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Glossaire

Bactéricide: le pouvoir de tuer les bactéries.

Bacteériostatique: le pouvoir d’inhiber la croissance des bactéries.

Hétérotrophe: organisme qui utilise des matiéres organiques préformées provenant d’autres
organismes comme source de carbone et d’énergie pour son métabolisme.

Humification: décomposition par les microorganismes des matiéres organiques mortes
complexes en les réduisant en un composant plus simple (humus) directement assimilable par
les plantes.

Hyphe: filament mycélien qui constitue I'appareil végétatif des champignons et des
Actinomycetes.

Mycélium: appareil végétatif du champignon et d’Actinomycéte constitué d'un ensemble de
filaments appelés hyphes.

Procaryote: organisme unicellulaire dépourvu de noyau délimité par une membrane, le
matériel génétique est localisé dans une région irréguliere appelée nucleoide ou région
nucléaire.

Rhizosphére: elle correspond a la zone du sol dans laquelle la microflore tellurique est
soumise a I’influence des racines.

Sporange : se sont des sacs contenant des spores. lls peuvent étre rencontrés sur le mycélium
aérien bien développé ou sur la surface de colonies dépourvues ou ayant un mycélium
aérien peu développe.

Spore: cellule isolée ou en amas pluricellulaire pouvant contribuer & la propagation d’une
espece par voie végetative ou par voie sexuée.

Symbiose: association de deux especes distinctes dont la vie en commun est profitable a
chacune d'elles.

Ubiquitaire: qui se trouve partout en méme temps.
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Liste des abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique
ATCC : American Type Culture Collection
°C : Degré Celsius

E. coli: Escherichia coli

G- : Gram négatif

G+ : Gram positif

GC : coefficient de Chargaff
MA : mycélium aérien

MS : mycélium du substrat

mm : Millimétre

m : Métre

UFC : Unité Formatrice de Colonies
% : Pourcentage

pm : Micrometre



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 01 : Principaux taxons de microorganismes du sol (Roger et al. , 2001) ...ccccuue...... 05
Tableau 02:Habitats de certains actinomycétes (Grigorova et Norris, 1990) ..ccevveenrnennn.. 08

Tableau 03:Fréquence des divers genres d’actinomycétes dans le sol (Andriambolona, 2010)

Tableau 04: Les principaux genres d’actinomycetes (Andriambolona, 2010) .......cceeeeeenens 12
Tableau 05: Différentes valeurs de GC % rencontrées dans le groupe des actinomycetes
(Boudemagh, 2007) cueeeieeiieieeeerenreareesnsmesessessnssnsosssssnsonssssssonsssssnssnssosasssasssessemneenns 13

Tableau06: Exemples dantibiotiques produits par des actinomycetes (Boucheffa,

701 16
Tableau 07: Caractéristiques des SOUCNES tESES ..cueurreeerieenrersacnresancnsereesnsesiosesassnsiacnnes 19
Tableau 08 : Normes utilisées dans la méthode des disques (Leipzig, 1996)....ccceerucennnnenn. 20

Tableau 09: Activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes contre les souches

DACLENTENNES TESES tuvuirieiininiiiiieiiiiiiitiiiiiiittiiieireetettaceteteaeateeneasacenenemseiennn. 23
Tableau 10 : Activité antifongique des isolats d’actinomycétes vis-a-vis de deux souches

fongiques Aspergillus niger et FUSarium OXySPOFUM .....ceuiverurnresasnreesasessesasassesnsiisnsess 25



Liste des figures

Liste des figures

Figure 01: Cycle de développement d’un actinomycete (Streptomyces) sur milieu solide

(HOSAONG, 1992) .uuiieiiiniiniiniieeeententescescnsansessescnsansonsssnssnsonssssssansansssnsansansanns 10

Figure 02 : Une colonie du genre Streptomyces sur milieu solide (Dvorak, 1999) ... ........... 12



Liste des photographies

Liste des photographies

Photographie 01: Aspect de la colonie de I’isolat Sel 5, sur milieu Amidon caséing .....c...... 22
Photographie 02:  Activité antibactérienne sur milieu Mueller-Hinton des souches
actinomycétales contre BACillUS CEIEUS v.ueeueenieeeeeeneenreneeeceeeneensencesensensencnsiiieensmmscnses 24

Photographie 03: Activité antifongique sur milieu Sabouraud des souches actinomycétales
CONtre FUSAriuM OXYSPOFUM «ueuueeueeeesensencescescnsansescescnsansossssnsansansssessnsansessnssnsans 25



Sommaire

Sommaire

(Fa) 0 g0T0 [UTe1 1o ] o N 01

L. LA VIie telIUNIQUE «euuieiiiiiiiiiiiiiiieeieinientieeeeetenteasscnsansensnssnsansassessnsansannnnns 03
L1, 185 ACTINOMY CEEES . cu e entenientieeeeeneeneeneeeeneeneencescnsensencenceeeescnsensancancnsensssnssssaersens 06
I =] T =1L 1SRN 06
2. HISTOFIQUE tueeniiniieiieiieiiintiaeieeetenteaceesesensensaesensessesensansessessnsansossnssnsansane 06
ST 1Y, (o] ¢ o] o] (oo | [- TR TP PRSP 07
4. Ecologie et distribution dans [a NAtUIe....cceeieiieieiiiieiieenientiereeenseieeseseissnsnne 08
5. Cycle de deVelOpPEMENT....cueiieeieeinrteeineenteraecnsesaacnsesessasesasssssioseisnsesans 10
6. Classification des aCtinOMYCETES. .euieuireeieeteureeeeerenrenreacescnsensescesnracescnssiasnnses 11
7. Le matériel génétique des aCtinOMYCELES «iveeveereeneenrenrernreecescnsensencesioscancnnens 13
8. Physiologie et métabolisme des actinOmMYyCEtES...uiuiiireiernrirnereeiacnreerecneneiienenans 14
9. ROle des actinomyCetes tellUriQUES...cueeieeeerireieeneeernrereecnrereecnsnmeecncnsescssnsnns 15

PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES

I. Revivification des souches d’actinomycetes .........ccevvvieiiiniiieiiiniiineiiinrcinecemeeccenns 18
I1. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des souches actinomycétales.............. 18
1. Activite antiDaCterienne. . ..cccceveieininiuiiniiiieiiniiiie e eae 18
2. ACHIVITE ANTITONGIQUE. .euuireiniiiiereitintinteiierieeeesemmasessesonriasessnsansessessnsansarissnsnss 20

PARTIE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION

I. Revivification des souches d’actinomycetes .........ccccevviiieiiniiiiiiniiiiiiiiiiiieciniinneinns 22
Il. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des souches actinomycetales.............. 22
1. ACHIVItE aNtiDACIEIIENNE..cuvuiiuiuiniiiieiit ittt et cees s asasaeeenenenene. 22

2. ACHIVITE aNtITONQIQUE «euvierniieiiiieiiiieiiiiiitetimmessesioseiiososmesnssssssnssssnsnssssnsnsaees 25



Table des matiéres

Table des matiéeres

(Ta) 0 g0 T0 [UTe1 1 o] o TN 01

L. La vie tellurique..ccccveeiieiiiiinniiiiiniiiiinniiiinniieienstcssssscosessscsssssosssnssiossssssssnnsssns 03
1. La diversité microbienne de sol .........ccccoiviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene, 03
1.1, LS AIQUES eeuiiniieieinrinteareeenssnseasiiisnssssescnssnsosssssnssnsssssssnssnsssssssnsnses 03

1.2, LeS ProtOZoaireS....cccvveueiieiiiniiinnreiioriieeroenreiosscsssssessossssssssssssssnsssnnses 03

