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Introduction générale

Introduction générale

De nombreux antibiotiques ont été isolés dans une variété de microorganismes et ont été
employés dans beaucoup de domaines : 1’industrie, 1’agriculture, science vétérinaire et
pharmaceutique (Oskay et al., 2004). Cependant, des études sont en cours pour identifier de

nouveaux antibiotiques efficaces contre les mycetes et les bactéries pathogeénes.

A T’heure actuelle, les problémes de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des
patients associe a I’incapacité de contréler certaines maladies infecticuses ont conduit a la
recherche continue de nouveaux antibiotiques, a fin de combattre les organismes résistants
parfois a plusieurs antibiotiques. Pour atteindre cet objectif, de nombreuses recherches se sont

orientées vers le criblage de nouvelles souches productrices d’antibiotiques.

Pour ces raisons, ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules
antimicrobienne capables de jouer un réle important dans le domaine de la santé publigue.
Ces molécules sont souvent recherchées & partir des microorganismes isolés d’échantillons
prélevés de différents écosystéemes, dans le but de découvrir des taxons originaux et par-la de

nouvelles molécules biologiquement actives.

Les Actinomycétes représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre des
mycetes et des bactéries pathogenes. lls sont surtout réputés pour leur grande capacité a
produire naturellement des antibiotiques: environ 70% des molécules actives d'origine
microbienne (Okami et Hotta, 1988), avec des possibilités intéressantes génétiqguement pour
la production de 10 a 20 métabolites pour chaque souche (Islam et al., 2009). En effet, 70 a
80% des métabolites secondaires disponibles dans le marché ont été isolées et caractérisées a

partir de plusieurs espéces d’Actinomycetes (Khanna et al., 2011).

% Le présent travail comporte les parties suivantes:

Une introduction suivie d’une partie bibliographique détaillée sur les Actinomycétes en

géneral ainsi que sur leurs intérét, d’une premicre partie.

La deuxiéme partie expose I’ensemble des méthodes mises en ceuvre au cours de ces travaux
comprenant les techniques microbiologiques et les techniques de la mise en évidence de

I’activité antimicrobienne des isolats isolées.

La troisiéme partie présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions.
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Et en fin, Une conclusion générale.

L’objectif principal de notre étude consiste a :
e Isoler, a partir de différents écosystémes, des isolats d’Actinomycetes

e Sélectionner des isolats d’Actinomycétes productrices d’antibactériens et

antifongiques, suivant la technique de cylindre d’agar.
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Généralités sur les Actinomycetes
I.1. Historique

Ferdinand Cohn fut le premier & décrire un Actinomycéte en 1875 et en 1878, Harz, nomma
Actinomyces bovis, un organisme parasite rencontré dans une infection de la machoire d’un
bovin (Waksman, 1961). Les Actinomycétes ont été isolés pour la premiere fois par Cohn
en 1875 a partir de sources humaines (Williams et al., 1984). Et c’est en 1943 que S.
Waksman a pu isoler un genre Actinomyceéte a partir du sol.

D’apres Waksman, I’histoire des actinomycetes est divisée en quatre grandes catégories.
La 1%, est celle de la découverte de leur rdle dans la pathologie et va de 1874 aux années
1990. La 2°™ période (1900-1919) se rapporte a la mise en évidence et a I’étude des
actinomycétes du sol, avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis. La
3%M (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 4°™, I’activité
antimicrobienne des Actinomyceétes. Elle commence en 1940 et le nom de Selman Waksman

lui est indissolublement lié (Leminor et Veron, 1989).

1.2. Définition et caractéristiques principales

Le mot Actinomycéte a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut dire rayon et «mykes»
qui veut dire champignon «Champignons a rayons» ou «Champignons rayonnants» (Lamari,
2006).

Les Actinomycetes se situent dans I’ordre des Actinomycétales (Mariat et Sebald, 1990),
sont des procaryotes a structure de bactéries a Gram positif (Williams et al., 1993 ; Sanglier
et Trujillo, 1997) capables de former des spores asexuées (conidiospores ou sporangiospores)
et des hyphes ramifiés, habituellement non fragmentés, leur croissance donne lieu a des
colonies circulaires constituées de filaments qui irradient par croissance centrifuge tout autour
du germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973 ; Lechevallier et Lechevallier, 1981 ;
Eunice et Prosser, 1983). Leur coefficient de chargaff (G+C%) est supérieur a 55 %,
géneralement compris entre 60 et 75 %. Plusieurs forment peuvent étre observés, allant de la
cellule coccoide ou bacillaire jusqu’a un mycélium complexe générateur de spores
enveloppées dans un sporange chez certains genres (Ensign, 1978; Larpent et Sanglier,
1989; Chun et al., 1997).

=
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La plupart d’entre eux sont toujours immobiles (Larpent et Sanglier, 1989).Toutefois,
certains types produisent des spores flagellées, permettant leur dispersion dans les habitats
aquatiques (Djaballah, 2010).

Bien que les Actinomycétes soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie
ressemble fortement & celle des micro-organismes eucaryotes comme les champignons
filamenteux (Osada, 1998). Les principales différences entre les champignons et les

Actinomycétes peuvent étre résumés dans les points suivants:

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

e Le diameétre de leurs mycéliums est approximativement le un dixiéme de celui de la
plupart des hyphes fongiques (généralement 0.7 a 0.8 pum).

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

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

Les Actinomycétes sont généralement plus nombreux que les champignons, mais moins
abondants que les autres bactéries. Les Actinomycétes préférent un pH neutre ou peu alcalin,
ils sont généralement mésophiles, d'autres sont thermophiles tolérants des températures
avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu’a 60°C (Goodfellow et Williams, 1983). Leur temps
de génération moyen est d’environ 2 a 3 heures (Ottow et Glathe, 1968; Larpent et
Sanglier, 1989).

1.3. La morphologie

La morphologie des différents groupes d’Actinomycétes est tres variable (Gottlieb, 1973).
IIs vont des organismes coccoides a d'autres avec des cycles de coccus, des tiges non-
branchement, des tiges légerement ramifiées, des hyphes fragmentées et des myceliums
ramifiés permanents et hautement différenciés avec des hyphes aériennes porteurs de spores,
des spores mobiles et des sporanges multiloculaires (plusieurs compartiments) (Niall A.,
Logan, 1994).

-
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Figure 1. Coupe transversale d’une colonie d’Actinomycétes avec des hyphes vivant (bleu et
vert) et morts (blancs) montrant le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec des chaines
de conidiospores (Prescott, 2010).

Les Actinomycetes ont longtemps été considérés comme des champignons primitifs, du fait
de leur myceélium, souvent a la fois aérien et pénétrant dans le substrat nutritif, du fait
¢galement de la fructification par sporanges libérant des spores chez nombre d’entre eux
(Hasley et Leclerc, 1993; Horinouchi, 2002). Les principaux critéres utilisés pour 1’étude
des Actinomyceétes vivants sont les suivants :

e Formation d’un mycélium, ramifié ou non, forme et diametre des filaments,
morphologie de la ramification.

e Formation d’un mycélium du substrat (c’est-a-dire dans le milieu de culture),
dit « végétatif », et d’un mycélium aérien (au-dessus du milieu de culture) dit «
reproductif ». Différenciation morphologique entre ces deux mycéliums.

e Fragmentation de 1'un ou I'autre (ou des deux) mycélium, en unités de
propagation, morphologie et dimensions de ces éléments.

e Formations de spores, sessiles ou portées par un sporophore ; morphologie et
dimensions des spores; groupement et organisation des spores ; morphologie et
dimensions des sporophores, présence de sacs spécialiseés ou sporanges et

endosporulation (Lechevalier M. P., 1989).
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Figure 2. Quelques exemples pour illustrer la grande diversité morphologique des
Actinomycétes (Niall A., Logan, 1994).

I.4. Ecologie des Actinomycetes

Les Actinomyceétes sont retrouvés presque partout dans la nature. Outre les sols cultivés, ils
sont présents dans des sols polaires gelés en permanence, tout comme dans des sols
désertiques chauds et secs, dans le pétrole brut, les sols hautement contaminés avec des

métaux lourds, les lacs extrémement alcalins, les lacs salés et méme dans des sédiments
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océaniques situés a plus de 4000 m de profondeur (Goodfellow et Williams, 1983). L’air
constitue pour les actinomyceétes, non pas un habitat, mais un moyen de transport (Gazengo et
al., 1998, Reponen et al., 1998).

