcription et la synthése des folates

de microorganismes. |l existe des inhibiteurs de la réplication tels que : les quinolones et les

mitomycines et d’autres sont les inhibiteurs de la transcription comme : les rafimycines

(Kirmusaoglu, S et al.,2019). Le tableau 10 montre les modes d’action de quelque famille

d’antibiotique agissants sur la synthése des protéines.

29



Chapitre 11 Les Substances Bioactives produites par les Actinobactéries

Tableau 10: mécanismes d'action de quelque famille d’antibiotiques agissants sur la

synthése des protéines.

Famille Antibiotique
Aminoside Gentamicine
Amykacine
Tétracycline Tetracycline
Doxycycline
Phénicoles Chloramphénicol

» Antibiotiques ciblant les acides nucléiques

Mode d’action

Blocage de la synthese des
protéines en se fixant sur la
sous unité 30s du ribosome.
(Ziai, 2014).

Fixation sur la sous unité 30s
du ribosome (Nauciel et
Vildeé, 2013), il en résulte
une inhibition de la synthese
protéique. (Epote Ewane,
2014).

Inhibition de synthése des
protéines (en se fixant sur la
sous unité 50s du ribosome
bactérien. (Epote Ewane,
2014).

Les antibiotiques ciblant la sous-unité 30S ou 50S du ribosome bactérien. Parmi les

inhibiteurs de la sous-unité 30S ya les tetracyclines et les aminosides et pour la sous-unité 50S

on peut citer les macrolides et les axazolidinones (Kapoor et al., 2017).

Le tableau 11 indique les familles d’antibiotiques agissant sur la synthése des acides

nucléiques.
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Tableau 11: familles d’antibiotiques agissant sur la synthése des acides nucléiques.

Famille Antibiotique Mode d’action

Quinolones+ Acide nalidixique Inhibition de la synthése de 1I’ADN

Fluoroquinolone bactérien par action sur la topoisomérase

Ciprofloxacine

Ofloxacine I ou de ’ADN gyrase (enzyme qui

. . surenroule ’ADN bactérien et permet
Lévofloxacine

ainsi son élongation). (Ziai, 2014).

Rifamycines Rifampicine Inhibition de ’ADN polymérase ce qui
provoque 1’inhibition de la transcription
de ’ADN en ARNm. (Nauciel et Vildé,
2005).

1.2.2. Classification selon le spectre d’activité

Le spectre d’activité d’un antibiotique est destiné a décrire 1’activité de cette molécule
sur une espéce bactérienne (Cuvallo et Mérens, 2008), et il existe une relation directe entre le
spectre et les agents infectieux exposés aux antibiotiques, plus le spectre est large plus le
nombre des agents infectieux exposés aux antibiotiques est importantes et diversifié
(Lionel,2009).

Les antibiotiques peuvent étre divisés en 3 classes :

% Antibiotique a large spectre

Il s’agit d’un antibiotique efficace sur un grand nombre de types de germes, et son efficacité
est élevée contre un nombre important de bactéries pathogenes a savoir Gram positifs ou bien
négatifs (Bennini et Mehdi, 2017).

% Antibiotique a Spectre étroite
Il s’agit d’un antibiotique efficace sur un nombre limité de germes (Bennini et Mehdi,
2017).

% Antibiotique a spectre Limité

11 s’agit d’un antibiotique dont I'efficacité est faible ou partielle sur un groupe de germes, a

31



Chapitre 11 Les Substances Bioactives produites par les Actinobactéries

L’origine, ce type de spectre était large puis resserré avec 1’apparition de la résistance

bactérienne (Bennini et Mehdi, 2017).

1.2.3 La résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques désigne la capacité des microorganismes a résister a 1’action
d’un antibiotique (Ziai ,2014). Le développement de la résistance bactérienne aux
antibiotiques a pousser les chercheurs de trouver de nouvelles molécules plus puissantes

possédant des activités intéressantes vis-a-vis des souches résistantes (Halnt et al., 2016).

Ce développement de la résistance bactérienne vis-a-vis des antibiotiques cause des
infections difficiles a traiter et pose un probleme sérieux de la santé publique, et la plupart des
bactéries résistantes provoquent des infections nosocomiales qui entrainent une aggravation du

prognostic des patients.

On distingue Deux types de la résistance bactérienne : la résistance naturelle et la résistance
acquise (Mehdi ,2008).

A. La résistance naturelle

Appelée aussi résistance primaire ou innée, elle se définie comme une insensibilité
générale vis-a-vis d'une molécule spécifique d'antibiotique ou une classe d'antibiotique. Cette
résistance concerne tous les souches appartenant a la méme espéce ou au méme genre bactérien
(Carle, 2009 ; Muylarert et Mainil, 2012). En effet, ce type de résistance est stable, d'origine

génétique a transmission verticale.
B. La résistance acquise

La résistance acquise est un caractere qui ne concerne que certaines souches d’une
espece donnée, c’est lorsqu’une bactérie naturellement sensible a un antibiotique devient
résistante a 1’antibiotique en question. Elle provient d’une modification du capital génétique
de la bactérie, lui permettant de supporter une concentration d’antibiotique supérieure a celle
qui inhibe les souches sauvages de la méme espece (Nikaido, 2009; Tenover, 2006). Un
exemple est la résistance acquise par E. coli sauvage aux pénicillines (amoxicilline ou AMX)
et (ticarcilline ou TIC) (Tenover, 2006).

1.3. Les actinobactéries et la production des antibiotiques
L'évolution de la résistance bactérienne génere un grave probleme de santé publique

du fait de l'utilisation inconsidérée d'antibiotiques. Les produits naturels microbiens ont été

32



Chapitre 11 Les Substances Bioactives produites par les Actinobactéries

I'une des sources les plus importantes pour la découverte de nouveaux antibiotiques potentiels.
Cependant, la baisse du nombre de nouveaux échafaudages chimiques découverts et le
probléme de redécouverte d'anciennes molécules connues sont devenus une limite pour les
programmes de découverte développés par une industrie confrontée a un manque d'incitations
et a un modele économique en panne. En revanche, I'émergence de la multi résistance aux
agents pathogeénes clés a continué de progresser et ce probléme est aggravé par le manque de
nouveaux antibiotiques en développement pour traiter la plupart des infections difficiles a

traiter.

En effet, les actinobactéries constituent une source importante et exceptionnelle des
molécules bioactives, dont les plus importantes sont les antibiotiques. Les actinobactéries
rares comme, Actinomadura, Micromonospora et Amycolatopsis, Kibdelosporangium,
Dactylosporangium, occupent une place particuliére dans la découverte de nouvelles

molécules bioactives (Ding et al., 2019).

La capacité de production des antibiotiques par les actinobactéries varie énormément
selon les espéces avec une diversité de structure par exemple y a certaines especes de
Streptomyces produisent un seul antibiotique par contre d’autres capables de produisent

plusieurs molécules dotées de activités biologiques intéressantes (tableaul?2).