1.3. Les champignons .....cccceeieiiiiiiiiiiiieiiinriiessesrcssscssssossssiissssssssnscsness 04

1.4. Les aCtinOMYCELES c.uuvinriinnieineiinneeinetseniosnsssessosssssnssssnssisssosnsssssssnssns 04

D RT3 (e 04

I1. Les actiNOMYCOLES «evuvvrneinerierineiieeieeineiieriaeieeeieciacenssimmesasessssssssscsssnseiiioeniin 06
I 1T T<T o ] (< P PP 06

72 & ] 1) () Y 06

I\ (o] g o] T0] (oo 1< 2PN 07

4. Ecologie et distribution dans 1a nature .........coccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienan. 08

4.1. Les actinomycétes dans 1€ SOI .....ccceveiiuiiniiiiiiniiieiiniereiiaioessassnsonseisoness 08

4.2. Les actinomycetes dans le milieu Marin .....cceeeiieeeeiiieiereeenienreeceecersnsencenn 09

4.3. Les actinomycetes dans I’air ....occoiviiiiieiiiieiiiniiiieiiiniiiieissarcsscssascsnscsnns 09

4.4. Les actinomyceétes, la faune, la flore et PhOmMmMe....ccoeiiiieiieiieiiiimneceecennn 09

5. Cycle de dévelopPement .....c.couivvieiiineieineruneteseressessstossssssssssssssssissnssssnssns 10



Table des matiéres

6. Classification des actinOMYCELES c..cueeiieeiniirieeeentiorenseecesensansescascnsiiocnsanrossnses 11
6.1. MYCODACIEITACERS ..eviriereeiiriniintieteeententeessensansescessnsensessnssnsanriosansenn 11
6.2. Actinomycétacées (0U Pro-ActinOmyCetes) ..coceueeeeneerenrenrencerneecscnsansancennn 11
6.3. StreptomMYCEtACEES «.ovuviiiriiiieiiineieinerieetessresstosssossscssssossssssssosiasssnsssnsss 11

6.4. ACtinoPIanacEes ....ccvvveiiieiiieiiineiiineiiieiesnteseetosstossstssssossssssssssssssnssonne 12

7. Le matériel génétique des aCtinOMYCELES cuveuiieieereeeiiieeriacmerenieesescnsensancescnionsnnss 13

8. Physiologie et métabolisme des actinOMYCEtes .....c.covuvineiiniiniiiniineeinrinienecsnsonees 14

LS TR o 1143 11 0 4 TP 14
8.1.1. Le taux d’humidité .........cooeiriueiieiiniieiiiiiiieiieiieiiiieiierniiecnacenes 14

8.1.2. LA temMPAIatUre..ccuineiieeerneneeeenrrecnriieeecnsmeiiiessasesosnssessnsmacnssssssnsesans 14

TR0 G T - o PRSPPI 14

8.1.4. Le rapports aVeC POXYZRNE ..cuvivireiniimieiniiieetniiiieecneieciaciecnecncnnn 14

8.1.5. Matieres OrganIQUES ...cocveereeieeiniiineinreieniiiiosnecsaciiiiisscsscsasessioncens 15

8.2. Métabolisme des actinOMYCELES c.uvvuveiniineiireineiiieinrieiieriiieieeneeicnsicncens 15

9. Role des actinomyceétes telluriques .......coceveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiecieeieenee 15
9.1. La production des antibiotiques ...........ccccevieieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecieene. 15

9.2. La production des eNZYMEeS .........coc.coveriuiiieriniinienetiareessatsnsssssensonscnns 16

9.3. Aptitude a dégrader les substances organiques non biodégradables par  les

champignons et [6S DACENIES cuiuiieieiiiieiniiiieiiiiiiiiiieietieerneeeesnsessasnsssnsnsens 17

PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES
I. Revivification des souches d’actinomycCetes ........cvveviiuiiiniiiiniiiniiiereinrcenesernsonnnens 18

I1. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des souches actinomycétales...............18



Table des matiéres

1. ACtIVIte antiDACIEFIENNE ..uiuvuiiciereiniiiiiiiieiniieiaeteeeiisesnseniesesnssssssasssnsnsons 18
1.1. Caractéristiques des SOUCNES TESTS v.uvveerreinrinrieeenrernmeiiiiiiiecsensessssnsansonons 18
1.2. Préparation des inocula de bactéries-tests ......ceeuniiiiiiieeereeeeecneencenceecnsnnss 19
1.3. Technique des cylindres d’agar ........ccecevieiiiniiiieiiinrueecssetosnscemeecsnasoes 19
14, LeCHUTE teuveiineiiineiiniseetesaressecssssossssssssossssssssssasssssssssssssnssssssssnsssnsss 20
2. Activité antifongiqUue ......c.ccoveiiiiiiiieiiiiiiiiiiieiiiiiiiiettimtittatotatssstssasosnscsnnses 20
2.1. Préparation des inocula fongiques calibrés ........ccceeeveieinieininieecnrennnneennes 20
2.2. Technique des cylindres d'agar ........cccccvviiiiiiniiiiiiiiiniiiiiiiiieciieneenenn 21
G T I o 11 e 21

PARTIE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION

I. Revivification des souches d’actinOmycetes .........ccccevviiieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinienenn 22

Il. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne des souches actinomycétales ............. 22
1. ACtiVIté antiDACIEIIENNE tuiuiuinininiiiiiiiiiirtrrr et rierasaeaiiieesasasaeiiaes 22
2. ACHIVITE ANt ONQIGUE. . eeueiniiniieiieiiiiiieeeeentinteaeeecntentensencescnsensencescnsansmmennsnennn: 25

(@70 o] 1115 ] o PP 27

RéEfErences BibliographigUES...c.ceeeieeieeieieieeeiieeernenreecnsseecasnsessnsnssiiiensesascnssssnnes 28

Annexe

Abstract

Résume Arabe

Résume



6\

Introduction




Introduction

Depuis des milliers d'années, les hommes utilisent des microorganismes (bactéries,
levures et moisissures) pour fabriquer des produits comme le pain, la biére, le fromage, etc.
Ces microorganismes, omniprésents dans notre environnement (le sol, l'air et 1’eau) et dans
quelques aliments que nous consommons, ne cessent d’occuper une place de plus en plus
importante dans notre vie et sont actuellement a 1’origine de 1’essor du domaine de la

biotechnologie (Smaoui, 2010).

De nombreux antibiotiques ont été isolés a partir d’une variété de microorganismes et
ont été employés dans beaucoup de domaines : Dans les différentes industries par exemple
les agroalimentaires, dans les sciences vétérinaires, dans I’agriculture, dans la pharmaceutique

et plus spécialement dans la santé humaine (Oskay et al., 2004).

A Theure actuelle, a cause des problémes de la résistance des pathogénes aux
différents antibiotiques, 1’apparition de germes opportunistes, I’émergence de nouvelles
maladies microbiennes et les infections nosocomiales, la recherche de nouvelles molécules est
devenue une priorité pour la santé humaine. Pour atteindre ces objectifs, de nombreuses
recherches se sont orientées vers le criblage de nouvelles souches bactériennes productrices
d’antibiotiques, capables de fournir des biomolécules innovantes pour endiguer ces

problemes.

Les actinomycétes représentent une source importante de substances antimicrobiennes.
Ces molécules dites antibiotiques agissent contre les bactéries pathogenes. En effet, les
actinobactéries sont un taxon trés réputé pour la production de ces substances bioactives.
Environ 70% de ces molécules proviennent des actinomycetes (Okami et Hotta, 1988). En
plus, les possibilités génétiques font augmenter le nombre et la diversité des antibiotiques

entre 10 et 20 métabolites pour chaque souche (Islam et al., 2009).