La majorité des genres Actinomycétes sont communs et largement répartis dans le sol,
surtout dans les sols qui sont secs, pas trop acides et riches en matiere organique (Waksman,
1959; Alexander, 1961). Les Actinomyceétes représentent environ 25% du sol complexe
microbien lorsqu'ils sont énumérés par les méthodes de la plaque sur les milieux nutritifs
standards (Sorokina et al., 1991). La plupart des Actinomycétes du sol se comportent
également comme des neutrophiles en culture, la croissance entre pH 5. 0 et 9.0 avec une
position optimale proche de la neutralité. De nombreux sols sont acide, le pH est clairement
un facteur déterminant de leur répartition et de leur activité; il sait depuis de nombreuses
années que les sols acides produisent de faibles dénombrements de neutrophiles
d’Actinomycétes (Waksman S. A., 1959).

La biodiversité des Actinomycetes a été étudiée a partir de différentes niches du domaine
marin, par exemple : eaux profondes, eaux cotiéres et mangroves environnement (Rathna
Kala et al., 2001)

Tableau 1. Habitat de certaines genres d’actinomycétes (Goodfellow M. et Williams S. T.,
1983).

Genre Habitat

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere végétale
Frankia Nodules des racines
Microbispora Sol

Micromonospora Sol, eau

Nocardia Sol

Rhodococcus Sol, eau, litiere vegétale
Streptomyces Sol, eau, litiere vegétale

Streptosporallgium Sol
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Au lieu de cela, il faut considérer les sites ou la croissance des Actinomyceétes se produit et

ils seront donc la source des odeurs, par exemple :

e Sol : croissance des Actinomycetes dans le sol du bassin de drainage des riviéres et les
lacs aboutiront a lI'accumulation de composeés odoriférants qui éventuellement étre lavé
dans I'eau. Méme le sol a été lave dans la riviére et le lac servira de magasin des
odeurs (Putilina, 1940; Issatchenko et Egorova, 1944; Issatchenko, 1946;
Masschelein, 1966).

e Les marges du lac et de la riviére. Les communautés végetales en marge des lacs et
des riviéres, en particulier lorsque le niveau d'eau fluctue, fournira des substrats et des
conditions pour la croissance et la sporulation des Actinomycétes (Thaysen, 1936;
Silvey et Roach, 1975).

La plupart des Actinomycetes sont saprophytes mais quelques-uns peuvent étre pathogénes
ou symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki et al., 1994). Durant les dix années (1995 -
2005), deux cas de mycétomes a Actinomadura madurae et a Streptomyces ont été observés
chez deux patientes originaires de Tamanrasset et d’Ain defla en Algérie (Zait et al., 2008).
En générale, les Actinomycetes sont des hétérotrophes, mais plusieurs especes sont capables

aussi de croissance chimio-autotrophe (Ensign et al., 1993).
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Tableau 2. Certaines maladies causees par les Actinomycétes pathogenes.

Maladie

Agents causale

Organes cibles

Références

Actinomycétome

Actinomadura
rnadurae, Nocardia
asteraides,
N.brasiliensis,
Streptomyces

somaliensis

Pieds,jambes,
extrémités supérieur,

et autres sites.

(Pulverer G. et
Schaal, K. P., 1978 ;
Schaal, K. P., 1977 ;
Slack J. M. et
Gerencser M. A,
1975).

Actinomycose

Actinomyces bovis,
A.lsraélien,

Arachnia propionica

Cervico-facial,
thoracique,
abdominal,

et régions utérines

(Pulverer G. et
Schaal, K. P., 1978 ;
Schaal, K. P., 1977 ;
Slack J. M. et
Gerencser M. A.,
1975).

Tuberculose

Mycrobacterium

tuberculosis

Poumons

(Barksdale L. et Kim
K.S., 1977 ;

Goodfellow M. et
Wayne L. G., 1972;
Jenkins P. A., 1982 ;
Kubica, G. P. et Good
R. C., 1981).

Infections Actinomyces Abces dans divers (Barksdale L. et al.,

purulentes (Corynebacterium) organes 1970 et Saragea A. et
pyogenes, (Cerveau, moelle al., 1979; Slack, J.
Corynebacterium épiniere, M. et Gerencser M.
pseudotuberculosis les articulations) A, 1975).

Endocardite Oerskovia  turbata, Endocarde (Pape F. et al., 1979 ;
Rothia Reller, L. B. et al,
dentocariosa 1975 ; Sottnek, F. O.

etal., 1977).

=
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Le role joué par les Actinomycetes dans la nature, ou ils sont impliqués dans la dégradation
complexe et récalcitrante des composes organiques, dans la formation des sols et la fertilité du
sol et la bio-remédiation de I'environnement (Zvyagintsev et Zenova, 2001).

I.5. Taxonomie des Actinomyceétes
Le phylum des Actinobacteria est grand et complexe (Stackebrandt, 1997) il regroupe 5

ordres, 13 sous-ordres, 48 familles, et plus de 200 genres bactériens.

Stanier (1966) subdivise les Actinomycétes en quatre familles :

1.5.1. Les Mycobactériacées

Ce sont les Actinomycetes dont la morphologie est la plus voisine de celle des bactéries: le
mycélium formé en début de développement se rompt rapidement pour libérer des batonnets
ramifiés ou irréguliers. Les Mycobactériacées présentent des affinités marquées avec les

corynébactériacées et les bactéries lactiques.

IIs se différencient des autres bactéries et Actinomycetes, a l'exception de certains
Nocardia, par leur acido-résistance. Cette famille est représentée par le seul genre
Mycobacterium qui comprend des especes pathogénes dont la plus connue est M.tuberculosis,

agent de la tuberculose (Stanier, 1966).

1.5.2. Les Actinomycétacées (ou Proactinomycetes)

Cette famille représentée par les genres Nocardia et Actinomyces occupe une position
intermédiaire entre les mycobactériacées caractérisées par une structure bactérienne et les
streptomycétacées caractérisées par une structure pseudo mycélienne. Elle differe des
mycobactériacées par sa croissance presque entierement mycélienne avec toutefois une
tendance variable a la segmentation. Elle difféere des Streptomycétacées par l'absence de
conidies (Stanier, 1966).

1.5.3. Les Streptomycétacées

Cette famille est caractérisée par une structure mycélienne permanente. La reproduction se
fait par conidies et rappelle, pour cette raison, celle des champignons. Le genre Streptomyces
est tres répandu dans le sol ou il représente souvent 70 a 90 % des actinomycetes. Il se
distingue des Nocardia par leur mycelium végetatif persistant quel que soit le stade de

développement et une reproduction par des conidies en chaine. Les colonies de Streptomyces
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comprennent un mycélium végetatif tres serré, implanté dans le milieu et un mycélium aerien,
plus lache, d'aspect poudreux, formé d'hyphes terminés par des conidies en chaines. Le genre
Micromonospora est caractérisé par un développement faible ou nul du mycélium aérien; les
conidies, isolées ou en grappes, sont portées directement par le mycélium végétatif. Les
différentes especes, pour la plupart thermophiles, se développent surtout dans les fumiers et

les composts (Fig. 3) (Stanier, 1966).
1.5.4 Les Actinoplanaceées

Les especes appartenant a cette famille ont un cycle qui présente un stade mobile

(sporangiospores mobiles). Le genre Actinoplanes est aquatique (Stanier, 1966).

Themoactinomyces K Micropolyspora
é g g Dactyosporangium
=

Micro ellbbospora Nocardia

Microbispora P Wy
@ ,,?-_.. Micromonospora '
AT Streptosporangium
.~_“ ,:."

Actinoplanes

Streptomyces

Figure 3. Principaux groupes d'Actinomyceétes (Stanier, 1966).

1.6. Cycle de développement des Actinomycétes (exemple type : Streptomyces spp)
Les Actinomycétes possedent une structure de procaryotes mais un cycle biologique

semblable a certains champignons (Floyd et al., 1997; Sanglier et Trujillo, 1997).

Le genre Streptomyces, c’est le genre d’Actinomycetes le plus abondant et surtout le plus
performant dans la production de métabolites secondaires importants. Les Streptomyces sont

donc des organismes procaryotes qui possédent une structure filamenteuse. Cela explique leur
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dénomination : Du Grec Strepto.myces : Streptos : tordu ou courbe et myces : champignons
(Willliams et al., 1989).