Tableau 12: Exemples des antibiotiques produites par les Actinobactéries (Risdian et

al ., 2022)
Les actinobactéries L'antibiotique Famille de Mécanisme
produit I'antibiotique d'action
Streptomyces Streptomycine Aminosides lIs inhibent la
griseus synthése protéique
Micromonospora Gentamycine Aminosides 288 [ZEHIETES G
bloquant la sous-
purpurea
unité du ribosome
30S.
Streptomyces L’érythromycine Macrolide lIs bloquent La
erythraeus sous-unité

ribosomale 50S
entrainant une

inhibition la

33



Chapitre 11 Les Substances Bioactives produites par les Actinobactéries

synthese protéique
de la bactérie
Amycolatopsis Vancomycine Glycopeptiques Inhibent la
orientalis biosynthese de la
Nocardia Lurida Ristocétine Glycopeptiques paroi cellulaire
bactérienne en se
liant & sa structure

peptidoglycane

2. Les Antifongiques

2.1. Généralité sur les infections fongiques

Les infections fongiques ou les mycoses sont des maladies ou des infections
provoquées par des champignons microscopiques potentiellement pathogenes pour I’homme.
Elles peuvent étre superficielles ou profondes, certains sont normalement présents sur la peau
ou dans l'organisme sans leur endommager, Ils n'engendrent des mycoses profondes que chez
des personnes aux défenses immunitaires affaiblies et les personnes atteintes de maladies
chroniques comme (les malades du cancer, les malades du sida, immunosuppresseurs, les
malades traités par chimiothérapie... etc.). Et certains sont pathogénes comme par exemple
levures (Candida sp) et certains dermatophytes (Microsporum, Trichophyton,
Epidermophyton) provoquent les mycoses cutané ou muqueuses sont moins graves et plus
fréquentes.

Ces mycoses se manifestent par une atteinte de la peau ou des muqueuses au niveau des plis
(intertrigos), des ongles (onychomycoses), de la bouche (muguet), du vagin (candidose
vaginale), des pieds (pied d’athléte). (Séverine, 2010).

En effet les agents de mycoses peuvent avoir une origine endogene ou exogene. Les
champignons exogénes vivent dans le sol, les végétaux ou les animaux et peuvent se
contaminer ’homme de diverses formes soit par le contact direct, le contact cutané, inhalation
et ingestion, pénétration transcutanée et la voie intraveineuse. Concernant les champignons
d'origine endogene vivent a 1’état saprophyte d’un organisme hote, homme ou animal et
peuvent devenir pathogenes sous I’influence de plusieurs facteurs favorisants qui affectent

I’équilibre du milieu (Agbo et Guedj, 2005).
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Les genres Candida et Aspergillus sont parmi les types de champignons les plus
pathogene en médecine humaine (Carle, 2003, Holding et al., 2003, Kam et Lin, 2002).

Cependant, ces infections fongiques posent les plus graves problémes de santé publique
dans le monde avec 2 millions de patients annuellement tels qu’ Aspergillose, pneumocystose,
Candidose et méningite cryptococcique sont responsables de 800 000 morts par an (Brown et
al.,2012).

Plus généralement touchant essentiellement les patients immunodéprimés comme les
personnes infectées par le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH), les personnes ayant
subi une transplantation d'organe solide et les personnes ayant suivi une chimiothérapie et
aussi les cancéreux que ce soit sur les plans pharmaco-économique et épidémiologique
(Gangneux et al., 2016).

Pour cette raison, la recherche de nouvelles molécules indispensable est cruciale pour
lutter contre ce type d'infection et est générée par I'étude de microorganismes qui ont la
capacite de former un réservoir de molécules bioactives, surtout, celles qui développent une

activité antifongique (Youcef ,2014) particulierement les actinobactéries.

2.2. Définition

Les Antifongiques ou les fongicides tirent leur nom du latin fungus qui signifie
champignons. Sont des molécules possédant la capacité de détruire et d'inhiber spécifiquement
les différents champignons impliqués soit en mycologie médicale soit en agriculture (les
phytopathogeéne), ou au moins, de réduire leur prolifération (Anofel, 2007).
Ainsi, les agents antifongiques maintenant sont utilisés dans plusieurs domaines en
thérapeutique humaine et vétérinaire, dans l'industrie alimentaire, agriculture pour la

protection des plantes et des cultures et traitement du bois.
Le tableau 13 regroupe des exemples d’antifongiques produits par les actinobactéries.

Tableau 13: Exemples d’antifongiques produits par les actinobactéries.

Microorganismes Les métabolites Références
producteur Antifongiques
Streptomyces malaysiesis Validamycine (Rajivgandhi et al.,2022).
Streptomyces lucius Antimycine (Rajivgandhi et al.,2022).
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Streptomyces lomodesis Lomofugine (Rajivgandhi et al.,2022).

Amycolatopsis sp Macrotermycine  (Beemelmanns et al.2017;

Risdian et al.,2022).

Micromonospora Rustmicine (Talukdar et al.,
narashinoensis 2016).
Nocardia transvalensis transvalencin A (Hoshino et al., 2004).

3. Les pigments

Les pigments sont des composes utilisés dans de nombreuses industries a savoir
I’industrie alimentaire comme additifs alimentaires, épaississants de couleur et antioxydants
...etc.  Ces molécules ont plusieurs origines animales, végétales et microbiennes. Les
actinobactéries représentes une source important de production des pigments possédant des
activités biologiques intéressantes (tableaul4, figure 10 et figure 11). Ces pigments produits
sont considérés comme une caractéristique culturelle important qui s’ajoute aux
caractéristiques qui aident & décrire & identifier les actinobactéries au niveau de I’espéce. Les
mélanines par exemple, sont produits par ces derniéres et elles apparaissent noires au

généralement brun foncé.

Figure 10: Production de pigments par des colonies de Streptomyces (Selim et al,
2021).
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Figure 11: Production de pigments par Streptomyces torulosus en utilisant différents
milieux de cultures : A; milieu a extrait de malt, B; milieu de glycérol asparagine, C; milieu a
tyrosine (Kheiralla et al., 2016).
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Tableau 14: Liste de de différents pigments produits actinobactéries (Andnane.,

2016).

Pigment Classe Actinobactéries

Rhodomycine Glycoside d'anthracycline | Synodontis violaceus DSM
40704
Actinomycine Phénoxazinone Streptomyces sp.
I Prodigiosin Streptomyces
Undécylprodigiosine longispororuber DSM
I\Y 40599
Métacycloprodigiosine
Granaticin Naphthoquinone Streptomyces
litmocidine DSM 40164

4. Les Antioxydants

Les Antioxydants sont définis par (Leong et al., 2002), comme des molécules qui sont
présentes en faible concentration par rapport au substrat oxydable, qui est capable de ralentir
ou de prévenir son oxydation en éliminant les radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif.
IIs jouent un réle essentiel dans la protection contre le stress oxydatif dans la cellule ou un
organisme en bloquant ou en retardant les dommages oxydatifs causés par les espéces réactives
d’oxygene (ERO) (Apak et al., 2016, Halliwell, 2011).