Les sols d’Algérie bien que soumis a un climat aride a subhumide, montrent une
biodiversité surprenante d’actinomycétes (Kitouni et al., 2005 ; Boudemagh et al., 2005). La
recherche de ces bactéries dans les divers ecosystemes telluriques est en augmentation
constante. Les chercheurs tentent de diversifier les échantillons de sols qui proviennent des
niches écologiques les plus extrémes et les moins explorés, dans ’espoir de trouver de

nouvelles molécules anti cellulaires.
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Dans cette étude, nous avons voulu tester 1’activité antibactérienne et antifongique
d’une collection d’actinomycétes qui proviennent de plusieurs échantillons de sols arides du
sud Algérien. Pour cela, nous avons utilise des bactéries et des champignons tests sensibles

(ATCC), cliniques (qui proviennent des hopitaux Algériens), résistantes et phytopathogenes.

Notre mémoire comporte deux parties :
La premiere partie est une recherche bibliographique qui fait état des connaissances de la vie
tellurique ainsi que la diversité microbienne du sol et en particulier des informations qui
concernent les actinomycetes.
La deuxiéme partie de ce mémoire expose le matériel et I’ensemble des méthodes mises en
ceuvre pour étudier la mise en évidence de Dactivité antimicrobienne des souches

d’actinomycetes contre des bactéries et champignons tests.
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I. La vie tellurique

Le sol ne constitue pas un environnement homogeéne, mais une mosaique d’habitats
avec pour chacun des populations microbiennes propres, le nombre et le type d’organismes
varient d’un systéme et d’un milieu a ’autre. Le nombre, la composition et la diversité des
especes dans un sol donné dépendent de nombreux facteurs, notamment 1’aération, la
température, I’acidité, ’humidité, la teneur en éléments nutritifs et en substrat organique. La

rhizosphére représente un compartiment d’intérét majeur (Andriambolona, 2010).

1. La diversité microbienne de sol

Il existe une grande diversité des communautés microbiennes dans le sol tant du
point du vue de la diversité taxonomique que du point de vue des fonctions. En effet,
il est estimé, par exemple, qu’un gramme de sol contient environ 10%° a 10! bactéries
(Horner-Devine et al., 2003).Les agents de la microflore du sol se divisent en quatre
groupes : les algues, les champignons, les bactéries filamenteuses ou actinomycétes et les
bactéries (Tab01).Certains auteurs incluent également dans la microflore du sol les

protozoaires et les virus. (Claude et al., 2008).

1.1. Les algues

Les algues sont confinées a la surface du sol (Wild, 1993) ou aux quelques
centimétres supérieurs, car elles ont besoin de soleil pour leur photosynthese, leur activité
est limitée pendant la période ou le sol est humide. Malgré leur faible nombre (cent
mille par gramme de sol), elles ont un rdle important comme source de matiere organique

et comme fixatrice d’azote en symbiose avec des algues bleues(Sobti, 2013).

1.2. Les protozoaires

Les protozoaires sont les moins nombreux, leur densité est de l'ordre de 103 par
gramme de sol (Andriambolona, 2010). Les genres de protozoaires du sol sont les mémes
que ceux des environnements aquatiques. Trés peu sont exclusivement trouves dans le sol.
Les especes les plus communes sont: Heteromitaglobosa, Colpodacucullus et
Hartmanellahyalina. Ce sont des consommateurs de bactéries, de levures et de champignons,

ils sont impliqués aussi dans la décomposition de la matiére organique (Maier et al., 2000).
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1.3. Les champignons

Les champignons sont hétérotrophes, certains d'entre eux sont saprophytes (Wild,
1993).La densité des champignons est estimée a 10° par gramme de sol. Parmi les genres les
plus fréquents dans la rhizosphere, on citera Fusarium, Mucor, Rhizopus, Penicillium,
Rhizoctonia, Phoma. Certaines especes sont antagonistes de champignons pathogeénes,
d'autres s'associent aux racines des plantes cultivées comme les mycorhizes (Dommergue et
al., 1970).

1.4. Les actinomycetes

Les actinomyceétes sont un peu intermediaires entre les champignons et les bactéries.
Les champignons ont I’aspect filamenteux et la capacité de sécréter des antibiotiques ; Les
bactéries ont la possibilité d’effectuer de trés nombreuses réactions biochimiques (Sobti,
2013). lls peuvent atteindre jusqu’a 107 unités par gramme de sol et ils manifestent souvent
un antagonisme vis-a-vis des bactéries et des champignons voisins; cet antagonisme résulte de
la sécrétion de substances antibiotiques. Certaines espéces d’actinomycetes fixent lI'azote de

I'air comme le genre Frankia (Andriambolona, 2010).

1.5. Les bactéries

C’est le groupe le plus nombreux et le plus varié, puisque leur densité peut s’élever
de dix millions a un milliard par gramme de sol. Du fait de leur petite taille, leur poids reste
inférieur a une tonne par hectare de sol. Ce qui donne aux bactéries une place importante
dans le sol, c’est leur extraordinaire variabilité biochimique qui leur permet de transformer

toutes les substances du sol et de les faire entrer dans le monde vivant (Claude et al., 2008).
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Tableau 01 : Principaux taxons de microorganismes du sol (Roger et al., 2001).

Grandes groupes

Taxons considérés comme importants

Commentaires

dans le sol
virus
Procaryotes Cyanobactéries Ex: cyanophycées
photosynthétiques (algues)

Bactéries

Pseudomonales chimio-autotrophes
Pseudomonales chimio-hétérotrophes
Eubactériales

Protistes inférieures

Actinomycétes

Mycobactériacées
Actinomycétacées(ou proactinomycetes)
Streptomycétacées

Actinoplanacées

Les Actinomycetes sont
des bactéries Gram + a
structure végétative de

type mycélien

Champignons

Moisissures a plasmodium
Champignons a flagelle
Zugomycetes
Champignons supérieurs

Champignons imparfaits

Algues

Algues vertes
Eugléneins
Algues jaunes, diatomées

AusSi chez les

protozoaires

Protozoaires

Amibes
Testcés
Flagellés
Ciliés
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Il. Les actinomycetes
1. Généralités

Les actinomycetes appartiennent & la classe des Actinobacteria, bactéries & Gram
positif de haut coefficient de Chargaff (GC%) : généralement compris entre 60 et 75 %. Le
phylum des Actinobacteria est grand et complexe (Zhi, 2009). 1l regroupe 5 ordres, 13 sous-
ordres, 48 familles, et plus de 200 genres bactériens (Belyagoubi, 2014). La plupart d’entre
eux sont toujours immobiles, leur croissance est lente avec un temps de génération de 2 & 3
heures, ils croissent en 1’espace de quelques jours a quelques semaines (Boudemagh, 2007).
Le terme actinomycéte a été historiqguement introduit pour définir des bactéries filamenteuses
et ramifiées (Holt et al.,1994), qui dans la classification actuelle des Actinobacteria
appartiennent a 1’ordre des actinomycétales. Les actinomycetes forment des colonies
circulaires constituées d’hyphes, c’est-a-dire de filaments qui irradient par croissance
centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973). Cela explique
leur dénomination qui provient de deux substantifs grecs «aktino» et «mycetes» et signifie
« champignons a rayons» ou «champignons rayonnant»(Belyagoubi, 2014).
Les actinomycétes ont longtemps été considérés comme des champignons primitifs ou comme
étant des microorganismes intermédiaires entre le régne des champignons et celui des
bactéries, du fait de leur mycélium, souvent a la fois aérien et pénétrant dans le substrat
nutritif, du fait également de la fructification par libérant des spores chez nombre d’entre eux.
Toutefois, leurs propriétés chimiques, physiologiques, immunologiques les rangent sans
ambiglité parmi les procaryotes (Becker et al.,1965). Ainsi, Leur paroi cellulaire ne
renferme ni chitine ni cellulose mais du peptidoglycane, et leur cytologie est celle des
bactéries. Ces caractéres s’ajoutent a d’autres comme la sensibilité a des actinophages et a
des antibactériens, qui confirment le bien-fondé de la classification des actinomycétes parmi
les bactéries (Larpent, 1989 ; Mariat et Sebald, 1990).