A cause de leur structure filamenteuse, les Actinomycetes y compris les Streptomyces ont
longtemps été sujets a controverse a propos de leur nature : certains les considérant comme
des bacteéries filamenteuses, d’autres comme des champignons. Aujourd’hui, ce probléme est

résolu et ce groupe est définitivement classe parmi les bactéries.
Le genre Streptomyces possede un cycle de développement complexe.

e sur milieu solide :

Il débute par la germination d’une spore qui donne naissance a un mycelium primaire
forme d’hyphes non septes et plurinucléés, ramifie et ancre dans le milieu solide (Hodgson,
1992). La germination de spores comprend quatre étapes : [’activation, 1’initiation,
I’émergence du tube germinatif et sa croissance (Fig. 4), pour lesquelles le degré
hygrométrique joue un role important. Parfois, 1’activation peut étre déclenchée par un choc
thermique, par exemple un traitement de 5 minutes a 50°C pour les spores de Streptomyces
viridochromogenes. Puis le tube de germination croit et donne des hyphes qui se ramifient de
maniere apicale, I’ensemble de la colonie se développe de maniere radiale. Le mycélium
primaire est ancre dans le support solide dans lequel il puise ses nutriments. C’est cette
morphologie qui lui permet 1’utilisation des substances solides dans les sols, ce qui permet
aux Streptomyces la colonisation des substrats solides en comparaison avec les

microorganismes unicellulaires et immobiles (Miguelez et al., 2000).

Une fois les nutriments épuises, des branches spécialisées émergent a la surface des
colonies formant le mycélium aérien qui se développe verticalement dans la partie aérienne.
Une fois développe, le mycélium aérien couvre les colonies de surface en leur donnant un
aspect poudreux, compact, poilu ou en chou fleur. C’est a cette étape la que la production de

métabolites secondaire est généralement déclenchée (Viollier et al., 2001).

La formation du mycélium aérien est influencée par plusieurs facteurs, notamment : la
composition du milieu de croissance, la température d’incubation et la présence de composes
stimulant spécifiquement le mycélium aérien (Pine, 1970; Madigan et Martinko, 2007).
Généralement, le mycélium aérien est plus épais et moins ramifie que le mycelium de substrat
(Silvey et Roach, 1975), hydrophobe et contenant des pigments qu’on ne retrouve pas dans le
mycelium végétatif. Le mycélium aérien se développe sur un milieu épuise, ainsi pour croitre,

les cellules utilisent les éléments issus de la dégradation du mycélium végétatif. Cependant,
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les hyphes morts ne disparaissent pas complétement mais restent comme une partie de la
structure coloniale ou elle joue un double rdle : support mécanique pour le mycélium aérien et
conducteur d’eau et de solutés a travers la colonie (Miguelez et al., 2000 ; Fernandez et
Sanchez, 2002). Les extrémités des hyphes aériens se cloisonnent et se différencient pour
former de chaines de spores uni nucléées ; ces spores sont des agents de résistance et surtout
de dissémination (Hodgson, 1992), ce qui regle le probléme de I’immobilité du mycélium de
substrat (Miguelez et al., 2000). Les conidies peuvent, suivant les especes, étre produites en
courtes ou longues chainettes qui peuvent étre ramifiées ou non, droite ou en spirales. Elles
contiennent la plupart des éléments du myceélium primaire : Des ribosomes dissociables en
sous-unités 30S et 50S, un systeme membranaire intracytoplasmique, des vacuoles, une
membrane cytoplasmique, une paroi plus épaisse qui peut contenir jusqu’a trois couches mais
leur contenu du génome est plus riche en ADN et moins en ARN que celui du mycélium de
substrat. Ces spores contiennent des quantités plus importantes de potassium, de calcium et de
manganese que dans le mycélium de substrat et englobent souvent des pigments. Leur
contenu en tréhalose, relativement abondant, aurait un réle dans la dormance et la résistance
des spores (Mc Bride et Ensign, 1986).

e Enmilieu liquide :

Les cellules se développent uniquement sous forme de mycélium primaire, méme si
certaines souches peuvent sporuler dans cet environnement (Madigan et Martinko, 2007).
En milieu solide, une différenciation morphologique est donc observée tandis qu’en milieu
liquide la différenciation est genéralement physiologique (Activation d’un métabolisme
secondaire dans le cas d’un stress nutritionnel ou environnemental ralentissant

significativement la croissance) (Hodgson, 2000).
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Figure 4. Cycle de développement de Streptomyces griseus (Horinouchi, 2002).

1.7. Génétique et structure de ’ADN des Actinomycetes

La taille de I’ADN des Actinomyceétes est de 3.7 Méga Daltons c’est a dire deux fois celui
de E.coli, la durée de réplication de I’ADN est de 50 & 65 minutes. Les bactéries
Actinomycétales possédent un remarquable degré de variabilité génétique due a des
réarrangements du génome a cause de plusieurs types de mutations essentiellement
chromosomiques, les plasmides peuvent aussi étre sujets a des réarrangements. A la suite de
croisements des Actinomycetes, des parties du chromosome de la souche donneuse peuvent
devenir plasmides dans la souche receveuse. Ces derniers jouent un réle de régulation dans la
synthese des antibiotiques. Il est rare de trouver des génes codant pour la biosynthese
d’antibiotiques localisés sur le plasmide. Ils sont normalement chromosomiques, regroupés en
plusieurs unités de transcription, ils ont pour voisinage des genes de régulation spécifiques
(Larpent et Sanglier, 1989).

Les genres d’Actinomycetes peuvent étre définies par I’étude du coefficient de Chargaff
ou GC % (tableau 3), qui représente le nombre de paires de base Guanine Cytosine pour 100
paires de base dans I’ADN, les especes ne sont pas identifiées par cette technique.
Historiquement, la classification des bactéries était basée sur la similarité des caractéres

phénotipiques. Bien que cette méthode ait donné toute satisfaction, elle est colteuse, lente et
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pas assez précise pour permettre la distinction entre les organismes les plus proches. L’étude
des acides nucléiques a apporté des renseignements plus précis (Williams et al., 1989). Des
auteurs insistent cependant, sur la nécessité de jumeler les études phénotipiques et

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

Tableau 3. Différentes valeurs de GC % rencontrées dans le groupe d’Actinomycétes
(Williams et al., 1989).

Genre G + C % (Moles)
Actinomadura 64 a 69
Nocardia 64472
Streptomyce 69a78
Micromonospora 71a73
Actinoplanes 72a73
Actinopolyspora 64
Agromyces 71a77
Frankia 66a71
Glycomyces 71473
Nocardiopsis 64 469
Rodococcus 63a72
Streptosporangium 69a71
Streptoverticillium 69a73
Thermoactinomyces 53a55




(TR
Cg CHAPITRE 11

Intéréts des

L
Actinomycetes éﬂ



Chapitre 11 Intéréts des Actinomycetes

Intéréts des Actinomycetes
Les Actinomycétes représentent une grande proportion de la biomasse microbienne du sol.
IIs ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives entre autres des

antibiotiques et d’enzymes extracellulaires.

I1.1. Actinomycetes en biotechnologie

Leur importance et leur utilisation en biotechnologie reléve du fait de leur capacité de
synthétiser différents métabolites secondaires biologiquement actifs (Mincer et al., 2002;
Behal, 2003; Overbye et Barrett, 2005; Baltz, 2008) comme les antibiotiques, les herbicides
(phinotricine), les pesticides (antimycine A), les insecticides (mikkomycine), les anti-
parasites , anti-tumoraux, des antiviraux et des agents immunosuppresseurs. Parmi ces
composés, les antibiotiques tiennent une place importante en nombre et en importance
thérapeutique et commerciale (Oskay et al., 2004). Les Actinomycétes ont de grands génomes

et utilisent 5 a 10% de leur ADN pour la production de métabolites secondaires (Baltz, 2008).

11.1.1. Les antibiotiques

Parmi les espéces appartenant aux différents genres d’Actinomycetes, les Streptomyces sont
les plus importants producteurs d’antibiotiques et autres métabolites secondaires (Sanglier et
al., 1993; Anderson et Willington, 2001), parmi les antibiotiques synthétiser par les
Actinomycétes : les b-lactamines, les tétracycmines, les macrolides, les polypepetides,

ansamycines, les polyénes.
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Tableau 4. Quelques exemples d’antibiotiques produits par les Actinomycétes.

