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Résumé :

Cette étude s'intéresse d'une part a la recherche et a I’isolement a partir de différents biotopes
naturels des souches d’Actinomycétes éventuellement productrices de substances
antimicrobiennes et d'autre part a 1’étude de ses propriétés antagonistes et a la caractérisation
des molécules bioactives sécrétés. Quatre-vingt-dix (90) isolats d’actinomycetes sont obtenus
a partir de cinq échantillons de sol, provenant de différentes régions arides et semi arides
d’Algérie. Le screening primaire des activités antimicrobiennes en utilisant la technique de
cylindres d’agar a montré la présence d’une activité antibactérienne et/ou antifongique chez
Soixante-dix-neuf (79) souches parmi les 90 souches isolées. L’isolat codée TR10 isolée de la
rhizospheére du sol d'acacia de Tamanrasset, dans le sud de I'Algérie a été sélectionnés pour
leurs propriétés antagonistes importantes vis-a-vis de 19 germes cibles. Cet actinomycete
rhizosphérique a été caractérisé et soumis a des tests biochimiques ainsi a une fermentation
sur milieu liquide et a l'extraction par le solvant d'acétate d'éthyle .Son extrait brut a été
examiné pour son activité antimicrobienne en utilisant la gélose Mueller-Hinton (MHA). Les
meilleures zones d'inhibition (ZI) détectées contre des organismes cibles Escherichia coli
ATCC 25922 (40mm), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (40mm), Staphylococcus aureus
(MRSA) ATCC 33591 (18mm). La levure Candida albicans ATCC 10231 (20mm) et les
champignons phytopathogenes Penicilluim sp (20mm) .La cinétique de production des

antibiotiques révele que la production maximale est au 6 et 7 éme jour d’incubation. Les
valeurs des concentrations minimales inhibitrices ont été¢ déterminées en utilisant la méthode
des dilutions sur les microplaques. Quinze composés de l'extrait méthanolique ont été
identifiés a l'aide de la GC-MS (chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse). Les principales substances trouvées sont phénol (33,23%), Cyclohexanone, 5-
méthyl-2-(1-méthyléthylidéne)- (9,95%), 1,6-Octadien- 3-ol, 3,7-diméthyl-, formate
(20,24%). La taxonomie moléculaire et les analyses phylogénétiques est avéré que la souche
TR10 c'est une nouvelle souche qui appartient au genre Streptomyces. L'analyse du
séquencage des nucléotides de 'ADNr 16S de l'isolat a été rapportée a GenBank avec le code
d'accés OP617665. Les résultats de cette ¢tude montrent la présence de divers

composés bioactifs dans la rhizosphére du sol d'acacia de Tamanrasset. Dans I'ensemble
les micro-organismes découverts dans les écosystémes extrémes Algériens inexplorés étaient

une source prometteuse pour le développement de nouveaux antibiotiques.

Mots clés: Actinomycetes, composés bioactifs, GC-MS, Activité antimicrobienne.Isolat TR10.



Abstract:

This study is interested on the one hand in the research and isolation from different natural
biotopes of Actinomycetes strains possibly producing antimicrobial substances and on the
other hand in the study of its antagonistic properties and the characterization of the secreted
bioactive molecules. Ninety (90) isolates of actinomycetes are obtained from five soil
samples, coming from different arid and semi-arid regions of Algeria. The primary screening
of antimicrobial activities using the agar cylinder technique showed the presence of
antibacterial and/or antifungal activity in Seventy-nine (79) strains among the 90 isolated
strains. The coded isolate TR10 isolated from the rhizosphere of the acacia soil of
Tamanrassat, in the south of Algeria was selected for its important antagonistic properties
towards 19 target germs. This rhizospheric actinomycete was characterized and subjected to
biochemical tests as well as fermentation on liquid medium and extraction by ethyl acetate
solvent. Its crude extract was examined for its antimicrobial activity using Mueller-Hinton
agar (MHA). The best zones of inhibition (ZI) detected against target organisms Escherichia
coli ATCC 25922 (40mm), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (40mm), Staphylococcus
aureus (MRSA) ATCC 33591 (18mm), the yeast Candida albicans ATCC 10231 (20mm),
and the plant pathogenic fungi Penicilluim spp (20mm).The kinetics of antibiotic production
revealed that the maximum production was on the 6th and 7th day of incubation. Minimum
inhibitory concentration values were determined using the microplate dilution method. Fifteen
compounds from the methanolic extract were identified using GC-MS (gas chromatography
coupled to mass spectrometry).The main substances found were phenol (33.23%),
Cyclohexanone,5-methyl-2-(1-methylethylidene)- (9.95%), 1, 6-Octadien- 3-ol, 3,7-dimethyl-
, formate (20.24%). Molecular taxonomy and phylogenetic analysis showed that strain TR10
is a new strain belonging to the genus Streptomyces.The analysis of the nucleotide sequencing
of the 16S rDNA of the isolate was reported to GenBank with the access code OP617665. The
results of this study show the presence of various bioactive compounds in the rhizosphere of
Tamanrassat acacia soil. Overall, the microorganisms discovered in the unexplored Algerian