2. Historique

Waksman divise en quatre grandes catégories I’histoire des actinomycétes. La
premiére, est celle de la découverte de leur role dans la pathologie et va de 1874 aux années
1890. La seconde période (1900-1919) (Mariat et Sebald, 1990)se rapporte a la mise en
évidence et al’étude des actinomycétes du sol, avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de
Waksman et de Curtis. C’est ensuite la période (1919-1940) au cours de laquelle une
meilleure connaissance des germes a été acquise grace aux recherches de Waksman, de
Lieske, de Krassilnikov entre autre. La derniére époque historique, enfin, est celle de la
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découverte des antibiotiques produits par les actinomycetes. Elle commence en 1940 et
le nom de Selman Waksman lui est indissolublement lié avec la découverte (Le minor,
1989).

3. Morphologie

La morphologie des actinomycetes ressemble fortement a celle des mycétes.
Toutefois, le diamétre des hyphes, habituellement de 0,5 a 1 um, est deux a dix fois plus petit
que celui des champignons (de 2 a 5 um) (Belyagoubi, 2014).Elle va de simples bacilles
diphtéroides a des formes mycéliennes complexes. Certains peuvent présenter un mycélium
se développant sur et dans les milieux (mycélium végétatif ou mycélium de substrat) ou
dans l'air au-dessus du substrat (mycélium aérien). Les filaments peuvent produire des
spores soit isolées, soit groupées en chaines ou méme enfermées dans un sporange ou
conidies qui libérent des spores de formes variées, d’aspects lisses, ridée, etc., soit isolées soit
groupées en chaines, etc. Certains actinomycetes forment un mycélium non persistant
rapidement transformé en une masse de formes bactéroides irréguliéres. D'autres enfin, ne
présentent que des mycéliums tres rudimentaires(Boudemagh,2007).L’analyse par image des
actinomycetes révéle la présence de deux catégories d’hyphes :Les hyphes dispersés et les
hyphes en pellets. Dans les hyphes dispersés, la forme "Freelydispersed” et les
"mycelialclumps" sont rencontrées. La premiere forme c’est des hyphes indépendants
dispersés, la seconde est une masse ou agrégats de mycélium. Les actinomycetes donnant
des hyphes en pellets, posent en fermentation des problemes de limitation de diffusion de
I’oxygene et des nutriments a travers 1’hyphe. Ceci engendre une diminution de la croissance
et peut conduire a une autolyse. Ce point doit étre pris en considération, pour éviter ce genre
de probléeme I’ors des fermentations industrielles. Heureusement, pour plusieurs souches
productrices de métabolites secondaire, la forme "Clups" ou masse est la prédominante dans
les fermenteurs (90% des cas).Les colonies qu’ils forment sur milicux solides sont
caractéristiques, elles résultent de ’accumulation des hyphes ramifiés et non pas des
cellules comme c’est le cas chez les bactéries non filamenteuses. Le diameétre des colonies
est de 1 & 4 millimetres. L’aspect des colonies est compact, sec, lisse ou rugueux en chou-
fleur a contours lisse ou échancré. Elles sont tres souvent pigmentées en blanc, creme, jaune,

violet, rose, gris, etc. (Boudemagh, 2007).
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4. Ecologie et distribution dans la nature

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre sur tous
les substrats naturels courants (Tab 02)(Waksman, 1959), et en particulier le sol
(Williams et al., 1984). lls ont été trouvés dans les eaux douces ou salées, dans les

compostes, dans I’atmosphére et dans les substrats les plus divers (Boudemagh, 2007).

Tableau 02 : Habitats de certains actinomycetes (Grigorova et Norris, 1990).

Actinomycetes Habitats
Actinoplanes L'eau douce, la litiére végétale, le sol.
Frankia Les nodules racinaires des  non-

Iégumineuses.

Micromonospora L'eau douce, les sediments, les sols humides.
Nocardiaamarae Les boues activées.
Rhodococcuscoprophilus Les déjections animales, I'eau, le sol.
Saccharopolysporarectivirgula Moisi du foin.

Streptomyces Le sol, la litiere végétale, I'eau.
Thermoactinomyces Le compost.

4.1. Les actinomycetes dans le sol

Dans le sol, de nombreux actinomycétes sont saprophytes et participent a la
dégradation de la matiére organique et a la formation de I’humus, tout comme les
champignons. Les actinomycetes du sol sont surtout présents en surface, entre 0 et 2 m de
profondeur. Le nombre de ces microorganismes atteint d’aprés (Goodfellow et Williams,
1983) généralement les 106 germes par gramme de sol séché. D’apres (Waksman, 1967),
le rapport Microorganisme totaux / Actinomycetes, diminue au fur et a mesure que la
profondeur augmente (Belyagoubi, 2014). lls produisent des substances spécifiques telles
que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsables de I’odeur d’humus
caractéristique des sols (Boucheffa, 2011). Leurs proportions par rapport aux autres
microorganismes oscillent entre 10 et 50 %. Les genres Streptomyces, Nocardia et
Micromonospora sont les plus fréquents (Tab 03). Les actinomycétes sont généralement
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plus nombreux que les champignons, mais moins abondants que les autres bactéries
(Belyagoubi, 2014).

Tableau 03: Fréquence des divers genres d’ Actinomycétes dans le sol
(Andriambolona, 2010).

Genres Pourcentage (%)
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporagium 0,10
Actinomadura 0,10
Microspolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04

4.2. Les actinomycétes dans le milieu marin

Certaines souches d’actinomycétes ont été retrouvées dans des environnements marins
(Singh et al., 2006), dans des sédiments situés a plus de 4000 meétres de profondeur
(Khattabi et al., 2002).C’est essentiellement dans les sédiments des fonds fluviaux ou
lacustres que ceux-ci sont présents ou ils jouent un réle important dans la décomposition des

débris végétaux et donnent a I’eau son odeur de terre et sa flaveur (Andriambolona, 2010).

4.3. Les actinomycétes dans I’air
La présence des actinomycétes dans 1’air, sous forme de propagules, est

proportionnelle aux poussiéres dispersées par le vent (Andriambolona, 2010).

4.4. Les actinomyceétes, la faune, la flore et ’lhomme
Contrairement aux bactéries et aux champignons, seules quelques espéces

d’actinomycetes sont pathogénes (Badji, 2006).Certaines espéces d’actinomycétes sont

9
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pathogenes pour les végétaux, les animaux et 1’homme (Andriambolona, 2010).En
pathologie humaine, plusieurs genres sont responsables d’infections ou d’actinomycoses.
Certaines especes du genre Actinomyces semblent avoir un réle dans le développement des
caries dentaires (Sarkonen et al., 2000). Le genre Nocardia comprend aussi, plusieurs
especes responsables de pathologies chez les animaux et chez I’homme a I’exemple de
Nocardia asteroides, responsable de la nocardiose humaine (Zhang et al., 2003). D’autres
espéces tels que Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium leprae sont agents de la

tuberculose et de la lepre (Boucheffa, 2011).