Actinomycétes producteurs Antibiotiques

Références

1. Les agents antibactériens

Micromonosporasp. Clostomycine Takahashi et al., 2003
Streptomycesgriseus Candicidine Jinenez et al., 2009
Streptomyceslydicus Streptolydigine Liu et al., 2007
Streptomycelindensis Rétamycine Inoue et al., 2007
Marinisporasp. Marinomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
Verrucosisporasp. Abyssomycine Sturdikova et Sturdik, 2009

2. Les agents antifongiques

Streptomycesgriseochromogenes Blasticidine

Fukunagak et al., 2008

Streptomyceshumidus Phenylacétate Hwang et al., 2001
Nocardiatransvalensis Transvalencine Mukai et al., 2006
Streptomycesnodosus Amphotéricine B Carle et al., 2003

3. Les bioherbicides et bioinsecticides produits par les Actinomycétes

Saccharopolysporaspinosa Insecticide
neurotoxique :

Spinosad.

Williamson et al., 2006

Actinomadurasp. Herbicides :
2,4-Dihydro-4-(B-D-
ribofuranosyl)-1,2,4(3H)-

triazol-3-one

Schmitzer et al., 2000

Streptomyceshygroscopicus. Herbimycine

Omura et al., 2006

1
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11.1.3. Agents immunosuppresseurs

La cyclosporine a été découverte a I'origine comme un peptide antifongique a spectre étroit
(Borel et al., 1976). La découverte de son activité immunosuppressive a conduit a son
utilisation dans les transplantations d'organe soit cardiaques, hépatiques, rénales ou autres.
Bien que la cyclosporine A soit le seul produit sur le marché depuis de nombreuses années,
deux autres produits par des actinomyceétes, il s'agit de FK-506 ( tacrolimus) (Kino et al.,
1987) et de la rapamycine (Vezina et al., 1975), les deux agents antifongiques a spectre étroit
qui, comme immunosuppresseurs, sont 100 fois plus puissants que la cyclosporine et moins
toxiques. Ces agents agissent en interagissant avec une protéine intracellulaire (une
immunophiline), formant ainsi un nouveau complexe qui perturbe sélectivement les

événements de transduction du signal de I'activation des lymphocytes (Arnold L., 2016).

11.1.4. Les anti-tumoraux

Les Actinomycétes sont connues pour étre des producteurs d'un grand nombre de
médicaments antitumoraux cliniquement utiles tels que les anthracyclines (aclarubicine,
daunomycine et doxorubicine), les glycopeptides (bléomycine et actinomycine D), les acides
auréoliques (mithramycine), les enediynes (néocarzinostatine), les antimétabolites
(pentostatine), la carzinophiline, les mitomycines et autres. Depuis le développement de la
technologie de I'ADN recombinant, un certain nombre de grappes de genes biosynthétiques

antitumoraux ont été isolés et caractérisés par des actinomycetes (Carlos Olano et al., 2009).

Il s'agit notamment du salinosporamide A anticancéreux isolé de Salinispora tropica, qui
est en phase clinique 11 pour le traitement du cancer (Maldonado et al., 2005; Fenical et al.,
2009).
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Tableau 5. Quelques exemples d’antitumoraux produits par les Actinomycetes.

Actinomycetes producteur

Antitumoraux

Références

Asterobactine

Nocardiaasteroides

Nemoto et al., 2002

Salinosporamide A

Salinisporatropica

Fenical et al., 2006

Mechercharmycine

Thermoactinomycessp

Kanoh et al., 2005

Marinomycine

Marinosporasp

Kwon et al., 2006

Borrelidine

Streptomycessp

Vino et Lokesh, 2008

I1B-00208

Actinomadurasp

Malet-Cascon et al., 2009

11.1.5. Les anti-parasites

Les résistances aux médicaments dans le parasite du paludisme humain, P. falciparum, ont

également été observées in vitro. Il s'agit notamment du salinosporamide A, est un composés

antitumoraux et immunosuppresseurs isolé de Salinispora tropica (Maldonado et al., 2005;

Fenical et al., 2009).

1
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Figure 5. Effet du salinosporamide A sur la morphologie du parasite. Les parasites ont été
synchronisés deux fois a l'aide de la méthode du sorbitol. Le salinosporamide A a été ajouté
au cycle IC80 a l'anneau (A), au trophozoite (B) ou au schizont (C). Les changements
morphologiques ont été observés toutes les 6 ou 12 heures par examen microscopique
(Jacques Prudhomme, 2008).

11.2. Actinomycétes en agronomie

Les Actinomycetes ont été et restent la source la plus fructueuse de microorganismes pour
tous les types de métabolites bioactifs, y compris le type agroactif. Le nombre énorme de
métabolites agro-actifs produits par les Actinomycetes, jouent wun rdle important dans
I'agriculture en tant qu'agents de lutte contre une grande variété de pathogénes végétaux et la

fixation d’azote atmosmosphérique.

Un microorganisme qui colonise les racines est idéal pour étre utilisé comme agent de lutte
biologique contre les maladies transmises par le sol (Weller D. M., 1988). Les Actinomycetes,
en particulier Streptomyces, sont qualitativement et quantitativement importants dans la
rhizosphere ou ils colonisent activement les racines végétales (Crawford et al., 1993;

Doumbou et al., 2001) La rhizosphere des plantes comprend des quantités variables

20
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d'actinomycetes. On peut supposer que la secrétion de composes antibactériens et

antifongiques joue un rdle important dans les habitats naturels (Kutzner, 1981).

La compétence de Rhizosphére a été utilisée par Schmidt (1979) en relation avec le
rhizobium, analysent les microorganismes du sol qui présentent une croissance accrue en
réponse au développement des racines végétales. Dans ce contexte, les microorganismes
compétents en rhizosphére sont ceux qui montrent I'effet classique de la rhizosphére. Le terme
«rhizosphére» a été utilisé par rapport aux agents de lutte biologique, et Baker (1991) I'a
redéfini comme la capacité d'un microorganisme, appliqué par traitement des semences, a
coloniser la rhizosphére des racines en développement, une définition qui ne différe pas
sensiblement de celle-ci Proposé par Schmidt (1979).

Les rbles biologiques des enzymes oxydatives peuvent étre similaires a ceux qui se
trouvent dans les champignons. Ces rbles sont principalement dans la dégradation des
composés phénoliques pour soutenir un cycle de vie saprophyte ainsi que certaines enzymes
oxydantes jouant un réle dans la morphogenese ou la production d'antibiotiques (Le Roes-
Hill M. et al., 2009).
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Matériel et méthodes

111.1. Echantillonnage
Les échantillons utilisés dans ce travail pour I’isolement des Actinomycetes ont été

prélevée a partir de différents biotope (sol et eau marin). Le prélevement des échantillons ont

été réalisé dans des flacons préalablement stériles.

> Le sol saharien de la willaya d’El Oued, prélevé dans le mois de fevrier 2017. Elle est
située au sud-est de I'Algérie, a 620 km au sud-est d'Alger et a 260 km au nord-est d’Ouargla

Lizerg

Map doa 62017 Gogle

Figure 6. Site de prélevement du sol d’El Oued.
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> L’eau marine de Tizi Ouzou, prélevé dans le mois de mars 2017. Elle est située a 100

km a I’est de la capitale Alger, a 125 km a l'ouest de Béjaia et a 30 km au sud des cotes

méditerranéennes.
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Figure 7. Site de prélévement de 1’eau marine de Tzi Ouzou.

> L’eau marine de la Tunisie, ville de Sousse (une ville cétiére situe au nord-est de la

Tunisie), prélevé dans le mois de mars 2017.

» L’eau marine de la willaya de Jijel (une ville situe sur la cte méditerranéenne, a 360

km I'Est d'Alger et a 144 km au nord-ouest de Constantine), prélevé dans le mois

d’Avril 2017.

> L’eau marine de la willaya de Boumerdés (une ville cotiére situe a 45 km a l'est de la

capitale Alger), prélevé dans le mois d’Avril 2017.
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111.2. L’isolement des Actinomycétes
111.2.1. Préparation du milieu d’isolement

Les deux milieux d’isolement utilisés sont :

- le milieu Olson (Annexe 1) additionnés aseptiquement d’un antifongique : Nystatine a une
dose de 50 mg/ml (Cavala et Eberlin, 1994).

- le milieu YMEA (Yeast Malt Extract Agar) (Annexe 1) sans antifongique.