Differents types de molécules antioxydante ont été élaborés par les actinobactéries
(tableaul5) sont utilisés par plusieurs industries a savoir les industries alimentaires et

pharmaceutiques.

D’aprés (Dabelstein et al., 2007), les antioxydants peuvent étre des antioxydants
endogenes (naturels) qui sont produits par 1’organisme et des antioxydants exogénes d’origine

alimentaire.

4. 1. Les antioxydants endogénes (naturels)
Les antioxydants endogénes comprennent les enzymes ou les protéines antioxydants
produites par notre organisme avec une présence permanente dans I’organisme (MIKA et al.,

2004). lls Peuvent étre classés en deux catégories.
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» Les antioxydants endogénes enzymatiques
Les antioxydants endogénes enzymatiques comprennent les enzymes qui ayant une
action antioxydante tels que le superoxyde dismutase (SOD), la catalase(CAT), le
superoxyde, Glutathion peroxydase (GPx) (Kelly, 2017).

a) Les superoxydes dismutases(SOD)

D’aprés (Haleng et al., 2007), Les superoxydes dismutases(SOD) sont des
antioxydants enzymatiques. Ces métalloprotéines représentent 1’une des premicres lignes de
défense contre le stress oxydant en assurant 1’élimination de 1’anion superoxyde O7zpar une
réaction de dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygeéne. Toutefois,
le réle important du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des ions

superoxydes en peroxyde d’hydrogene et en oxygéne moléculaire.

b) La catalase (CAT)

La catalase(CAT) est une enzyme que 1’on retrouve au sein des peroxysomes, dans les
hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales. Elle est responsable de la détoxification
du peroxyde d’hydrogéne produit dans les conditions physiologiques (Niki et al., 2007).

Elle est active lorsque le niveau de stress oxydatif est élevé ou lorsque la quantité de
glutathion peroxydase est limitée. Son rdle majeur est d'éliminer I'exces de peroxyde

d'hydrogene afin que la réaction de Fentonne ne puisse pas s'amplifier (Cantin,1999).

» Les antioxydants endogénes non enzymatiques

Cette catégorie comprend plusieurs molécules comme le glutathion (on le retrouve dans
des compartiments intracellulaires comme le cytosol et noyau et mitochondries.), I’acide
urique et les protéines de stockage des métaux de transition (ferritine, transferrine, lactoferrine,
I’acide lipoique, L-arginine, etc.) (Savini et al., 2013).

4.2. Les antioxydants exogénes

Cette catégorie comprend une seconde ligne de défense (les piégeurs de radicaux libres)
qui sont des composés amenés par 1’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte
antioxydante et joue un réle majeur dans la neutralisation des effets toxiques des ERO et en

limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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En plus, Les antioxydants exogenes, comprennent les vitamines C (ascorbate) et
vitamine E (a tocophérol), les caroténoides (vitamine A et B-caroténe, les flavonoides...) et

des composés phénoliques (McCall et Frei, 1999).

a) La vitamine C (ascorbate)

La vitamine est une molécule hydrophile que 1’on retrouve principalement dans de
nombreux fruits comme les oranges, les citrons et les fraises, il confére un réle de protection
des lipides et des protéines et d ' ADN par le piégeage des radicaux libres et la réduction des

ions métalliques (Pallauf et al., 2013).

b) La vitamine E (a tocophérol)

La vitamine C on | 'on retrouve en grande quantité dans les huiles végétales, elle est
comme un antioxydants contre les(ERO)en empéchent la propagation de la peroxydation
lipidique (Yang et Mcclements,2013).

Ces especes (ERO) peuvent étre des radicaux libres tels que I'anion superoxyde, des radicaux
hydroxyles et des espéces non radicalaires telles que le peroxyde d'hydrogéne, I'oxygéne
singulet (Inbathamizh et al., 2013).

Tableau 15: Quelque exemples de molécules antioxydante produites par quelque
especes d’actinobactéries.

Molécules Espéces Références
Z)-1-(I-hydroxypenta-2-4- Nocardiopsis alba Avilala et al., 2014
dien-1-yl) oxy)

anthrancene9, 10-dione.

Dihydroherbimycin Streptomyces sp Cheng et al., 2016
Ageloline A Streptomyces sp Cheng et al., 2016
JBIR-94 et JBIR-125 Streptomyces sp Kawahara et al., 2012
Dizeepinomidine Micromonosporasp Abdelmohsen et al., 2012
5-(2,4-dimethylbenzyl)-2- Streptomyces sp Sauvar et Kannabiran et
one (DMBPO) al.,2012
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5-(2,4-dimethylbenzyl) Streptomyces sp Sauvar et Kannabiran,
pyrrolidin-2-one 2011
2-allyoxyphenol Streptomyces sp Arumugam et al., 2010
Streptopyyrolidine Streptomyces sp Shin et al., 2008
Protocatechualdehyde Streptomyces lincolnensis Ja Kim et al., 2008
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. Matériel Et Méthodes

1. Prélévement des échantillons
Le prélévement des échantillons a été prélevé durant les moins de Février et Mars 2023

a partir de trois différents endroits de la wilaya de Khenchela, située au nord-est de I'Algérie
(figurel2).
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Figure 12: Localisation des endroits de prélevement des échantillons de la wilaya de
khenchenla (Google maps).

Les échantillons ont été prélevés comme suit :

1.1. L’eau chaude
Les échantillons d’eaux chaude ont été prélevés a partir d une source thermale Hammam

Essalihine, situé dans la région d'El Hamma a environ 7 km de la wilaya de Khenchela. Cet

44



Matériel et Méthodes

endroit est caractérisé par une température élevée entre 65 et 70°C qui favorise la croissance
des microorganismes thermophile (figure13).

Figure 13: Site de prélévement de I’échantillon d’eau chaude de Hammam Essalihine-
Khenchela.

1.2. Les margines

L’échantillon de margines a été prélevé a partir d’une I’huilerie d’Hadja Yamina, situé dans
la commune de Baghaii exactement dans la région « Mechta fidh a hrize » & 14 km de la wilaya
de khenchela. Cette 1’huilerie est une société privée créée en 2015. Les olives sont pressées

dans une huilerie automatique selon un processus d’extraction a trois phases (figure14).
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Figure 14: site de prélévement de 1’échantillon des margines.

1.3. Echantillon de I’eau polluée

L’échantillon de I’eau polluée a été prélevé a partir d’Oued el Merdja, situé dans la région
d'’El Hamma la rue de Hammam Essalihine de la wilaya de Khenchela (figurel5). Ces
¢chantillons sont prélevés d’une maniére stérile et sont placés dans des flacons hermétiquement
fermés et transportés immédiatement au laboratoire et conservés au réfrigérateur a 4 °© C jusqu’a

[’utilisation.
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Figure 15: Site de prélévement de 1’échantillon de 1’eau pollué (photo prise Le :18
/03/2023).