5. Cycle de développement

Les actinomycetes ont un cycle de développement complexe(Figure01), il débute par
la germination d’une spore, qui donne naissance a un mycélium primaire formé d’hyphes qui
se ramifie. Le développement du mycélium du substrat vers la partie superficielle donne le
mycélium "secondaire™ ou aérien, les extrémités des hyphes aériens se différencient pour

former des spores, qui sont des agents de dissémination (Kim et al., 2004 ; Smaoui, 2010).

Induction du mycélium

Développement du

végétatif

— mycélium végétatif

Développement du
mycélium aérien

R

3 jours

." 'I\
b Ay T
f N o ! 5 '- b
4 7 o
V/‘ v‘ U
’

Figure 01: Cycle de développement d’un actinomycéte (Streptomyces) sur milieu solide
(Hodgson, 1992)

10



Partie | : Revue bibliographique

6. Classification des actinomycetes
Les actinomycétes peuvent se subdiviser en 4 grandes familles (Tab04):

6.1. Mycobacteriacées

Elles renferment les actinomycetes dont la morphologie est voisine de celle des
bactéries. Les mycobacteriacées différent de toutes les bactéries et autres actinomycétes par
leur acido-résistance grace a la présence de substance cireuse présente dans leurs cellules.
Cette famille est représentée par le seul genre Mycobacterium qui renferme plusieurs especes
pathogenes, dont la plus connue est Mycobacterium tuberculosis, agent de la tuberculose
(Krasilnikov, 1958).

6.2. Actinomycétacées (ou Pro-Actinomycetes)

Cette famille est représentée par les genres Nocardia et Actinomyces. Le genre
Nocardia comprend de nombreuses especes tres répandues dans le sol. Les colonies, difficiles
a distinguer des colonies bactériennes, sont souvent confondues avec ces dernieres lors des
comptages. Le genre Actinomyces ne présente aucun intérét en microbiologie du sol.
(Alexander, 1961).

6.3. Streptomycétacées

Il existe deux genres dans cette famille : Streptomyces et Micromonospora.
Le genre Streptomyces renferme plusieurs espéces tres répandues dans le sol. Il se reproduit
par des conidies en chaine. L’examen des colonies de Streptomyces permet de discerner : Le
mycélium végétatif tres serré, implanté dans le milieu au quel il adhére (leurs colonies sont
difficiles a prélever au fil de platine et le mycélium aérien, lache, d’aspect poudreux, formé

d’hyphes portant a leurs extrémités des conidies (Williams, 1978) (Figure 02).

11
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Chain of

Substrate (vegetative) mycelium

Figure 2 : Une colonie du genre Streptomyces sur milieu solide (Dvorak, 1999)

Le genre Mycromonospora renferme plusieurs espéeces dont la plupart sont thermophiles, et

se développent surtout dans les fumiers (Andriambolona, 2010).
6.4. Actinoplanacées
Cette famille est représentée par le genre Actinoplanes qui est aquatique

(Andriambolona, 2010).

Tableau 04: Les principaux genres d’Actinomycétes (Andriambolona, 2010).

Famille Développement Mode de Acido- Autres Genre
mycélien reproduction | résistance | caractéres
Mycobacteriacées Transitoire Scission + Mycobacterium
limité binaire

Fragmentation -
Extensif massive des Aérobie Nocardia

Actinomycétacées hyphes

Fragmentation -

Extensif massive des Anaérobie | Actinomyces
hyphes
- Conidies
Extensif Conidies en Streptomyces
Streptomycétacées chainettes
- Conidies
Extensif Conidies isolées ou | Micromonospora
en groupe

12
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Sporangispores - Formation
Actinoplanacées Extensif mobiles de Actinoplanes
sporanges

7. Le matériel génétique des actinomycétes

Le matériel génétique des actinomycétes est constitué¢ par I’ADN chromosomique
ainsi que chez certaines souches par I’ADN phagique (Theilleux., 1993).La taille de I’ADN
des actinomycétes est de 3.7 Méga Daltons c¢’est a dire deux fois celui de E. coli, la durée
de réplication de ’ADN est de 50 a 65 minutes (Larpent et al., 1989). Un caractére
majeur est la proportion élevée environ 70% de guanine (G+C) dans I’ADN de la plupart des
actinomycetes (Theilleux, 1993). Les genres d’actinomycétes peuvent étre définies par
I’étude du coefficient de Chargaff ou GC % (Tab05), qui représente le nombre de paires
de base Guanine Cytosine pour 100 paires de base dans I’ADN (Williams et al., 1989).

Tableau 05 : Différentes valeurs de GC % rencontrées dans le groupe des actinomycetes
(Boudemagh, 2007).

Genre G+C%
Actinomadura
Nocardia 64 & 69
Streptomyces 642472
Micromonospora 69a78
Actinoplanes 71a73
Actinopolyspora 72a73
Agromyces 64
Frankia 71a77
Glycomyces 66a71
Nocardiopsis 71a73
Rodococcus 64 a 69
Streptosporangium 63a72
Streptoverticillium 69a71
Thermoactinomyces 69a73
53a55
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8. Physiologie et métabolisme des actinomycetes
8.1. Physiologie

Au niveau du sol, les actinomyceétes représentent 1’une des principales communautés
microbiennes. Leur présence est significativement influencée par les conditions environnantes
I’humidité, la température, le pH, la salinité, le type de sol, la profondeur dans le sol, les
faibles taux d’humidité, la nature et I’abondance de la matic¢re organique et la végétation du

sol (Basilio., 2003).

8.1.1. Le taux d’humidité

La plupart des actinomycétes sont aérobies et préférent des taux d’humidité peu élevés
de I’ordre de 10 a 30% (Mayfield et al., 1972). En générale, les actinomycetes ont été isolés
dans des sols contenant des taux faibles jusqu’a modérés d’humidité, ce qui suggere qu’il ne

sont pas beaucoup influencés par les conditions semi-arides (Oskay et al., 2004 ).

8.1.2. La température

IIs sont généralement mésophiles, dautres sont thermophiles tolérants des
températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu’a 60°C (Goodfellow et Williams, 1983),
Le genre Streptomyces comporte aussi des espéces thermophiles comme Streptomyces

Thermocoprophilus (Kim et al., 2000), et méme psychrophiles (Holt et al., 1994).

8.1.3. Le pH

La plupart des actinomycétes de sol sont neutrophiles et croissent dans un intervalle de
pH compris entre 5 et 9 avec une croissance optimale a pH neutre ou légérement alcalin
(Djaballah, 2010). Des travaux ont montré I’existence d’une large diversité d’actinomycetes
acidophiles qui different morphologiquement et physiologiquement des especes neutrophiles
(Basilio. ,2003). Les souches acidophiles croissent a des valeurs de pH compris entre 3,5 et
6,5 avec un pH optimale de croissance compris entre 4,5 et 5,5 tel que streptacidiphilus

jiangxiensis (Huang et al., 2004) et streptacidiphilus oryzae (Wang et al., 2006).

8.1.4. Le rapports avec I’oxygéne

Les actinomycétes du sol sont généralement aérobies mais certains genres peuvent étre
anaérobie facultatifs voir méme anaérobie stricts comme est le cas du genre Actinomyces
(Djaballah, 2010).
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8.1.5. La Matiére organique
L’introduction d’engrais entraine une augmentation du nombre d’actinomycéte ; on
remarque 1’élévation du nombre d’Actinomycétes a 1’automne lorsque se fait 1’addition de

résidus végétaux frais (Andriambolona, 2010).