111.2.2. Dilution et mise en culture
111.2.2.1. Préparation des dilutions
> Lesol
10g de sol est introduit dans un 100ml d’eau physiologique stérile (Na ClI 9g.I"). Une
agitation importante est nécessaire.

Par la suite, 1 ml de cette solution mére est inoculé dans une série de dilution décimale
(Fig. 8) de 10" & 10®° d’cau physiologique stérile, & chaque fois I’agitation au vortex est

nécessaire. (Hilali et al., 2002).

» L’eau de mer
Pour chaque échantillon; 1 ml de solution mére est inoculées dans une série de dilution
décimale (Fig. 8) de 104 10” d’eau physiologique stérile, 4 chaque dilution, une agitation est

nécessaire (Hilali et al., 2002).

N

1 _ Agitation

Susp ension Au vortex
mere

Solution physiologique stérile
(2 ml})

Figure 8. Dilution en série de 1’échantillon
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111.2.3. Ensemencement et incubation
Aprés solidification de la gélose (Olson et YMEA) sur les boites de Petri, 0,1 ml de
chaque dilution est ensemencé aseptiquement sur toute la surface de la gélose a 1’aide d’un

rateau en verre. L’incubation des cing cultures se fait a 30°C pendant une semaine.

I11.3. Lecture et déenombrement

Aprés une semaine d’incubation, les différentes colonies d’actinomycétes obtenues a partir
de deux milieux d’isolement sont reconnues par leur aspect morphologique caractéristique a
I’ceil nu ; caractéristique macroscopique (colonies dures incrustées dans la gelose, présentant
un aspect farineux corné au bord frangé au centre proéminant) (Girard et Rougieux, 1967) et
confirmé au microscope optique (grossissementx10) selon les normes ISP (International
Streptomyces Project) (Shirling et Gottlieb, 1966) ; caractéristique microscopique (colonies

circulaires constituées d’hyphes) (Williams et Cross, 1971) (fig.9)

, 10g de sol + 100ml eau 1
physiologique

19 j j 1y

Agitation au vortex

1ml solution mére

Agitation au vortex

(5min)
dilutions décimales Délutions décimales
(" Etalement sur milieu ) ( Etalement sur milieu )
Olson/YMEA additioné Olson/YMEA additioné
d'antifongique puis d'antifongique puis
__incubation(30°C/7jrs) | L incubation(30°C/7jrs) |
Observation Observation
Etapes d’isolement des Actinomycétes a Etapes d’isolement des Actinomycétes a
partir du sol partir de I’eau de mer

Figure 9. Etapes relatives de I'isolement des Actinomyceétes.
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I11.4. Coloration du Gram

La coloration de Gram est une technique mise au point en 1884 par Hans Christian Gram,
un bactériologiste danois. Cette technique permet de diviser les bactéries en deux grands
groupes distincts et mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne en but de préciser

la morphologie et le mode de groupement des cellules.

Le colorant utilisé est le violet de gentiane qui colore l'intérieur des bactéries. Celles-ci
sont ensuite décolorées a 1’alcool-acétone. En raison de leur paroi de structure plus épaisse et
de composition chimique particuliere, les bactéries Gram positives garde la coloration
violette. Les bactéries Gram négatives, avec une paroi plus fine et plus perméable a la
décoloration, perdent la couleur violette. De maniére a visualiser les bactéries Gram
négatives, on recolore avec de la fuschine (rose). Les bactéries Gram positives resteront

violettes alors que les Gram- seront maintenant teintées en rose.

Les Actinomycétes sont des bactéries Gram positives, pour cela prennent la coloration

violette (Larpent et Larpent-Gouraud, 1985).

I11.5. Purification des isolats d’Actinomycétes
Les colonies obtenues sont purifiées par leur repiquage sur milieu d’isolement YMEA
additionné de CaCOg; selon la méthode de stries serrés jusqu’a I’obtention des souches pure a

I’aide d’une anse de platine.

111.6. Conservation

Il s’agit de conservation a long duré qui consiste a conservé les isolats d’Actinomycetes.
Chaque isolat pure est inoculée dans un tube d’éppendorf contenant 800 pl de milieu ISP2
(Annexe 1) et 200 ul de glycérol préalablement stérile. L’ensemble est conservé au - 20°C
(fig.10).
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Figure 10. Etapes de conservation des souches pures des Actinomycetes.

I11.7. Etude de potentialité antagoniste des isolats d’Actinomycétes

La mise en évidence des activités antibactériennes et antifongiques de quelques isolats
d’actinomycétes isolés a partir de 3 échantillons (sol d’El Oued, I’eau marine de Tizi Ouzou
et I’eau marine de Tunisie), a été effectuée par la méthode des cylindres d’agar, préconisée

par Patel et Brown (1969).

I11.7.1. Lessouches tests
L’activité antibactérienne des 22 Actinomycetes isolés a été réalisé vis-a-vis des six
bactéries tests et qui sont : salmonella sp, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa,

Listeria monocytogenese, Staphylococcus aureus, Acenetobacter pneumonia. Ce pouvoir
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pathogeénes contre les bactéries tests a été effectué par la méthode des cylindres d’agar

(Ichikawa et al., 1971; Lee et Hwang, 2002) sur le milieu Mueller Hinton (Annexe 1).

Tableaux 6. Les souches bactériennes tests

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Les Gram positif o
Listeria monocytogenese

Acenetobacter pneumonia ATCC 19606
Escherichia coli ATCC 25922
Les Gram negatif Selmonella sp

Pseudomonas aeroginosa

111.7.2. Technique des cylindres d’Agar

Les 22 isolats Actinomycetes testées ont été ensemencées en stries trés serrées a la surface
du milieu YMEA, coulé en boite de Pétri. Aprés une bonne croissance a 30°C pendant 07 a
14 jours, des disques d’agar de 06 mm de diametre contenant 1’ Actinomycete, sont découpés

avec un emporte-piéce et testes contre les bactéries testes.

Les disques d’agar sont déposés a la surface du milieu Mueller Hinton (Annexel)
préalablement ensemencé par écouvillonnage avec la souche-cible. Les boites de Pétris sont
ensuite placées a 4 °C pendant quatre heure permettant une pré-diffusion des substances
antibactériennes élaborées par les isolats Actinomycetes. Par la suite, les boites sont incubées a

une température de 37 °C pendant 24 heures (Gungi et al., 1983).

L’évaluation de ’activité antibactérienne a été effectuée par la mesure du diameétre de

zone d’inhibition entre les colonies d’Actinomycétes et les bactéries tests.

111.7.3.Recherche de I’activité antibactérienne

Pour chaque isolat, un inoculum a été préparé a partir d’une culture de 24 heures sur gelose
nutritive (Annexe 1). La densité cellulaire de cet inoculum a été ajustée par dilution dans de
I’eau physiologique stérile 5 ml, et en comparaison avec la solution Mc Farland (Annexe 2).
Ces suspensions bactériennes sont ensemencées par écouvillonnage sur toute la surface du
milieu de Mueller Hinton a 1’aide d’un écouvillon stérile. Les zones d’inhibition ont été prises

apres incubation de 24h a 37 ° C (fig.11).
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111.7.4. Recherche de I’activité antifongique

Le test d’activité antifongique est réalisé contre la souche fongique Aspergillus flavus.
Pour cela, les disques des Actinomycétes testés sont deposés intérieur des boites Pétris
contenant le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Annexe 1). Par la suite, des spores de notre

champignon ont été prélevées et ensemencé par touche au centre de la boite.

Aprés un pré -diffusion a 4°C pendant 4 heures. Les boites de Pétri sont ensuite incubées a

30C pendant 4 jours d’incubation (Thibodeau et al., 2002).

Le diametre des zones d’inhibition sont mesurés en millimétre du bord de la souche
Actinomycétale ou du cylindre d’agar a la limite de la zone ou il n’y a pas inhibition du

microorganisme cible (Badji et al., 2005; Boughachiche et al., 2005) (fig.11).

Des cylindre d’agar (@=6mm) Des cylindre d’agar (@=6mm)

contenant I’ Actinomyceéte a
partird'une culture de sur
YMEA (30°C, 7 jrs)

O

Milieu Muller-Hinton gélosé

ensemencé en surface avec
une bactérie-test

F

{ Incubation

(37°C,24 h)

T

Mesure de la zone
d'inhibition

—

contenant I’ Actinomycéte a
partird'une culture de sur
YMEA (30°C, 7 jrs)

O

Milieu PDA gélosé
ensemencé en surface avec le
champignon-test

L

[ Incubation (30°C,4

jrs)
&

Mesure de la zone
d'inhibition

Etapes de la recherche de I’activité

antibactérienne

Etapes de la recherche de I’activité

antifongique

Figure 11. Etapes relatives d’étude de potentialité antagoniste des isolats d’Actinomycetes.
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Résultats et discussion
IV.1. Isolement et purification des Actinomycetes

Ce travail a été réalisé dans le but d’isoler des Actinomyceétes, doués d’activité
antimicrobienne, a partir du sol et eau de mer. Nos échantillons ont été prélevés de

differentes régions.