2.1solement, purification et conservation des actinobactéries

2.1. Préparation du milieu d’isolement
L'isolement des actinobactéries a été réalisé sur milieu gélosé Olson (annexe 01). Ce milieu

est considéré le plus favorable au développement et I’isolement de ce groupe de bactéries.

2.2. Préparation des dilutions et isolement

Une série de dilution décimale de 10 jusqu’a 107" sont préparée a partir des solutions méres
de trois échantillons. 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 derniers sont, alors

incubées a 30 °C et observées aprés deux, trois et quatre semaines d'incubation.

2.3. Purification des actinobactéries

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
1) (LEULML., 2019).
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2.4. Conservation des actinobactéries

Les isolats purs d’actinobactéries sont conservés, d’une part, dans le milieu YMEA coulé
dans des tubes inclinés puis mis a +4 °C et d'autre part dans un milieu liquide ISP2 (annexe 1)
dans des tubes eppendorf additionné de glycérol a raison de 20% (v/v) puis les tubes sont

conservés a -20 °C.

3.Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries

3.1. Etude de Pactivité antibactérienne
La recherche de D’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de cylindre
d’agar contre les bactéries-tests. Ces dernieres ont été fournis par Monsieur Boussaa A.

(enseignant-chercheur a université Abbes Laghrour-Khenchela).

Les bactéries a coloration de Gram positive (Staphylococcus aureus ATCC25923et
Bacillus CreusATCC11778) et les bactéries a coloration de Gram négative (Klebsiela
pneumoniaeATCC4352, Escherichia coliATCC25922 et PseudomonasATCC27853).

3.1.1. Préparation des souches- tests

Pour chaque bactérie test, la suspension a été préparé a partir d'une culture de 24h a 37°c
sur gélose nutritive (Annex01), La densité cellulaire de chaque inoculum a été ajustée par
addition d’eau physiologique stérile en comparaison avec une solution de Mac Farland
(Annex02) de fagon & obtenir une concentration de 10° UFC/ ml (leulmi,2018). Ensuite, la
recherche du pouvoir antibactérien des isolats d’actinobactéries a eté effectuée vis-a-vis des
bactéries tests aprés l’incorporation sur le milieu Mueller Hinton(Annex01). L’activité
d’inhibitrice se représentant par l’apparition d’une zone d’inhibition aprés une période

d’incubation 37°C pendant 24h.

3.1.2. La technique des cylindres d’agar

Les isolats purs d’actinobactéries sont ensemencés sur milieu solide YMEA en stries
tres 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 (annexel) préalablement 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.
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Figure 16:Mise en évidence de I'activité d'antibactérien des souches d'actinobactérie
sur milieu Muller-Hinton par la méthode des cylindre d'agar (Bastide et al., 1994).

3.2. Etude de I’activité antifongique

La capacité des isolats d’actinobactéries a inhiber le développement des moisissures
Penicillium sp et Aspergillus niger, est déterminée sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA:
annexe 1), en utilisant la technique des cylindres d’agar. Un disque de 6 mm de diametre issu
d’une culture pure de I’agent phytopathogene est déposé au centre de la boite. Ensuite, des
disques de I’actinobactérie 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 contrdles
(Tour et al., 2004).
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4. Etude de Pactivité d’hydrolyse

4.1. L’activité protéolytique
4.1.1. Recherche de la gélatinase

La recherche de I’activité d’hydrolyse de la gélatine a été réalis€ sur un milieu de base
ISP9 + la gélatine a raison de 0,4% (Annexe 1). Les souches d’actinobactéries ont été
ensemencées par touche sur le milieu (ISP9+ gélatine). Les activités de dégradation sont notées
apres 5 jours d’incubation a 30C°. L’activité d’hydrolyse a ét¢ détectée par l'apparition, autour
des colonies, de zones claires apres 1’addition d’une solution du chlorure de mercure (HgCl12)
et laisser a température ambiante pendant quelque minute (Hankin et al., 1971 ; Williams et
al., 1983a ; Nicemol, 2006). Du plus, les zones ou la gélatine n'est pas dégradée s’opacifient

lorsqu’une solution de chlorure mercurique est ajoutée.

4.2. L’activité amylolytique
4.2.1. Recherche de ’amylase

Dans ce test, les souches d’actinobactéries ont été ensemencées par touche sur le milieu
ISP9 contenant 1% d’amidon apres 5 jours d’incubation a 30C° la dégradation de I’amidon est
montrée par un halo clair sur le milieu apres inondation de la culture avec la solution de Lugol
et laisser a température ambiante pendant quelque minute (Hankin et al., 1971 ; Williams et
al., 1983a ; Nicemol, 2006).

5. Extraction des molécules bioactives

5.1. Culture de souches d’actinobactéries sur milieu solide

Trois souches d’actinobactéries (ECH9, ECMK et EP) ont été sélectionnées et ont fait
I’objet d’une extraction de leurs molécules bioactives. Pour cela, les trois souches sélectionnées
ont été ensemencées sur milieu YMEA+CaCOs en stries serrées (6 boites pour chacune). Les
boites ensemencées ont été incubées a 30°C pendant 7-10 jours jusqu’a I’obtention d’une trés

bonne sporulation.

5.2. Récupération et extraction des molécules bioactives a partir de filtrats des cultures
Apres la période d’incubation, le milieu de culture est fragmenté en petits morceaux et
réparti dans des erlenmeyers, additionnée d’acétate d’éthyle). La macération est réalisée deux

fois pour récupérer le maximum des molécules bioactives produites (figurel7).
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Figure 17: la macération des fragments du milieu de culture.

Les extraits bruts sont filtrés sur papier watman puis évaporées sous vide a 1’aide d’un
évaporateur rotatif (a 45°C/150rpm) (figurel8). L’extrait sec de chaque isolat est pesé puis

solubiliser dans 2 ml de méthanol.
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Figure 18: la filtration et évaporation des extraits bruts de trois actinobactéries
étudiées (a et b).

6.Etude de ’activité antibactérienne des extraits bruts

L’activité antibactérienne des extraits bruts des souches d’actinobactéries sélectionnées
sont testées contre 04 souches pathogénes (B. cereus, E. coli, K. pneumonie et S. aureus) sur le
milieu Mueller-Hinton, par la technique de diffusion des disques en papier de 6 mm de diametre
préalablement découpés puis stérilisés par autoclave.

Ces disques sont imbibés par chaque extrait (ECH9, EP, EMK1), puis séchés totalement
au courant d’air chaud. Ensuite, les disques sont déposés stérilement a la surface du milieu
Mueller- Hinton. Les boites de Pétri sont maintenues a +4°C pendant 24h pour permettre une
bonne diffusion. La période d’incubation est réalisée a 37°C pendant 24h. Les résultats positifs

sont mis en évidence par I’apparition des zones d’inhibition autour des disques.
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7. Etude de P’activité antioxydante des extraits

7.1. Principe

La méthode du DPPH consiste a déterminer et évaluer I’activité antioxydante de
I’extrait. En effet, le DPPH(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable
initialement violet en solution, La couleur change en jaune lorsqu’il réagit avec un antioxydant,
I’¢électron non apparié s’apparie, un atome d’hydrogéne vient se fixer sur le radical, ce qui
entraine une perte de couleur, Cette décoloration est représenté la capacité des extraits a piéger
ces radicaux libres (Alger, 1989 ; Koleva et al., 2002). Du plus, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, suivie par spectrophotométrie
UV-visible (Sanchez-Moreno, 2002).