extreme ecosystems were a promising source for the development of new antibiotics.

Key words: Actinomycetes, Bioactive compounds, GC-MS, Antimicrobial activity.Isolate

TR10
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INTRODUCTION

Les produits naturels issus du métabolisme microbien sont I'une des principales sources
de la bio-industrie fermentaire dans divers domaines et jouent un role prédominant dans le
développement de nouveaux agents thérapeutiques (Newman et Cragg 2016). Les micro-
organismes sont reconnus comme des excellents candidats pour la transformation, la
dégradation et la production d'une variété¢ de métabolites d'intérét et sont largement utilisés en
biotechnologie pour la production d'une variété de métabolites primaires et secondaires a
valeur ajoutée et aux activités biologiques trés importantes. Parmi ces molécules, on peut citer
les alcools, les acides organiques, les acides aminés, les polysaccharides, les vitamines, les
enzymes, les antibiotiques, les antifongiques, les antioxydants etc (Demain, 2000).Ces
microorganismes ubiquitaires dans notre environnement et dans certains aliments que nous
consommons ne cessent d’occuper une place importante dans notre vie et sont actuellement a
I’origine de I’essor du domaine de la biotechnologie.

Les actinomycetes sont des bactéries aérobies, sporulées, a Gram positif et produisent
des mycéliums aériens. Dans le sol, ils participent au cycle de la matiére organique et a la
dégradation des débris organiques, inhibent les agents pathogenes par la production de
métabolites secondaires et participent a la bioremédiation des sols contaminés par les

hydrocarbures (Bhatti et al., 2017).

Les actinobactéries représentent le groupe le plus important de micro-organismes, qui
produisent des composés bioactifs. Ils synthétisent environ les deux tiers de tous les
antibiotiques d'origine naturelle actuellement utilisés en médecine, en pratique vétérinaire et
en agriculture. La majorité de ces molécules proviennent du genre Streptomyces(Barka et al.
2016 ; Chater 2016).Les souches d'actinobactéries proviennent généralement du sol (Guo et
al. 2015), mais elles sont également présentes en abondance dans les mers et les océans
(Hassan et al. 2015 ; Xu et al. 2017). De plus, les habitats extrémes tels que les grottes
(Jiang et al. 2015), les déserts (Goodfellow et al. 2017) ou les écosystémes antarctiques (Lee
et al. 2012) sont reconnus comme des sources précieuses d'actinomycetes produisant de
nouveaux meétabolites d'importance pharmacologique (Solecka et al. 2013 ; Singh et al.

2018).

Au cours des derni¢res décennies, les environnements extrémes sont devenus un point
chaud populaire pour les scientifiques et les chercheurs pour trouver nouveaux micro-
organismes et produits naturels a potentiel biologique.La recherche de nouvelles souches

d’actinobactéries productrices de nouveaux antibiotiques est considérée comme une autre
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stratégie suivie par les chercheurs pour combattre I’antibiorésistance des germes pathogenes

(Mahajan et Balachandran 2012).