Plusieurs techniques ont été utilisées par des chercheurs pour I’isolement sélectif des
Actinomycetes. Elles reposent essentiellement sur 1’addition aux milieux d’isolement des
substances inhibitrices, stoppant la croissance des germes envahisseurs (Larpent et Sanglier,
1989; Hilali et al., 2002). C’est cette méthode que nous avons adoptée au cours de notre

travail en utilisant la nystatine a une concentration de 50 mg/ml comme antifongique.

Deux milieux de culture ont été utilisés pour I’isolement des Actinomycétes (Olson et

YMEA) qui sont des milieux appropries pour 1’isolement de ces bactéries.

Le comptage s’effectue a chaque semaine d’incubation a 30°C (Tableau 7). Un total de
132 Actinomycetes a été isolé sont purifiés aprés plusieurs repiquages sur milieu YMEA,

conserveés sur ISP2 a-120 °C.

Tableau 7. Nombre des isolats d’Actinomycétes isoleés.

Nombre d’1solats

Echantillons Site de prélévement
Olson YMEA

01 Sol d’El Oued 09 11
02 Eau de mer Tizi Ouzou 19 18
03 Eau de mer de Tunis 17 09
04 Eau de mer de Jijel 0 26
05 Eau de mer de Boumerdes 0 23
Total 45 87
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D’apres le tableau 7, un totale de 132 d’isolats d’Actinomycetes ont été isolés, parmi les 45
isolats (34.09%) ont été isolé de milieu Olson et 87 isolats (65.9%) ont été isolé de milieu
YMEA. Ces résultats ont révélé que le milieu YMEA est le milieu le plus approprié pour
I’isolement des Actinomycétes. Cette variation due a la composition des milieux, le milieu
Olson est moins riche en substances organiques et contient du Propionate de sodium qui agit
comme antifongique (Hilali, 2006), ce qui favorise la croissance des bactéries parmi
lesquelles se trouvent les actinomycétes, par contre le milieu YMEA est additionné de le
bicarbonate de calcium (CaCO3) et plus riche par les substrats carbonés (le glucose) et azotés
(extrait de levure ), ce qui stimule la croissance des actinomycetes et facilite leurs isolements..

Ceci est corroboré avec plusieurs travaux (Hayakawa et al., 1988. George et al., 2010).

D’aprées nos résultats, on remarque que la plupart des isolats sont apparus aprés un temps
d’incubation d’environ 72 h, ce qui montre que ces isolats pourraient appartenir, entre autre,
au genre Streptomyces. En effet, les espéces de ce genre ont une croissance relativement
rapide (Goodfellow, 1983) ; alors que les autres isolats qui ont poussé apres 4 et 18 jours ont
une forte chance d’étre des genres non-Streptomycetes selon les études menées par Cross
(1982).

Dans notre étude, I’eau marine de Tizi Ouzou semblent étre le plus riche en bactéries
d’Actinomycetes 37 isolats (35%) par rapport au reste des régions qui ont été étudiées; Sol
d’El Oued 20 isolats (18%), Eau de mer de Tunisie et Jijel 26 isolats (25%) et eau de mer de
Boumerdes 23 isolats (22%).

D’aprés Tian et al., (2004) et ainsi Zitouni et al., (2005) la variation de nombre
d’Actinomycétes d’une région a une autre, probablement due a ’influence des différents

facteurs environnementale et de la composition chimique du sol et I’eau de mer.

La salinité, le pH, la température, le pourcentage en matiére minérale et organique et la
nature du I’écosystéme influencent largement 1’abondance des actinomycétes et affectent la
dominance de certains genres par rapport a autres. Ceci a été également constaté dans les

travaux de (Jiang et Xu, 1990; Saadoun et Al Moumani, 1997; Norovsuren et al., 2007).

L'azote et le carbone sont les principaux éléments nutritifs présents dans la nature, leur
interaction joue un réle important dans la survie, la croissance et le métabolisme secondaire
des microorganismes. C’est ce qui a été rapportés par (Da Silva et al., 2001) dans leur

travaux.
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On constate que le nombre d'isolats d’Actinomycetes isolées a partir de 1’eau de mer des
quatre échantillons (Tizi Ouzou,Tunisie, Jijel et Boumerdes) est 112 isolats inférieur a celui
isolé par (Mohan Remya et Ramasamy Vijayakumar, 2008) (173 isolats) en ouest de 1’Inde
et (Pornpan Ruttanasutja et Wasu Pathom-aree, 2014) (209 isolats) de sédiments marins
cotiers de Thailande. Mais supérieur a celui obtenu par (Aparanji Poosarla et al,. 2011) (6

isolats) des sédiments marins des iles Andaman en Inde.

En ce qui concerne I’échantillon du sol saharien (d’El Oued), un total de 20
Actinomycetes a été isolé dont, 09 isolat (45%) et 11 isolat (55%) sur deux milieu Olson et
YMEA respectivement. Nos résultats sont supérieur a ceux qui mentionné par
Allaoueddine Boudemagh (2007) qui a isoler 05 actinomyceétes a partir de trois milieux de
culture WYE, Bennett, GLM d’ordre de 00, 02 et 03 isolats.

1V.1.1. Etude de I’aspect macroscopique des colonies bactériennes Actinomycetales

Les colonies d’Actinomycétes ont été reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique ont eté purifiées par repiquage dans le milieu YMEA et incubées a 28 °C
pendant 7 jours. Les colonies d’Actinomycetes apparaissent seches, rugueuses, colorées ou
non, adherent a la gélose et présentent un mycélium végétatif et aérien, certaines montrent

seulement un mycélium du substrat (Boudemagh, 2007).

Figure 12. Aspect macroscopique d’une colonie d’Actinomycéte isolé d’échantillon de I’eau

de mer de Tunis (grossissement X10).
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On constate que la pluparts des colonies isolées sont seches, poudreuses et a bords plats.
Cette forme est caractéristique des colonies du genre Streptomyces d’apres Petrosyan et al.

(2003), et qui a été confirmé également par Lechevalier et Lechevalier (1967).

IV.1.2. Etude de I’aspect microscopique des isolats d’Actinomycetes

e Observation direct d’une colonie au microscope photonique
Toutes les isolats d’Actinomycétes purifiées se présentent sous forme de filaments fins,
ramifiés et enchevétrés, ces filaments se fragmentent pour certaines ou pas pour d’autres en
éléments bacillaires ou ovoides. Ils sont regroupés quelques fois en masse pour former des

thalles denses.

Figure 13. Aspect microscopique de colonies d’Actinomycétes constitués d’hyphe sous

microscope photonique (Grossissement x 10).

e Observation apres coloration du Gram
Aprés observation des frottis colorés avec coloration de Gram au microscope optique a
I’objectif a immersion (Grossissementx 100). 11 s’est révélé la présence des filaments de
forme droite ou spirale, positifs a la coloration de Gram et trés fins par rapport a ceux

observées chez la plupart des champignons (Fig. 14).
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Figure 14. Coloration du Gram d’un isolat d’Actinomycéte (Gx 100).

IVV.1.4. Purification des isolats d’Actinomycétes
La purification des Actinomycetes a été réalisée apres une période d’incubation de 7 jours

a 28°C sur le milieu YMEA additionné de CaCOs par la méthode de stries serrés.

L’ajout de carbonate de calcium (CaCO3) au milieu choisi pour la purification YMEA,
d’aprés Lamari (2006) a pour but d’un agent tampon, neutralise toute acidification du milieu
conduisant a une meilleure croissance et stimulation de production d’antibiotique nécessaire a

la suite a notre étude de 1’activité antimicrobienne de nos isolats.

La reconnaissance des souches d’Actinomycétes a été bien confirmé par leur morphologie
caractéristique qui les distingue des autre microorganismes, elles donnent souvent des
colonies pigmentées et d’aspect sec. La présence du mycélium aérien rend leur surface

poudreuse. Les colonies adhérentes fortement au substrat gélosé.