7.2. Mode opératoire
Une série de dilutions de (10%10210%,104,10°,10°) est réalisé pour I’extrait. Selon le
protocole décrit par (Dangles et al. 1999), 2.4 mg de DPPH est dissous dans 100ml du méthanol

pure (CH3-OH) pour obtenir une solution de DPPH qui a été utilisé comme contréle négatif.

Un volume de 975ul de solution de DPPH est ajouté a 25 ul de chaque extrait (a
différentes concentrations) avec une agitation. Apres une période de 30 min, I’absorbance des

solutions est mesurée, a 517 nm par spectrophotometre.

Une solution d’acide ascorbique (vitamine C) de différentes concentrations ont été

réalisées dans les mémes conditions sert comme contrdle positif.

La décoloration de DPPH est déterminée en mesurant 1’absorbance a 517 nm et le
piégeage de radical de DPPH. L’activité anti radicalaire est exprimée en terme de pourcentage

d’inhibition du radical DPPH est calculé selon I'équation suivant (Molyneux, 2004) :
% de taux de piégeage DPPH=[(Ac _ Ae) /Ac] x100.

Ou

Ac: représente 1’absorbance de control ou témoin (Dpph sans extrait).

Ae : représente 1’absorbance de mélange réactionnel.
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I1. Résultats et discussion

1.1solement et purification des actinobactéries
Les actinobactéries sont parmi les microorganismes qui 1I’on rencontre dans la plupart
des niches écologiques grace a leurs caractéristiques compétitives. Elles sont différentes d 'un

écosystéme a un autre selon leur nombre.

Dans ce travail, I’isolement des actinobactéries a été effectu¢ a partir de trois
échantillons différents de la wilaya de Khenchela : I’eau chaude de station thermale Hammam
Essalihine, I’eau polluée a partir d’oued al Merdja et les margines provenant d’une ’huilerie
d’Hadja Yamina. Cette variation des sites de prélévement a pour but d’augmenter nos chances
d’isolement d’actinobactéries possédant, éventuellement, un potentiel ¢levé de production de

molécules bioactives.

Les colonies caractéristiques des actinobactéries apparaissent apres une période
d’incubation de 3 a 4 semaine a 30°C sur un milieu Olson, elles sont bien incrustées dans la
gélose (figure 19). En effet, ce milieu se caractérise par leur efficacité d’isoler un grand nombre
d’actinobactéries. Il contient de caséine de sodium et asparagine qui favorisent la croissance

des actinobactéries (Hlalli et al., 2002).

Apres I’observation microscopique, les isolats obtenus ont été purifiés par repiquage sur
milieu YMEA et incubées pendant une semaine & 30°C.Un total de 15 isolats d’actinobactéries
a été obtenus de différents échantillons. 13 isolats provenant de 1’eau chaude et un seul isolat a

partir des margines et un autre isolat provenant de I’eau polluée (tableaul6).

Tableau 16: Le nombre des isolats d'actinobactéries purifies de différents

échantillons.
Echantillon Site de prélevement Nombre d’isolats
L’eau chaude (Ech) Station thermal Hamma 13

Esalhine,khenchela

Les margines (Emk1) I’huilerie hadja yamina, 01
khenchela
L’eau polluée (Ep) Oued Al Merdja, khenchela 01

Total : 15
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Figure 19: Colonies d’actinobactéries sur milieu Olson(I’eau polluée).

En Algérie, les études portant sur 1’isolement des actinobactéries a partir de sources
chaudes ont été effectuée pour la premiéere fois par (Medjemadj et al., 2020). Ils ont pu isolé
un nombre de 29 isolats a partir de trois station thermale, Hammam Béniharoun et des Freres
Chaouch (wilaya de Mila), Hammam Essalihine (wilaya de khenchela) et Hammam Debagh
(wilaya de Guelma). Cependant le nombre d’isolats obtenu dans notre étude a partir de I’eau
chaude de Hammam Essalihine est supérieur a celui obtenu par (Medjemadj et al., 2020) qui
ont obtenu de 03 isolats a partir de Hammam Essalihine, 04 isolats a partir de Hammam
Béniharoun. Par contre, aucun isolat n’a été obtenu a partir Hammam Debagh. Tandis que, notre
nombre d’isolat obtenu reste inferieur par rapport au nombre d’isolats obtenus a partir de

Hammam des Fréres (22 isolats).

Concernant 1’échantillon provenant de 1’eau polluée d’oued al Merdja, on a pu purifié
qu’un seul isolat. En effet, plusieurs études ont été réalisées sur I’isolement des actinobactéries
a partir des eaux polluées (Gebreyohannes et al.,2013) qui ont obtenus 31 isolats a partir d’un
échantillon de I'eau et des sédiments du lac Tana en Ethiopie et (Benhadj et al.,2018) ont
obtenus 08 isolats a partir de I'eau du lac Fetezara au nord-est de I'Algérie.

En ce qui concerne 1’échantillon de margines, il faut bien signaler que ce travail

considéré comme premier a isoler les actinobactéries a partir le résidu liquide d’huilerie.

57



Résultats et discussion

1.1. Etude de I’aspect macroscopique des colonies des actinobactéries
Les caracteres macroscopiques des actinobactéries sont étudiés a 1’ceil nu et qui consiste
a determiner les caractéristiques morphologiques et culturaux sur le milieu YMEA+CACO3

par la méthode des stries trés serrés (figure20).

Les colonies obtenu dans notre étude ont généralement une forme rondes et circulaires
aux contours réguliers, Ces derniéres rassemblent a I’aspects des actinobactéries. Les caracteres

observés sont comme suit :

o L’aspect des colonies : soit velouté, poudreux, granuleux ou glabre, cotonneux,
laineux, duveteux.

o Lataille des colonies: petite, grande, étendue.

o Lacouleur des colonies: blanche, créme ou colorée (brune, violette, grises...)

o Le relief des colonies: plat, plissé.

L’¢évaluation de I’importance des différents caractéristiques d’observations
macroscopique concernant la croissance, le développement des mycéliums aérien, végétative
et leur pigmentation sur le milieu est observée aprés 14 jours d'incubation a 30 °C, sont
consignées dans le tableau (17).

Tableau 17: les caractéristiques macroscopiques des isolats purs sélectionnés .