8.2. Métabolisme des actinomycétes

Les Actinomycetes se séparent en deux groupes physiologiques. Le plus important est
composé de germes ayant un métabolisme oxydatif et habitant surtout le sol. Le second
rassemble des bactéries fermentatives, hotes des cavités naturelles de I’homme et des animauXx
(Le minor, 1989). Les formes oxydatives, aérobies, sont localisées principalement dans le sol
a partir duquel sont disséminées. L’archétype de cette catégorie est le genre Streptomyces
(Reponen et al., 1998). Les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, sont
illustrées par le genre Actinomyces. Ces organismes sont des saprophytes obligatoires des
cavités naturelles de ’homme et des animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés
dans le sol (Mariat et Sebald, 1990).En général, les actinomycetes sont des bactéries
chimoorganotrophes utilisant une grande variété de sources de carbone et d'énergie, y
compris les biopolymeres complexes (chitine, cellulose, lignine). Mais plusieurs espéces
sont capables aussi de croissance chimioautotrophe utilisant ’oxydation de I’hydrogéne
comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald,
1990).

9. Role des actinomycetes telluriques
9.1. La production des antibiotiques

Les actinomycétes sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berdy, 2005). Les especes appartenant au genre Streptomyces
constituent 50% de la population totale des actinomycetes telluriques, et 75-80% des
antibiotiques dérivent de ce genre (Mellouli et al., 2003). Les antibiotiques produits par
Streptomyces montrent une grande diversité au niveau de leur structure et de leurs cibles
cellulaires (Thomson et al., 2004). De plus, Streptomyces est la source la plus importante
de métabolites secondaires présentant une activité¢ biologique d’intérét pour la santé humaine
et animale : antibactérienne (streptomycine, tétracycline, chloramphénicol), antifongique
(nystatine), antivirale (tunicamycine), antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive

(rapamycine), antitumorale (actinomycine, mitomycineC, anthracyclines), inhibiteur
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d’enzyme (acide clavulanique) (Demain, 2000)(tab 06). En particulier, ce genre est
remarquable pour le nombre et la diversité chimique des antibiotiques qu’il produit
(Watve et al., 2001).Les antibiotiques des actinomyceétes sont utilises aussi dans le traitement
de certaines maladies des plantes. La blasticidine, par exemple, est active sur
Piriculariaoryzae, un pathogéne du riz (Tomita et al., 1990). Parmi les molécules élaborées

par les actinomycétes, seulement 20% représentent des antifongiques (Sanglier et al., 1993).

Tableau 06: Exemples d'antibiotiques produits par des actinomycetes
(Boucheffa. ,2011).

Principales classes structurales Exemples d'antibiotiques

d'antibiotiques

-Macrolides -Spiramycine
Tylosine
-Peptides -Actinomycine

Pristinamycine
-Tétracyclines -Chlorotétracycline
Oxytétracycline

-Divers - Chloramphénicol

9.2. La production des enzymes

Les enzymes sont, aprés les antibiotiques, les plus importants produits des
actinomycetes. Ils sont notamment producteurs d’une des plus importantes enzymes
industrielles, la glucose isomérase, utilisée pour la fabrication d’isoglucose (mélange
glucose-fructose) (Bhosale et al., 1996). De plus, les actinomycétes ont la capacité de
dégrader une grande variéte de polymeres comme les lignocelluloses(Adhi et al., 1989) ou
encore la chitine (Gomez et al., 2000) et ils possédent ainsi toute une variété d’enzymes
intervenant dans ces dégradations : des chitinases, des endo-glucanases, des peroxydases,
des cellulases (Grigorevski de Lima et al., 2005) ou encore des xylanases et des estérases
(Zimmermann et al., 1988). Les actinomycetes produisent aussi de multiples protéases

(Patke and Dey, 1989) qui peuvent ensuite trouver des applications dans 1’industrie
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alimentaire ou I’industrie des détergents (Moreira et al., 2002). En outre, les enzymes issues
d’actinomycetes sont aussi utilisées dans les procédés de bioconversion. Enfin, de part leur
capacité a dégrader de nombreux xénobiotiques comme les nitriles (Martinkova and
Milerova, 2003), les dioxines (lida et al., 2009) ou encore les composés halogénés (Janssen
et al ., 2005), les actinomycétes suscitent 1’intérét pour leur usage dans la décontamination des

sols pollués (Martinkova et al., 2008).

9.3. Dégradation des substances organiques non biodégradables par les
champignons et les bactéries

Les actinomyceétes représentent un pourcentage éleve de la biomasse microbienne du
sol. Ils ont la capacité de produire une large variété d’hydrolases extracellulaires, qui leur
conférent un rdle dans la décomposition de la matiére organique dans le sol (Boucheffa,
2011) comme la cellulose et la chitine, donc ils ont une fonction écologique importante au
sein des écosystemes. En plus de leurs fonction de décomposition trés actives, les
actinomycetes apparaissent avoir de I’importance parmi la microflore de la rhizosphére
(Valois, 1996). La degradation de la matiére organique fraiche s’effectue progressivement :
les premiers stades correspondent a 1’action des bactéries et des champignons ; les derniers
correspondent a I’action des actinomycétes. Ces microorganismes ne peuvent se développer
dans les premiers stades en raison de leur inaptitude a la compétition ; par contre, ils se
développent relativement bien sur une matiére organique partiellement dégradée et inapte a

porter une microflore fongique et bactérienne (Krasilinikov, 1958).
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I. Revivification des souches d’actinomycétes

Les actinomyceétes qui ont été isolés, purifiés puis conservés par congélation ont subi
une revivification. 0.1 ml de chaque suspension bactérienne sont ensemences en surface dans
des boites de Pétri contenant le milieu Amidon-caséine (Annexe).Les boites de Pétri sont
ensuite incubées a 28 °C pendant 21 jours. Des observations réguliéres sont effectuées chaque

jour aprés la premiére semaine.

I1. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne des souches actinomycetales
Le travail porte sur la mise en évidence de la production des substances
antimicrobiennes par la collection d’actinomycetes isolées a partir des sols arides. Cette

activité a été testée par la méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986).

I1.1.Activité antibactérienne
Ce test vise a tester la sensibilité de plusieurs souches bactériennes a Gram positif et a
Gram négatif vis-a-vis des actinomycetes. Les germes producteurs et les germes tests sont mis

en Co-cultures sur le méme milieu gélosé.

Il .1 .1.Caractéristiques des souches tests

Dans notre étude, nous avons utilisé 8 souches bactériennes pathogenes qui proviennent des
hopitaux. Parmi ces souches, certaines sont sensibles et présentent un profil antibiogramme
normale il s’agit de Bacillus cereus, Proteus mirabilis, Morganilla sp, Enterobacter sp,
Citrobacter sp, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603, Escherichia coli ATCC 25922. Une
bactérie multi résistante a été également testée. C’est la souche Staphylococcus aureus ATCC

43300. Elle est résistante a la méthicilline et a I’oxacilline (Tab. 07).
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Tableau 07 : Caractéristiques des souches tests.

Souches bactériennes Gram des Provenance des bactéries
souches
Bacillus cereus + Souche clinique
Staphylococcus aureus ATCC 43300 + Souche de la collection Américaine

ATTC résistante a la méthicilline et

a I’oxacilline

Proteus mirabilis - Souche clinique
Escherichia coli ATCC 25922 - Souche sensible de la collection

Américaine ATTC
Morganilla sp - Souche clinique
Enterobacter sp - Souche clinique
Citrobacter sp - Souche clinique
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 - Souche sensible de la collection

Américaine ATTC

11.1.2.Préparation des inocula de bactéries tests

La taille de I’inoculum des bactéries tests doit étre identique et permet d’avoir un tapi
bactérien conforme qui permet I’évaluation de ’activité antibactérienne par ’apparition des
halos claires. Pour chaque bactérie-test, une préparation de 1’inoculum qui servira de culture
bactérienne calibrée a été réalisée. A partir de ces bactéries, une ou deux colonies de bactéries
sont prélevées a 1’aide d’une anse de platine stérile. Cette quantité est diluée dans 10millilitres
d’eau distillée stérile. La quantité calibrée des germes tests est de 10 UFC /ml (Cavalla et
Eberllin, 1994). Afin d’atteindre cette concentration de bactérie, les inocula sont compareés de
visu a la solution 0,5 de Mc Ferland en ajoutant une partie des colonies jusqu’a obtention de

la turbidité correspondante.