Leur contour est échancré et parfois porte des fructifications. Leur développement non

envahissant et leur taille relativement petite les différencient des champignons (fig. 15).
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TZ:/ TZa

Figure 15. Croissance des souches Actinomycetes apres purification sur YMEA.

IV.2. Etude des activités antimicrobiennes (Méthode de cylindres d’agar)

L’activité antimicrobienne de nos souches a été mise en évidence par la technique des
cylindres d’agar. D’aprés Tortora et al. (1979); cette technique est une méthode de diffusion
en milieu gélosé qui permit de détecter I’effet inhibiteur des isolatss d’Actinomycetes envers

les bactéries-tests ainsi que le champignon utilisées.

L’activité antimicrobienne de 22 actinomyceétes isolés de I’eau de mer de la Tunisie et
de la wilaya de Tizi Ouzou (13 et 6 isolats respectivement) et du sol d’Oued (7 isolats) contre

les microorganismes cibles est présente dans le tableau 8.
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e L’ activité antibactérienne
La recherche de I’activité antibactérienne des 22 isolats a été réalise sur le milieu Muller
Hinton. Le choix du ce milieu a été dicté par sa formule, son pH, sa composition notamment
la concentration en magnésium et en calcium, ainsi son épaisseur standardisées permettant

une bonne croissance des bactéries-tests et offrant des résultats claires grace a sa limpidité.

La concentration de I’inoculum est reconnue comme un des facteurs intervenant dans
I’augmentation de la sensibilité de la technique de cylindre d’agar (Brook et al., 1995) et pour
cela la comparaison par rapport a la solution de Mc farland serai nécessaire.

Dans le but d’accroitre encore la sensibilit¢ de la détection, une pré-diffusion des
molécules actives dans la gélose ensemencée, a été favorisée par un séjour de 4 heures a 4°C

avant I’incubation comme le préconise (Totora et al., 1979)..

Le tableau 8 qui représente nos résultats de ’activité antimicrobienne, montre que les
Actinomycetes isolés a partir de ’eau marine de la Tunisie (TN, TN13 et TNy,) qui égale
14% d’Actinomyceétes actives parmi les 22 isolats testés. Ces trois souches sont les seules qui
ont une activité antibactérienne par rapport aux autres isolats qui n’ont aucune activité

antibactérienne.

Ce pourcentage (14%) est inferieur de lequel obtenu par Hanan Abd-Elnaby et al. (2015)
qui ont isolés 17 isolats d'Actinomycétes marins permis lesquels 7 isolats (41%) présentaient

une activité antibactérienne.

Ce nombre faible des isolats Actinomycétales actives pourrais étre expliqué par le choix
du milieu (YMEA) qui ne semble pas le meilleur pour la production des antibiotiques. En
effet, la nature et la concentration des composants du milieu de culture ont un effet
remarquable sur la capacité et la quantité de métabolites secondaires produits par le
microorganisme producteur (Aharonowitz et Demain, 1978; Omura et Tanaka, 1986;
Cheng et al., 1995; Sanchez et Demain, 2002).

D’aprés le tableau 8, il est trés clair que 1’activité antibactérienne différe d’une bactérie
test & une autre. L’isolat (TNj2) inhibe la croissance de bactérie Gram positives seulement
avec une zone de 21mm contre la souche Listeria monocytogenese et les isolats (TNjp) et
(TN13) apparaissent actives uniquement contre les bactéries a coloration de Gram négatives
(Pseudomonas aerogenosa et Acinetobacter pneumonia) en donnant une zone d’inhibition de

13 et 20 mm de diamétre respectivement pour (TNyp) et de 12 et 20 mm de diamétre
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respectivement pour (TNi3). En effet, la sensibilité vis-a-vis deux différents bactéries-tests a
un méme souche active pourrais étre expliquer par la production de plusieurs types de
molécules antibactériennes d’aprés Boughachiche et al., (2005). D’autre part, cet activité
montrée par ces isolats (TNjo et TNy3) était tres similaire, probablement en raison du fait
qu'elles produisent des antibiotiques de la méme famille (Faviola Cardoso-Martinezl et al.,
2015).

Egalement, plusieurs travaux ont montré que la nature de la source de carbone, d’azote, et
de la source minérale des milieux de culture influence énormément la capacité de production
des antibiotiques chez les Actinomycetes. Pour cette raison Mesbah Amina et Mensouri
Ahlem (2015) sont testés, dans leurs études, I’activité antibactérienne des 04 isolats
d’Actinomycétes sur quatre milieux de culture différents, préconisés pour la détection de
métabolites antibactériens et qui ont constaté une grande différence de I’activité en changeant

les milieux de culture.

La raison de la sensibilité différentielle entre les bactéries Gram positives et Gram
négatives pourrait étre attribué aux différences morphologiques entre ces microorganismes;
les bactéries Gram négatives ont une membrane de polysaccharide externe portant les
composants structurels des lipopolysaccharides. Cela rend la paroi cellulaire imperméable aux
composés lipophiles, d'autre part, seront plus susceptibles, contrairement a les bactéries Gram
positives qui n'ont qu'une couche externe de peptidoglycane qui n'est pas une barriere de
perméabilité efficace (Scherrer R. et Gerhardt P., 1971) (fig.16).

Figure 16. Mise en évidence de I’activité antibactérienne des isolats TN1g, TNz, TNys.
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e L’activité antifongique
L’activité antifongique des 22 isolats d’Actinomycetes isolée a été mise en évidence sur le

milieu de culture PDA par la technique des cylindres d’agar.

Les résultats du dépistage réalisé sur 22 Actinomycétes isolés des 03 échantillons (Eau
marine de Tunis,Tizi Ouzou et sol d’El Oud) (Tableau 8) ont révélé que seulement une
souche isolé (4%) de I’eau marine de Tunis (TN,4) présente une activité antifongique contre le

champignon Aspergillus flavus avec une zone d’inhibition de diamétre 20 mm (Fig. 17).

Par rapport aux travaux d’Arulappan Jayaprakash Priyal et al (2012), qui ont isolés 84
isolats d’Actinomycétes marins, seulement 6 (7%) isolats présentaient une activité
antifongique qui concorde ce qui nos avons obtenu ,au nombre faible de souches productrice

d’antifongique uniquement 1 (4%) isolat (fig.17).

Figure 17. Senssibilité de champignon Aspergillus flavus vis-a-vis 1’activité antifongique

d’isolats d’Actinomycéte TNj.
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Tableau 8. Activité antimicrobienne des isolats Actinomycétales évalués par la méthode des

cylindres d’agar.

Bactéries Gram négatif Bactéries Gram positif Champignon

E.coli Selmonella Pseudomonas  Acinetobacter Staphylococcu Listeria Aspergillus
s aureus monocytoge  flavus

Isolats sp aerogenosa pneumonia nese

TN;

TN; - - - - - - -

TN, - - - - - - 20

TNs - - - - - - -

TNs - - - - - - -

™, - - - - - - -

TNs - - - - - - -

TN, - - - - - - -

TNy - - 13 20 - - R

TNy - - - - - - -

TNz - - - - - 21 -

TNy3 - - 12 20 - - -

TNu - - - - - - -

TZ, - - - - - - -

TZ, - - - - - - -

TZs - - - - - - -

TZ, - - - - - - -

oo, - - . : : . :

oD, - - - - - - -

OD; - - - - - - -

oD, - - - - - - -

ODs - - - - - - -
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Conclusion et perspectives

De nouveaux antibactériens sont absolument nécessaires pour lutter contre le nombre
croissant de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques. Les produits naturels

demeurent la source la plus propice de ces molécules bioactives.

Les Actinomycetes sont bien connues pour leur capacité a bio-synthétiser des métabolites
secondaires biologiquement actifs tels que les antibiotiques, les substances favorisant la
croissance pour les plantes et les animaux, les inhibiteurs enzymatiques et de nombreux autres

composés d'usage pour I’homme qui peuvent avoir plusieurs fonctions dans la nature.

Les Actinomycétes marins constituent une source importante et potentielle de nouveaux
composés bioactifs (Colwell R. R. et Hill R. T., 1992). Etant donné que les conditions
environnementales de la mer sont extrémement différentes des conditions terrestres, elles
produisent différents types d'antibiotiques. Plusieurs antibiotiques ont été isolés des
actinomycetes marins par de nombreux chercheurs. Les antibiotiques sont entiérement

nouveaux et uniques par rapport a ceux des appareils terrestres (Kokare C. R., 2004).