Isolats Croissance Mycélium Mycélium Pigment
végeétatif aérien Diffusible
Echl Bonne Blanc Blanc -
Ech2 Moyenne Beige Beige -
Ech4 Bonne Marron Marron -
Ech5 Moyenne Blanc Gris -
Ech6é Bonne Blanc Blanc Noire
Ech7 Bonne Marron Marron -
Ech8 Moyenne Blanc Blanc -
Ech9 Trés bonne Beige foncé Beige claire -
Ep Moyenne Blanc Blanc -
Emk1 Bonne Jaune claire Blanc -

(-) absence des pigments.

58



Résultats et discussion

Ech8 Emk1 Ech5

Ech4 Ech2 Ech3

Figure 20: aspect macroscopique sur milieu solide YMEA +CaCQO3 des isolats purs

d’actinobactéries.

59



Résultats et discussion

2.Activité antimicrobienne

2.1. Activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne des isolats purs sélectionnés des actinobactéries a été mise
en évidence par la technique de cylindres d’agar sur milieu solide Mueller Hinton. Cette étude
a démontré la capacité de ces isolats a produire des substances antibactériennes. Les isolats
montrant une activité sont présentés dans le tableaul8. En effet, les résultats de ’activité
antibactérienne des isolats étudiés indiquent que seulement 03 isolats sont actifs contre (E. coli

et B. cereus).

Parmi les 13 isolats d’actinobactéries provenants d’eau chaude de Hammam Elsalihine,
seulement un seul isolat Ech9 d’entre elles a présenté une activité antibactérienne contre (E.

coli et B. cereus).

Les deux isolats provenant de margines et de I’eau polluée (EMK1 et EP1), ont montré
également des activités antibactériennes seulement contre B. cereus et E. coli avec des

diamétres d’inhibition trés faible.

Dans cette étude, Aucun de 15 isolats provenant de trois échantillons présentait une

activité contre Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus).

Nos résultats sont similaires, en proportion, a ceux de (Aysel et Demet,2021), il sont
obtenu 48 isolats d’actinobactéries a partir d’échantillon des sédiments du lac Sarikum en
Turquie, dont seulement 12 dotés d’une activité antibactérienne au moins de I’une des souches

cibles.

Pour I’échantillon provenant de 1’eau polluée et les margines, 1’activité antibactérienne
des isolats s’est avérée faible en comparaison avec ceux de (Dholakiya et al., 2017), qui ont
pu récupérer 11 isolats a partir de I’échantillons de sédiment marin dans les zones cotieres du
golfe de Khambhat, Gujarat en Inde dont les isolats les diametres d’inhibitions varient de (15
a 24mm). Notre résultat est differe également de celui de (Benouagueni et al.,2014), qui ont
testés 104 isolats d” actinobactéries provenant des eaux du lac El Mellah, nord-est de I’ Algérie
ou 21 isolats présentent un pouvoir antibactérienne remarquable contre les 02 souches test (S.

aureus, E. coli), avec une zone d’inhibition de 25 et 9 mm respectivement.
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Tableau 18: Activité antibactérienne des isolats purs d’actinobactéries .

Isolats

S. aureus

Echl -

Ech2 -
Ech3 -
Ech4 -
Ech5 -
Ech6c -
Ech7 -
Ech8 -
Ech9 -
Eh10 -
Ech1l -
Eh12 -
Ech13 -
Epl -
Emk1 -

(-) : absence d’inhibition.

E. coli

Diamétre d’inhibition (mm)
K.

pneumoniae

B.

cereus

07
06

p.aeruginosa

B. cereus.

E. coli.

Figure 21: Activité antibactérienne sur milieu Muller Hinton des isolats purs
d’actinobactéries, évaluée par la technique des cylindres d’agar.
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2.2. L’activité antifongique

L’activité antifongique des 15 isolats d’actinobactérie isolée dans cette étude a été mise
en évidence sur le milieu PDA par la technique de cylindres d’agar contre deux
moisissures Penicillium sp et Aspergillus niger. Les résultats indiquent que parmi les 15 isolats

testés 09 d’entre eux ont présentés une activité antifongique positif (figure 22 et 23) et
(tableaul9).

Les isolats (Ech4, Ech5, Ech 8) et les isolats (Ech2 et Ech 3) provenant de I’eau chaude
de Hammam Essalihine ont présenté une activité antifongique la plus importante contre
Aspergillus niger et Penicillium respectivement. Egalement, des activités considérées comme

moyenne a été détectés pour I’isolat Ech12 vis-a-vis la souche de Pénicillium sp.

Nos résultats obtenus sont intéressants, par rapport a ceux de (M. kitouni et al.,2005)
qui en pu isoler 7 actinobactéries, a partir d’un écosystéme aquatique (sebkha de Ain M'lila),

présentant une tres faible activité antifongique.

Concernant les deux isolats Emk1 et Epl provenant de 1I’échantillon de margine et de

I’eau polluée, ont montré une trés faible activité antifongique contre Pénicillium sp.

Nos résultats sont semblables avec ceux obtenus par (Aysel et Demet ,2021) qui ont pu
isoler 48 isolats d’actinobactérie a partir d’un échantillon de sédiments du lac Sarikum et aucun
isolat n’avait d’effet contre les champignons pathogenes testés. Cependant une étude réalisée
par (Belgacem et al.,2023) qui en pu isoler 18 isolats a partir du sol désertique Algérien, 15
isolats d’entre eux ont montré un activité antifongique intéressante contre 5 espéces fongiques
(Fusarium graminearum, Aspergillus flavus, aspergillus ochraceus, Pénicillium expansum et

aspergillus parasiticus).

Tableau 19: activité antifongique des isolats purs d’actinobactéries.

Isolats Présence/absence d’inhibition
Aspergilus niger Penicillium sp

Echl - -

Ech2 - ++
Ech3 - +++
Ech4 +++ -

Ech5 ++ -

Ech6 - -
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Ech7 - -
Ech8 +++ -
Ech9 - -
Eh10
Echil - -
Ech12 - +
Ech13 - -

Epl -
Emk1 -

I+

I+

I+

Figure 22: Activité antifongique sur milieu PDA des isolats pure d'actinobactéries

contre Aspergillus niger par la technique de cylindre d'agar.
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v

Témoins
Figure 23 :Activite antifongique sur milieu PDA des isolats pure d'actinobactéries
contre penicillium sp par la technique de cylindre d'agar.

3.L’activité d’hydrolyse

L’étude de ’activité d’hydrolyse est considérée comme importante pour 1’identification
phénotype des actinobactéries. En effet, 1’é¢tude physiologique de ce groupe bactérien porte
d’une facon conventionnelle sur 1’étude de plusieurs parametres (utilisation de glucide,
utilisation des acides aminés, dégradation de composé organiques, ...). Dans cette étude, on a
choisi d’étudié deux activités de dégradation a savoir la gélatinase et I’amylase. Les résultats
sont présentés dans le tableau 20 et qui révele clairement le pouvoir de dégradation de 1’amidon
pour tous les isolats testés. Cependant, seulement les isolats Ech7 et Echll ont une activité

gélatinase (figure25).