Les actinobactéries extrémophile isolées du désert correspondent a des bactéries
alcalithermophiles,  thermophiles, thermoacidophiles, thermophiles radiotolerantes,
thermophiles alcalitolerantes, halophiles et haloalcalophiles (Kurapova et al. 2012). Les
polyextrémophiles et les polyextrémotolérantes existent également dans les environnements
avec des conditions extrémes et peuvent s'adapter a des environnements a contraintes
multiples (Gupta et al. 2014). Plusieurs recherches ont révélé le rdle, ’'importance
¢cologique et I'intérét médical des actinobactéries (Goudjal et al. 2013 ; Shirokikh et
Shirokikh 2017 ; Baoune et al. 2018), mais peu d’études se sont intéressées au role et
I’importance des actinobactéries isolées des environnements extrémes (Mohammadipanah et

Wink 2015).

Les actinobactéries se sont révélées trés diverses dans les sols algériens, sahariens et
semi-arides. De nombreux travaux ont été publiés sur ces taxonomies microbiennes dans le
but de découvrir de nouvelles espéces (Zitouni et al., 2004 ; Boubetra et al., 2013 et 2015 ;
Aouiche et al., 2015 ; Bouras et al., 2015) ), ou Démontrer une activité antimicrobienne
(Boughachiche et al., 2012 ; Boubetra et al., 2013 ; Aouiche et al., 2014 ; Toumatia et al.,
2014 ; Driche et al., 2015 ; Yekkour et al., 2015). Par ailleurs, plusieurs souches
d'actinomycetes de différents sols ont montré leur potentiel d'utilisation comme antagonistes
producteurs de molécules antimicrobiennes (Lamari et al., 2002a,b ; Zitouni et al., 2004 et
2005 ; Badji et al., 2005 ; 2006 et 2007 ; Merrouche et al., 2010 ; Boubetra et al., 2012).
Nos recherches s'inscrivent dans cette thématique avec 1’objectif d'isoler et de sélectionner

des souches d'actinomycetes performantes productrices de molécules antibactériennes.

En Algérie, les sols sahariens constituent un écosystéme particulier, renfermant un
potentiel assez riche en actinobactéries particulierement les actinobactéries rarement isolés de
part le monde tels que les genres Planomonospora, Planobispora, Nocardiopsis,
Actinomadura, Saccharothrix etc, (Sabaou, 1998), qui se sont révélés étre de grands
producteurs denouvelles molécules antimicrobiennes (Boudjella et al., 2006 ; Goudjal et al.,
2014). Plusieurs études portant sur 1’isolement des actinobactéries, la taxonomie des souches
isolées et I’é¢tude des antibiotiques secrétés, ont été réalisées. C’est dans ce contexte que
s’integre la présente étude a savoir I’exploitation des sols de différents écosystemes semi-

aride et sahariens de la région de Ain Safra , Bougtob et Tamanrasat.
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Ce travail de recherche, réalisé au sein du Laboratoire de biotoxicologie, pharmacognosie

et valorisation biologique des plantes, Université de Saida Dr- Moulay Tahar

Dans une premiére partie, nous présentons les revues bibliographiques décrivant les
notions nécessaires a la compréhension de nos travaux (taxonomie des actinomycetes,
description des microorganismes producteurs d'antibiotiques, et méthodes d'identification des

actinomycetes et des principales molécules produites).

La deuxiéme partie décrit la partie expérimentale et présente les techniques d'isolement,
d'identification et de sélection des souches antagonistes des bactéries, levures et champignons

pathogenes et toxigenes, et aussi I’é¢tude du profil chimique des extraits actifs.

La dernic¢re partie présente et discute les résultats obtenus dans ce travail. Enfin, le
manuscrit se termine par une conclusion qui permettra de tirer quelques perspectives de

prolongement a ce travail de recherche.
Dans cette thématique, I’objet de ce travail de thése a été :
- L’isolement d’actinomycetes au niveau des sols arides et semi arides.

- La mise en évidence de leurs caractéristiques physiologiques et leurs activités de

biodégradation.
- L’¢établissement de leur taxonomie du point de vue moléculaire et phylogénétique.