11.1.3.Technique des cylindres d’agar
Dans cette méthode, les souches d’actinomycétes sont ensemenceées en stries serrees a
la surface du milieu Amidon-caséine(Annexe), coulés en boites de Pétri. Apres incubation a

28°C pendant 7 jours, des cylindres de gélose de 6 mm de diametre de chaque actinomycetes,
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sont prélevés a 1’aide d’un emporte picce. Ils sont ensuite déposés a la surface du milieu
Muller-Hinton (Annexe) préalablement ensemencé par les germes tests. L’étalement de ces
bactéries tests sur la totalité de la boite, est réalisé par les écouvillons. Les boites ainsi
préparées sont placees a 4° C pendant deux heures pour permettre la diffusion des substances

actives des actinomycetes. Les boites sont ensuite incubées a 37° C pendent 24 a 48 heures.

11.1.4.Lecture

Aprés incubation, la présence de zone d’inhibition est observée autour des disques
d’actinomycetes produisant des antibactériens actifs contre la souche test. Le diamétre
d’inhibition est mesuré en millimétre, moyennant une régle graduée. L’absence de zones
d’inhibition claire autour des disques d’agar, indique un résultat négatif qui montre que les
bactéries sont résistantes aux substances produites par les actinomycetes. Plus cette zone est
grande, plus l'activité antibactérienne est grande (Petrosyan et al., 2003). Les résultats sont

exprimés suivant le tableau ci-aprés.

Tableau 08 : Normes utilisées dans la méthode des disques (Leipzig, 1996)

Diamétre du halo . )
Sensibilité du germe Résultat
d’inhibition (X)
X <7mm Insensible -
7mm< X <8 mm Assez sensible +
8mm< X <9 mm Sensible ++
X>9mm Trés sensible +++

Il .2. Activité antifongique

La production de métabolismes antifongiques par les souches d’actinomycétes est
mise en évidence par la technique des cylindres d’agar en utilisant le milieu Sabouraud. Les
champignons-tests utilisés sont: Aspergillus niger et Fusarium oxysporum ces deux souches

sont des phytopathogenes.

11.2.1.Préparation des inocula fongiques calibrés
Les souches tests de champignons sont cultivées sur milieu Sabouraud a 28°C pendant
deux semaines. Une suspension de spores est réalisée, en ajoutant de 1’eau physiologique et en

raclant la boite a I’aide d’une anse de platine. La suspension mere obtenue est diluée jusqu’a
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obtention d’une densité optique & 623 nm comprise entre 0.18-0.20, ce qui correspond & 10°
spores/ml et constitue I’inoculum calibré. Ce nombre peut étre obtenu par dilutions
successives et dénombré a 1’aide d'une cellule de Thoma (Bastide et al., 1986 ).Les
suspensions concentrees de spores sont utilisées directement ou peuvent étre conservées par
congélation a -20°C en présence de 10% (v/v) de diméthylsulfoxyde (DMSO), apreés
répartition d’une quantité de 1.2 ml dans des cryotubes de 2 ml de volume.

11.2.2. Technique des cylindres d'agar

Dans cette méthode les souches d'actinomycetes sont ensemencées en stries serrées a
la surface du milieu Amidon-caséine(Annexe).Apres incubation a 28°C pendant 7 jours, on
préléve a l'aide d'un emporte-piéce, pour chaque souche étudiée, des cylindres d'agar de 6 mm
de diameétre. Ces cylindres sont déposés a la surface d'un milieu de Sabouraud(Annexe)
ensemencé en surface, par 1 ml des deux souches fongiques tests. Ces boites sont placées a
4°C pendant 2 h afin de permettre la diffusion des substances a activité antifongique. Les

diamétres des zones d’inhibition sont mesurés apres 72 h d'incubation a28°C.

11.1.3.Lecture

Apreés incubation, la présence des zones d’inhibition indique un résultat positif. Cette
zone est observée autour des disques d’actinomycetes ce qui signifie que ces bactéries
produisent des molécules antifongiques capables de stopper la croissance des champignons
tests. Le diamétre d’inhibition est mesuré par une régle graduée. L’absence de zones

d’inhibition claire autour des disques d’agar, indique un résultat négatif.
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I. Revivification des souches d’actinomycetes

Les actinomycetes de la collection se présentent sur milieu Amidon-caséine sous leurs
aspects caractéristiques. Ce sont des colonies d’aspect filamenteux, poudreuses de couleurs
multiples qui adhérent fortement a la gélose. La technique de conservation appliquée a ces
bactéries dans des travaux précédents est tres adéquate, car nous avons pu réactiver ces
souches sans dommages et pertes. La photographie 01 montre 1’aspect macroscopique d’un
isolat d’actinomycéte. Les colonies apparaissent de couleur marron, avec un aspect poudreux

de couleur blanche.

Photographie 01 : Aspect de la colonie de I’isolat Sel 5, sur milieu Amidon caséine.

Il. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des souches actinomycétales
I1.1.Activité antibactérienne

Les résultats de I’étude de ’activité antibactérienne des souches d’actinomycetes contre les
bactéries tests, sont rapportés dans le tableau 09. La méthode de diffusion sur gélose, permet
de démontrer si une souche est active ou non par I’observation des zones d’inhibition autour
des disques. Aprés 24 heures d’incubation, les observations montrent que toutes les souches

d’actinomycetes sont actives au moins sur un germe test (Tab.09).
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Tableau09 : Activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes contre les souches

bactériennes tests.

3 3 = S o & a
o @
Souches 8 o 2 © s = @ c O
o [%2] <) - @© — — [ = c
tests o 3 o = = = o & s S
] C ®© = > I5) o S o 2 3
Actinomycétes | & o 2 5 S 2 b= ¥ ¢
N m a w w
S5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
SP2 ++ + ++ ++ ++ ++ ++ -
Sel 5 ++ +++ ++ - - ++ - n
Sel 4 - ++ - ++ ++ - - ++
S4 ++ ++ ++ - - ++ ++ -
S15 ++ + ++ ++ - - ++ ++
S7 - - +++ +++ - - + -
SS ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -

(-) : pas d’inhibition, (+) : Activité positive avec un diamétre des zones d’inhibitions inferieurs a 10 mm, (++) :
Activité positive avec un diamétre des zones d’inhibitions compris entre 10 et 20, (+++) : Activité positive avec

un diamétre des zones d’inhibitions supérieurs a 20.

Les substances bioactives secrétées par les actinomycetes se propagent sur la gélose de
facon radiale inhibant la croissance des germes sensible. L’inhibition se présente sous forme
de zone claire (ou zone d’inhibition) autour de la culture bactérienne. Le diaméetre des zones
d’inhibition est trés important et indique le degré de la sensibilit¢ du germe a I’égard de
I’actinomycéte producteur (Photo 02).