Tableau 20: Activité hydrolytique des isolats purs d’actinobactéries

Les isolats purs Amidon Gélatine
Echl ++ -
Ech3 ++ -
Ech4 ++ -
Ech5 ++ -
Ech6 N’a pas été testé -
Ech7 N’a pas été testé +
Ech8 + -
Ech9 + -
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Ech10 + N’a pas été testé
Echll + +
Ech12 + -
Ech13 + - N’a pas été testé
EMK1 + -

EP1 + -

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

En effet, la plupart des isolats étudiés ont présentés une activité amylolytique
intéressante qui se traduit par apparition importantes de zones claires d’hydrolyse d’amidon
autour des colonies aprés 1’addition du Lugol (la figure 24). Cela montre clairement que ces

isolats testés possedent une enzyme amylase.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par (Siricha et al., 2013), dont 50 isolats
parmi 63 isolats d’actinobactéries, isolés de sédiments marins, ont présentés une activité
amylolytique. En effet, I’activité amylolytique des actinobactéries a été détecté par plusieurs
d’autres travaux nous citons celui (Bouzigha et Bouchiba., 2017) ils ont estimé que 23 isolats

parmi 35 souche d’actinobactéries pourvus d’une enzyme amylase.

Les isolats d’actinobactéries hydrolysant la gélatine se traduit par 1’apparition des zones
claires d’hydrolyse de gélatine aprés 1’addition d’une solution de mercure (Figure 25). Cette
dégradation est due a la production de I’enzyme gélatinase par les isolats d’actinobactéries
étudiés.

En ce qui concerne ’activité gélatinase, nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par
(Gulve et Deshumukh ,2011) dont 70 parmi 90 souches d’actinobactéries testées, isolés a partir
d’un sédiment marin, ont une activité gélatinase. Les travaux de (Kurup et al., 1975) indiquent
¢galement qu’une seule souche dégrade la gélatine parmi 25 nouvelles souches

d’actinobactéries testées.
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Figure 25 : Photographies des activités de dégradation de gélatine.
4.Evaluation des activités antibactériennes et antioxydants des extraits

4.1. L activité antibactérienne des extraits

L’activité antibactérienne des extraits de trois isolats, sélectionnés (EMK1, EP1 et Ech9)
par rapport a leurs activités remarquables vis-a-vis des souches pathogeénes testées. Ce test a été
réalisé en utilisant la technique de diffusion sur des disques en papier préalablement stériles.

Les résultats obtenus sont présentés dans (le tableau21) et (la figure 27).

Les trois extraits bruts secs d’acétate d’éthyle obtenu testés vis-a-vis 4 souches tests. Les
résultats ont montré une activité modérée uniguement contre E. coli en revanche aucune activité

n’a été détecté contre S. aureus, K. pneumonie et B. cereus.
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Les extraits bruts obtenus a partir des 03 isolats possedent différentes couleurs. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que les actinobactéries produisent des biomolécules pigmentées
cela correspond aux études de (Margalith 1992) (figure26).

Isolats Emk1.

Figure 26 : Photographies montre les extraits colorés des isolats (Ep et Emk1).

Le milieu solide YMEA+ CaCO3 a éte choisi pour la culture de nos isolats sélectionnés
afin d’extraire leurs biomolécules. En effet, ce milieu a donné une trés bonne croissance de nos

isolats, ce qui semble un milieu adéquat pour la production des molécules bioactives.
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En fait, plusieurs chercheurs ont utilisé le milieu solide que celle du milieu liquide pour
I’extraction des molécules bioactives. Ainsi, il y a des microorganismes qui perdent leur activité

de production sur milieu liquide (Stocks et Thomas, 2001).

Du plus, I’acétate d’éthyle est le solvant organique le plus utilisé par plusieurs auteurs
pour I’extraction des molécules bioactives a partir des souches d’actinobactéries (Djinni et
al.,2013 ; Prakasham et al., 2014). Néanmoins, la macération répétitive des géloses s’est

avéree efficace pour récupérer le maximum possible des biométabolites (Leulmi,2019).

Les extraits bruts d’acétate d’éthyle provenant d’une culture de trois isolats (Ech9, Ep
et Emk1) présentent une activité dirigée contre la bactérie a Gram négatifs E. coli pour l’isolat
EP1. Ce résultat positif est considéré comme pertinente, vu la résistante remarquable des
bactéries a Gram négatifs par rapport a leurs homologues a Gram positif, notés par plusieurs
chercheurs (Hasavada et al., 2006 ; Atta et al., 2009).

Tableau 21: activités antibactérienne des extraits sec brut

Extrait brut Les souches tests
S.aureus E. coli K.pneumonie B.cereus
Ech9 - - - -
Emk1 - + - -
Ep - + - -

() pas d’activité, (+) présence d’activité.

S.aureus
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K.pneumonie B.cereus

Figure 27 : Photographies des activités antibactérienne de trois extraits bruts.

4.2. Activité antioxydante des extraits

Selon (la figure 28) qui représente ’activité antioxydante des deux extraits determines
par la méthode de piégeage du radical DPPH. Nous remarquons que les courbes ont presque la
méme forme, plus la concentration est élevée plus I’activité anti-radicalaire est élevée et vice
versa (relation de corrélation direct) jusqu’a a atteindre le plateau est I’lorsque cette limite est

dépasser, L’activité continue progressivement jusqu'a la stabilité.

Les deux extraits Ech9et Epl ont répondu positivement au test DPPH mais avec des
degrés divers, la figure 10 montre que I’extrait Epl a le pourcentage d’inhibition le plus élevée
et le meilleur de 68.3% a concentration de 0.5 mg/ml, Alors que I’extrait Ech9 a la méme

concentration présent un pourcentage d’inhibition plus faible que le précédent de 61.6%
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% d'inhibition= f( concentration)

80

70
; e

50 - /
40

30 /

) /

10

%0 d'inhibition

0,016 0,0312 0,0625 0,125 0,25 0,5
concentration ( mg/ ml)

acid Ech9

ep

Figure 28: Courbe représentatnt le % d'inhibition du DPPH des extraits (Ep,
Ech9) et le standard Acide ascorbique en Fonction de la concentration
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Plusieurs auteurs ont reporté le role des actinobactéries dans la production des
antioxydants, nous citons les travaux de (Mohamed Alfie Kurnianto et al.,2021) qui ont
montré qui I’extrait brut de Streptomyces AIAL17 a présenté des activités modérées de piégeage
de DPPH de 65.122%. Egalement pour les travaux de (Habiba Belgacem et al.,2023) qui ont
montré que I’extrait de I’isolat d’actinobactérie A10 a une bonne activité antioxydante avec un

pourcentage d’inhibition de 58%.

D’autre part, plusieurs recherches ont mis le point sur le choix de solvant d’extraction
et son effet sur I’activité antioxydante. En effet, une étude menée par (Thenmozhi et al., 2010)
sur les extraits bruts obtenus par ’acétate d’éthyle et I’acétone d’une souche appartenant au
genre Streptomyces, a démontreé la variation de 1’activité antioxydant selon le type de solvant
utilisé avec un pourcentage d’inhibition de 86% pour I’extrait a ’acétate d’éthyle et seulement

de 22% pour I’extrait acétonique. Ce qui a été confirmé par (Lertcanawanichakul et al., 2015).