- La mise en évidence de leurs activités antimicrobiennes vis-a-vis de bactéries,

moisissures et levures utilisés comme cibles.
- L’¢étude de leur cinétique de croissance et de production en cultures sur milieu liquide.

- L’extraction et la caractérisation partielle des métabolites bioactifs produits.



- - -
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Chapitrel : Revue Bibliographique

I. Les Actinobactéries

1. Historique

Les actinomycétes ont une longue histoire évolutionnaire, ces bactéries existent sur terre
il y a environ 2,7 milliards d’années antécédent le grand événement d’oxydation qui s’est
produit depuis 2,3 billards d’années ( Lewin et al., 2016). Les actinomycetes été isolés pour
la premicre fois a partir d'une source humaine par Cohn en 1875 (Williams ez al., 1984). C'est
en 1943 que S. Waksman a pu isoler un Actinomycetes du sol. Il a divisé I'histoire des
actinomycetes en quatre groupes principaux. La premiére période est celle de la découverte de
leur réle en pathologie, de 1874 aux années 1990. La deuxiéme période (1900-1919)
Impliquant l'identification et 1'étude des actinomycetes du sol par les travaux de kraisky,
Cohn, Waksman et Curtis. Durant cette période (1919-1940), les bactéries sont mieux
connues grace aux travaux de Waksman, Lieske, Krassilinkov et al. Enfin, la dernicre
historique est celle des antibiotiques produits par les actinomycetes. Elle a débuté en 1940 et
le nom de Selman Waksman lui est indissolublement li¢ (le minor, 1989), Cela permet de
classer ces bactéries et de comprendre leur potentiel de biodégradation de la maticre

organique et leur capacité a produire des métabolites secondaires.

2. Définition des actinobactéries

L'étymologie du terme "Actinomycete" provient des mots grecs "Aktis", qui signifie
"rayon", et "mykes", qui signifie "champignons". Ainsi, cela se traduit par "Champignons a
rayons" ou "Champignons rayonnants" (Lamari, 2006). Les Actinomycétes étaient autrefois
considérés comme un groupe intermédiaire entre les bactéries et les champignons, mais ils
sont maintenant reconnus comme des organismes procaryotes. Néanmoins, ces
microorganismes présentent des similitudes avec les bactéries et les champignons
(Andriambololona, 2010). Les actinomycetes, ¢également connus sous le nom
d'Actinobacteria (Perry et al., 2004), sont des bactéries qui forment des colonies circulaires
de morphologie complexe (Colombié, 2005 ; Eunice et Prosser, 1983). Ces colonies sont
composées d'hyphes, c'est-a-dire de filaments qui se propagent de manicre centrifuge a partir
de la source de germination (Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981 ; Eunice et
Prosser, 1983). Les actinomycétes appartiennent a l'ordre des actinomycétales. Ce sont des

bactéries qui forment des filaments minces et ramifiés, avec des cloisons, des bacilles a Gram
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positif (Dgigal, 2003). Elles ont un contenu ¢élevé en GC% (coefficient de Chargaff) compris
entre 60 et 70% (Larpent, 1989), et sont des organismes saprophytes. La plupart des espéces
sont immobiles, hétérotrophes, bien que certaines soient chimio-autotrophes (Ensign et al.,
1993). Elles sont aérobies, mésophiles et se développent de maniere optimale dans une plage
de pH allant de 5,0 a 9,0, avec une préférence pour la neutralit¢ (Williams et Wellington,

1982 a ; Goodfellow et Williams, 1983).

3. Caractéristique générale d'actinobactéries

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses, séptées, ramifiées, a coloration de
Gram positive (Nanjwad et al, 2010).Les actinomycetes sont morphologiquement trés
proches des champignons (Prescott et al., 1997). Cependant, les hyphes ont généralement un
diametre de 0,5 a 1 um (Eunice, 1983), 2 a 10 fois plus petit (2 a 5 um) que les champignons
(Gottlieb, 1973). Le mycélium des actinomycétes présente diverses formes. Nous rencontrons
des especes chez lesquelles le mycélium se développe au point qu'il n'existe pas (la plupart
mycobactéries), d'autres mycéliums avec des mycéliums éphémeéres, des fragments de ceux-ci
(certaines especes de Nocardia), et Enfin les especes a mycélium bien développé et persistant
un véritable mycélium non fragmenté et sporulant, comme le genre Streptomyces (Smaoui,