Vis-a-vis de Bacillus cereus environ 88 % des isolats, présentent une activité
antibactérienne. Le plus grand diamétre d’inhibition a été remarquée avec I’isolat Sel 5qui
présente une zone de lyse importante (+++) qui correspond a 22 mm de diamétre. Ce resultat
est trés important, car les Bacillus sont des bactéries sporulées qui résistent beaucoup aux
antibiotiques. Les isolats d’actinomycétes provenant de notre écosystéme, montrent que
beaucoup d’entre eux inhibent a différent degré Bacillus cereus. Concernant Staphylococcus
aureus, 75 % des actinomycetes présentent une activité positive. La souche de staphylocoque

(SARM) prise comme test dans cette étude, est tres speciale et particuliére. En effet, elle est
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résistante a la méthycilline et pose des problémes d’infections nosocomiales partout dans le
monde. Nos résultats sont trés encourageants, car ils montrent que les isolats d’actinomycétes
testés peuvent étre une source de germes producteurs de molécules a activité antibactérienne
contre cette souche trés résistante.

Pour les bactéries a Gram négatif, nos isolats présentent des activités antibactériennes
positives différentes. La plus importante activité a été remarquée vis-a-vis de Proteus
mirabilis. En effet, sur les 8 isolats testés 7 ont montré une activité positive sur cette bactérie.
La plus forte était avec I’actinomyceéte S 7.Selon les mémes résultats, les espéeces bactériennes
les plus résistantes sont K.pneumoniae et Morganilla sp.

La souche S 5 possede un large spectre d’activité antibactérienne, elle est active contre
toutes les souches bactériennes tests que ce soit a Gram positif ou a Gram négatif.

La majorité des bactéries cibles utilisées dans cette étude sont des bactéries cliniques
pathogenes. Cette activité antibactérienne remarquée avec nos souches est d’une importance
certaine. Elle ouvre une voie de recherche tres prometteuse pour la recherche de molécules
capables d’inhiber les germes pathogénes qui causent des dégats incommensurables dans les
hopitaux. En effet, les bactéries emploi pour se defendre contre les antibiotiques des stratégies
multiples de résistances. Afin de contrer ces phénomenes physiologiques et génétiques
redoutables, les chercheurs s’orientent vers la diversification des molécules a activité

antibactérienne.

Photographie 02: Activité antibactérienne sur milieu Mueller-Hinton des souches
actinomycétales contre Bacillus cereus.
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2. Activité antifongique

Parmi les 08 isolats d’actinomycétes étudiés, 04 souches soit 50 % du lot, présentent une
activité antifongique sur 1’une des deux souches fongiques cibles (Tab.10).

Tableau 10 : Activité antifongique des isolats d’actinomycétes vis-a-vis de deux souches
fongiques Aspergillus niger et Fusarium oxysporum

Actinomycetes Aspergillus niger Fusarium oxysporum

SS - ++

Sel5 - +
S7 - -

S15 - ++
S4 - ++
S5 - -

Sel4 - -

SP2 - -

(-) : pas d’inhibition, (+) : diamétre des zones d’inhibitions inferieurs & 10 mm, (++) : diamétre des zones
d’inhibitions compris entre 10 et 20mm.

On constate que ce sont seulement 04 actinomycétes qui donnent des halos d’inhibitions
entre 10 et 20 mm de diameétre et cela contre uniquement Fusarium oxysporum notamment les
isolats SS, S15 et S4 (Photo. 03).L’antagonisme contre Aspergillus niger est completement
négatif. Ce résultat montre clairement que 1’activité antifongique est trés rare parmi les
actinomycetes. Cela converge avec plusieurs travaux antécédents. Les travaux de
Boudemagh, 2007 dévoilent que sur 171 actinomycetes isolés a partir des sols semi-arides et
des sols arides du sud-est et du sud-ouest Algérien, seulement 10 % des souches présentent
une activité antifongique. Nos résultats s’accordent aussi avec ceux de Haceéne et al ., 1994,
qui démontrent que 11,18 % de I’ensemble des actinomycetes isolés du Sahara Algérien ont
une activité antifongique. Les travaux de Hilali et al., 2002 confirment également les mémes
résultats.

La résistance des champignons aux antifongiques est en augmentation inquiétante. Les
mycoses ont augmenté de facon dramatique au cours de la derniére décennie. lls se classent

au quatrieme rang dans les infections nosocomiales (Beck-sagué et Jarvis., 1993).L arsenal
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en molécules antifongiques est trés pauvre a cause de la rareté des organismes producteurs de
ce type de substance. Par conseéquence, les recherches dans ce domaine doivent continuer afin
de palier a ce manque flagrant.

Photographie 03 : Activité antifongique sur milieu Sabouraud des souches actinomycétales

contre Fusarium oxysporum.
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Conclusion et perspectives

Les actinomycetes produisent preés de 9000 molécules a activité antimicrobienne, ce
qui représente 70% des antibiotiques naturels connus dans le monde. Ces derniers jouent un
réle primordial en médecine humaine et vetérinaire. Cependant leur utilisation massive a
conduit & exercer une forte pression de sélection qui a favorisé I'émergence de genes de
résistance chez les bactéries et les champignons. Il est donc incontournable de chercher de
nouvelles molécules antibiotiques, pour stopper les pathogenes.

L’objectif de ce travail a été le criblage de souches a activité antibactérienne et
antifongique a partir d’une collection de souches d’actinomycétes provenant d’écosystémes

telluriques du sud Algérien.

D’apres les résultats de ce travail, 08 souches actinomycétales sont actives sur
plusieurs souches bactériennes tests. La souche S5 inhibe la totalité des bactéries tests a
Gram positif et a Gram négatif. Le résultat concernant cet isolat, mérite une attention
particuliére. Les espéces bactériennes les moins sensibles sont K.pneumoniae et Morganilla
sp. La plus grande valeur d’inhibition enregistrée est celle contre Bacillus cereus par la souche

sel 5.

Nos résultats montrent par ailleurs, une faible quantité d’actinomycétes parmi la

collection étudiée possédant une activité antifongique.

Nous espérons rechercher les actinomycétes dans d’autres écosystemes inexplores afin
d’augmenter les chances de trouver des molécules innovantes qui possédent un potentiel
important. Nous espérons également dans 1’avenir, compléter nos investigations par la
recherche d’actinomycétes dans les différentes strates du sol Saharien. Il serait question
¢galement d’identifier au niveau de [’espece et par des méthodes moléculaires, les

actinomycetes actifs.
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Annexe

e Composition du milieu de culture

1. Milieu Amidon-caséine

Ingrédients
Amidon soluble
Caseéine

Eau distillé
Agar

K ;HPO,

PH

2. La gelose Mueller-Hinton

Ingrédients

Infusion de viande de beeuf
Peptone de caséine
Amidon de mais

Agar

pH

3. Milieu Sabouraud

Ingrédients
Glucose
Peptone
Agar

Eau distillée
pH

Les milieux de culture

Quantité
10g
Olg
100 ml
20¢
0,59
7-75

Quantité
300 ml
1759
15¢
179
7.4

Quantité
40 ¢
109
159
1000 ml
7



Abstract

Bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases justifies the
urgent need for new antimicrobial molecules. The objective of this work is part of the search for
antibacterial and antifungal activity of a collection of actinomycetes which come from terrestrial
ecosystems in arid regions of the country. Technical agar cylinder was used to detect the
antimicrobial activity of the isolates of actinomycetes against of bacteria and fungi strains.Most
actimycetales strains were found to be active against test organisms selectively against Gram-
positive organisms than Gram-negative organisms, and the diameters of the zones of inhibition
ranged from 08 to 22 mm. about 88% of the isolates, have antibacterial activity against Bacillus
cereus. Against Staphylococcus aureus (MRSA) 75% of actinomycetes exhibit positive activity.
K.pneumoniae and Morganilla sp are both bacteria which exhibit resistance to molecules
produced by all of the isolates. Actinomycetes terrestrial arid zones can be a potential source of

antimicrobial molecules of great diversity.

Keys words: starch casein, antimicrobial activity, zones of inhibition, telluric Actinomycetes.
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