Figure 29: Photographie de la mise en évidence de 1’activité antioxydante de 1’isolat
Ep.
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Conclusion générale et perspective

Conclusion générale et perspectives

Les actinobactéries sont actuellement inclus comme des procaryotes particuliers les plus
utilisées sur le plan biotechnologique. Elles sont un réservoir inépuisable des principaux
métabolites secondaires biologiquement actifs découverts a ce jour, notamment les
antibiotiques, les enzymes, les insecticides et les agents antitumoraux, ayant des valeurs et des

activités biologiques trés importantes.

Les objectifs de notre ¢tude consistent a I’investigation des différents échantillons d’un
écosystéeme semi-aride de 1’est Algérien, afin d’isoler des souches d’actinobactéries,
I’évaluation de leurs activités d'antagonistes, leurs activités d’hydrolyse, le pouvoir d’extraire
des biométabolites avec I’étude de ’activité antibactérienne et antioxydante des extraits des

isolats sélectionnés.

La premiére partie de notre mémoire est consacrée a I’isolement des actinobactéries
fournisseurs de molécules antimicrobiennes. L’isolement a été réalisée a partir de trois
échantillons & partir des écosystéemes différents de la wilaya de Khenchela : les margines
d’huilerie Hadja Yamina, 1’eau polluée d’Oued El Mardja et I’eau chaude de la station thermale

Hammam Elsalihine.

L’isolement des actinobactéries sur milieu Olson a donné une collection de 15 isolats,
un entre eux a été purifiés pour chaque échantillon de 1I’eau polluée et les margines. Par contre

on a pu purifié 13 isolats a partir de 1’échantillon de 1’eau chaude de Hammam Elsalihine.

Le test de criblage des isolats d’actinobactéries hautement actives a révélé des activités

modérées vis-a-vis de bactéries pathogenes et importantes vis-a-vis des moisissures testées.

Les 03 isolats purs, Ep, Ech9 et Emk1 ont été sélectionnés comme des souches les plus
actifs et les plus productrices des antibiotiques.

L’activité antioxydante a été observée pour les deux extraits de Ech9 et Ep, avec une
bonne pourcentage d’inhibition pour I’extrait Ep de 68.3% a concentration de 0.5mg/ml, et pour

I’extrait Ech9 a la méme concentration montre une pourcentage d’inhibition de 61.6%.

En conclusion, cette étude suggére que les actinobactéries isolés a partir un écosysteme
semi-aride de Khenchela représentent une source de métabolites ayant des activités biologiques

intéressante a partir dugquel de nouveaux metabolites peuvent étre obtenus.
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L'isolement de souches ayant une activité antifongique a indiqué que les écosystémes
extrémes (Hammam Elsalihine) peuvent représenter une niche, qui recéle une diversité
microbienne largement inexploitée et un potentiel encore inexploité pour les nouveaux
métabolites secondaires. Néanmoins, les milieux de culture et autres conditions de croissance
peuvent également étre manipulés non seulement cultiver de nouveaux taxons, mais aussi

exploiter pleinement le potentiel métabolique des actinobactéries.

La diversité et la production de métabolites sont des fonctions tres particuliére montrant
les capacités de biosynthése de I'organisme et donc les parametres de fermentation peuvent étre
manipulés pour favoriser la production de divers métabolites secondaires renforcant ainsi le

réle prometteur des actinobactéries comme source renouvelable d'agents bioactifs.

A la lumiére des résultats obtenus, nous estimons que notre travail nécessite d’étre
poursuivi, car plusieurs perspectives pourraient étre envisagées et qui peuvent étre résumeées

comme suit ;

e L’optimisation de conditions culturales pour améliorer la production des biomolécules
bioactives par les trois isolats sélectionnés (Ep, Ech9, Emk1).

e Identification par biologie moléculaire des isolats sélectionnés.

e Essais d’approfondir les techniques de purification, identification et caractérisation
chimique des molécules antimicrobiennes produites.

e Réalisation des tests complémentaires tel que : activités anti-inflammatoire, activités

antitumorale, antivirale de nos extraits.
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Annexe 1 : Composition des milieux de cultures utilisés

1. Milieu Olson

Sodium caséine.................oeeenninnne 2g
L aspragine............cooevvviieinnnnnnnnn 0.1g
Sodium propionate ........................ 4g
K2HPOA4.....oiiii 0.5g
FeSO4. ..o, 0.01g
Agar.....oooiiiii 10g
Eau distillée...............cooooinin. 1000ml
PH=7.2

3.Muller Hilton

Extrait de viande........................e.e. 2g

Hydrolysat acide de caséine ...........17,5 g

Amidon.........ooooiiiiiiiii I,5¢g
Agar.. ..o 10g
Eau distillée ..., 1000 ml
PH=74

2.Milieu YMEA + CaCO3
Extraitde levure............................ 4g
Extraitde malt.............................. 10g
GlUCOSE....vi i, 4g
CaCO3..ei e, g
AGar. .o 20g
Eau distillée...............coooiiiiiit. 1000ml
PH=17.3
4.1SP2
Extraitde levure .................ooeeennnl. 4g
Extraitdemalt ...................ooo 10g
GIUCOSE . 4¢g
ATt 20g
Carbonate de calcium ........................ 2g
Eaudistillée ...............c.ooiint. 1000 ml

PH=73
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5.Milieu GN

Peptone......cooovviiiiiiii 5¢g

Extraitde levure...............ocoiviiinne. 3g

AT . 15¢

Eaudistillée....................ooooeni. 1000mL
PH=7

7.Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Glucose......ccvvviiiiiniiiieiienieenn... . 20g

Pommede terre ........................ 200g
Agar.. ..o 15¢g
Eau distillée...............c..oeein. 1000ml

PH=6.5

6.Milieu 1SP9

(NH4)2SO4.....cccoiiiiiiieen, 2.64¢g

KH2 HPOA4. ..o 2.38g
K2HPO4... ..o, 5.65¢g

MgSO4 7TH20 ..ccooiiiiiiiiin, g
Solution d’oligoéléments.................. lg
AT 15¢

Eau distillée ..o 1000ml
PH=7.4
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1. Solution de Mac Farland

Solution de BaCl2. 2H20,
1%..ccciiiiiiiiecieeiene 0.6ml

Solution de H2S04, 1

1. Eau physiologigue

Chlorure de sodium............. 9¢g

Eau distillée.......ccceven..... 1000ml

Annexe 2 : Les solutions

2. Solution d'oligo-éléments***

FeSO4 7 H20................. 0.11g
MnCI2 4 H20............... 079¢g
ZnS0O4 7 H20................ 0.15g
CuS0O4 5H20................. 0.64¢g
Eau distillée.................. 100ml

2. Solution de chloride de mercure

Chloride de mercure................ 0.07¢g

L’eau distillée........ccoovveen..... 25ml