Au bilan, les résultats obtenus dans la présente étude montrent que :

Cette étude a consisté a isolé les actinomycetes a partir des différents biotopes (le sol et
I’eau de mer) et région (Algérie et Tunisie) sur deux milieux de culture (Olson et YMEA).
132 souches Actinomycétales ont été isolées et 22 souches sont purifiées dans cette étude.
Parmi cette microflore, 45 souches soit 34 % de cette population ont été isolé a partir de
milieu Olson, 87 souches soit 66 % ont été isolé a partir de milieu YMEA. Le milieu YMEA

est le milieu de choix pour I’isolement des actinomycétes a partir de ce travail.

L'ensemble des actinomycetes considérés a été testé afin de mettre en évidence ’activité
antimicrobienne permise a tester 22 isolats, dont les deux isolats (TN1o, TN13) présentant une
activité antibactérienne contre les bactéries Gram négatif Acinetobacter pneumonia,
Pseudomonas aeroginosa avec des zones d’inhibition 13, 12, 20 et 20 mm d’ordre respecté.
L’isolat (TNyp) présente une activité antibactérienne contre bactérie Gram positif (Listeria

monocytogenese) avec une zone d’inhibition 21 mm.

L’activité antifongique des différents isolats d’actinomycetes a été mise en évidence par la

technique des cylindres d’agar. Les résultats montrent que sur 22 isolats d’actinomycetes,
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seulement une souche (TNj) nreprésente une activité antifongique contre un champignon

phytopathogéne test Aspergillus flavus avec une zone d’inhibition de 20 mm.

Les perspectives de nos recherches futures sont les suivants :

e Identifier completement les isolats d’Actinomycetes selectionnés par une étude

taxonomiques, phylogénétiques, et moléculaire.

e Nous projetons a compléter 1’extraction de molécules bioactives et de pouvoir les

purifier et les caractériser par des techniques chromatographique et spectroscopiques.

e Compléter la purification d’un grand nombre des isolats afin de testé le maximum des

isolats d’Actinomycetes contre des microorganismes cibles.

o [L’¢largissement des études des activités de 1’activité antimicrobienne des autres
¢chantillons (I’eau marine de Jijel et Boumerdes) pour explorer de nouvelles

substances bioactives.
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Résumeé

Résumé

Cette étude a pour but disoler des Actinomycétesdyrctrice des molécules
antimicrobiennes. Un total de 132 isolats a ét&ige cinq différentes régions de I'Algérie
(wilaya d’El Oued, Tizi Ouzou, Boumerdes et Jijet)de la Tunisie (ville de Sousse), les
échantillons ont été prélevés a partir de diffeydmbtope (sol et eau marin). L’isolement se
fait sur deux milieux (Olson et YMEA). Le nombresdisolats sur milieu YMEA est plus

élevé par rapport au milieu Olson, 87 et 45 isakespectivement.

La reconnaissance deActinomycetesest basée sur leur aspect morphologique
caractéristique (colonies seches, rugueuses, t#anehpoudreuses, adhérent a la gélose et

présentent un mycélium végétatif et aérien).

Le screening des activités antimicrobiennes aeffigctué en utilisant la méthode de
cylindre d’agar. 22 isolats sont testés sur sixdras-tests et un champignon, la positivité de
I'activité est observée sauf chez les isolats pedel’échantillon de la Tunisie, trois souches
(TN1o, TN12 et TNi3) qui ont une activité antimicrobienne et une sedache (TlY) a une
activité antifongique.

Mots clés : Actinomyceétes, Isolement, Activité amtirobienne.
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Abstract

Abstract

This study aims to isolate the Actinomycetes strains producing antimicrobial molecules. A
total of 132 isolates were isolated from five different regions of Algeria (wilaya of EI Oued,
Tizi Ouzou, Boumerdes and Jijel) and Tunisia (city of Sousse), samples were taken from
different biotope (Soil and marine water). Isolation is carried out on two media (Olson and
YMEA). The number of isolates on YMEA medium is higher compared to Olson medium, 87
and 45 isolates, respectively.

The recognition of the Actinomycetes strains is based on their characteristic morphological
aspect (dry, rough, white and powdery colonies, adhere to the agar and present a vegetative
and aerial mycelium).

The screening of the antimicrobia activity was carried out using the agar cylinder method.
22 isolates were tested on six bacteria-tests and one fungus, the positivity of the activity was
observed except in Tunisia sample isolates, three strains (TN1o, TN12 and TN13) which had

antimicrobial activity and asingle strain (TN4) has antifungal activity.

Key words: Actinomycetes, Isolation, Antimicrobial activity.
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Annexe 01

ke ~. e N
/ .- \ / . )
Milieu Olson | Milieu YMEA \
(Yeast Malt Extrat Agar)
+ Sodium caséine =2 g
* L-Asparagine =0,19
» Sodium propionate =4 g
* KeHPG:=05¢g

* Extraitdelevure =4g
 Extraitde Malt =10¢g
* Glucose =4¢g

[ )
L]

FeSQ=0,01g Agar =20 g
« Agar=15¢ + CaCQ=29g
e L'eau distillé = 1000 ml * L’eau distillé = 1000 mi
s pH=7,2 * pH=73
b ~ /"/ \‘\ /./
o . — — — — — — — — — — — — ~ / ___________________________ \'
Milieu Mueller Hinton Milieu ISP2 \
(International Streptomyces
« Mueller Hinton poudre = Project)

|
|

|

: 219
@ * Agar=20g » Extraitde levure =4 g
|

\

|
|

|

|

|

: |

* Eau distillée = 1000 ml  Extraitde Malt=10g i
|

|

|

i

._._._._._._._./‘

~ _7 * Glucose=4g

e Agar=20g¢g

* Eau distillée = 1000 ml
X N \. 7
i, Milieu PDA \ — -
| (Potatoes Dextrose Agar) : T ~
| i !' Gélose nutritive i
I « Pomme de terre =200g i ! i
: e Eau distillée = 700 ml : : e Extrait de viande =3¢ :
i » Chauffage et filtration i i e Peptone=5g i
| e Succrose=10g i [ e Agar=15¢g j
| « Agar=15¢g i : « Eau distillée = 1000 ml !
.- FEauxdistliée=1000ml | | « pH=74 i
\ I N 4
\'\ ........................... /'/.

e Chlorure de sodium 9 g

. . \
Eau physiologie i
|
|
- Eaudistillée 1000 ml |



Annexe 02

Annexe 02

Préparation de la solution 0,5 de Mc Farland

1 / Préparation de la solution de 0,5 de Mc Farlan@iChessbrough, 2000)

Y
N
=
N

0 0

A = Solition de' BaCl>.2H>0 B = $ohition de H2SO4

al% al%

C OO0

h

\So]ution 0, 5 de Mc Far]and/

<

0,6 ml de la solution A + 99,4 ml de la solution B

2/ Conditions de conservation de la solution 0,5 ddc Farland (Smibert et Kreig, 1994)

Conditions de conservation de la solution 0,5 de Mearland
1/ a I'obscurité
2/ Température de conservation : 20-25 °C

3/ Durée de conservation : 6 mois
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Résume
Cette étude a pour but disoler des Actinomycetasdyrctrice des molécule

antimicrobiennes. Un total de 132 isolats a ét&ide cing différentes régions de I'Algéri

(wilaya d’El Oued, Tizi Ouzou, Boumerdes et Jijet)de la Tunisie (ville de Sousse),
échantillons ont été prélevés a partir de diffésdnbtope (sol et eau marin). L’isolement
fait sur deux milieux (Olson et YMEA). Le nombresdisolats sur milieu YMEA est ply

élevé par rapport au milieu Olson, 87 et 45 isakespectivement.

La reconnaissance des Actinomycetes est baséelesur aspect morphologiqy
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caractéristique (colonies séches, rugueuses, ldanehpoudreuses, adhérent a la gélose et

présentent un mycélium végétatif et aérien).

Le screening des activités antimicrobiennes a #tktaé en utilisant la méthode de

cylindre d’agar. 22 isolats sont testés sur sixdrags-tests et un champignon, la positivité

de

I'activité est observée sauf chez les isolats pesal’échantillon de la Tunisie, trois souches

(TN1o, TN12 et TNw3) qui ont une activité antimicrobienne et une seadache (TlY) a une

activité antifongique.
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