2010).Les fragments et les mycéliums permanents sont illustrés a la (Figure 1, 2)

Nocardia Streptomyces

Figure 1 : Clichés de microscopie €lectronique a balayage illustrant les types fragmentaire et
Permanent du mycélium des actinomycetes. (A) Bactéries du genre Nocardia qui se
Fragmentent, (B) Bactéries du genre Streptomyces en sporulation. Barre d’échelle : 1 um.
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Figure 2. Micrographie électronique a balayage montrant la morphologie de chaine de spores
de Streptomyces sp MN 2(6) a gauche et Streptomyces sp IN2 10 a droite ( Kumar, 2011)

Le mycélium permanent peut s'organiser en mycélium végétatif appelé mycélium de substrat

Ou mycélium de base) et/ou mycélium aérien. Nous distinguons trois cas :

- Soit seul le mycélium végétatif est formé (exemple : Frankia,Dactylo sporangium)La

croissance a lieu soit au sein, soit a la surface du milieu. Le mycélium est coénocytique : il

renferme un cytoplasme commun multi-nucléoide, et est donc dépourvu de septum.

- Soit il y a formation de mycélium végétatif puis de mycélium aérien maturé en conidies

(Exemple : Streptomyces). Le mycélium aérien croit a la surface du mycéliumvégétatif et

utilise ce dernier comme substrat.

- Soit, seul le mycélium aérien est formé, ce qui n’est rencontré que pour legenre Sporichthya,

dont les hyphes du mycélium aérien sont attachés au substratumpar des crampons (Kitouni,

2021).

Les propriétés chimiques, physiologiques, et immunologiques des actinomycetes les
rangent parmi les procaryotes. Leur paroi cellulaire ne renferme nichitine ni cellulose mais
une glycoprotéine contenant de la lysine ou de 1’acide diaminopimélique et leur cytologie est
celle des bactéries (Mariat et Sebald, 1990).Certaines espéces sont chimioorganotrophes,
mésophiles, vivant dans pH compris entre 5,0 et 9,0, le plus neutre (Williams et Wellington,
1982 ;Goodfellow et Williams, 1983). Ils sont divisés en deux groupes physiologiques, le
plus important est constitué de pathogénes métaboliques oxydatifs vivant principalement dans
le sol ; le second Bactéries fermentaires, hotes de la cavité naturelle humaine et animaux
(Leminor et Veron, 1989).La plupart des actinomycetes sont immobiles. Cependant, certains

produisent les spores flagellées leur permettent de se propager dans les habitats aquatiques.
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Ils sont hétérotrophes (Prescott, 2013), Les spores d'actinomycétes présentent une grande
variété d'arrangements. Ils peuventétre avec une production unique (Micromonospora), deux
productions longitudinales de deux (Microbispora), en Chaine courte (Actinomadura),
longues chainettes (Streptomyces).Les spores peuvent étre ramifiées ou non ramifiées, droites,
flexibles ou hélicoidales.Elles peuvent étre rayonnantes autour d’hyphes sporophores. Il y a
aussi une grande diversité du surface des sporesd'aspect : lisse, ridée, avec piquants ou velu
(Figure3).Dans certains genres, les spores sont contenues dans des sporanges : un
compartiment il se développe a l'extrémité d'hyphes spécialisés appelés sporrangiophore
(Figured4). Sporanges contient quelques a plusieurs milliers de spores, formant des chaines

enroulées ou paralléles

A

Figure 3 : Clichés de microscopie €lectronique illustrant la diversité des types de surface de
spores chez le genre Streptomyces (Lyons et Pridham, 1971; Dietz et Mathews, 1971)
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Streptosporangiunm.
nondiastaticum

Micromonospora olivasterospora

Figure 4: Représentation schématique et clichés de microscopie électronique a
balayage montrant différents sporanges d’actinomycetes (Belyagoubi, 2014)
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Dans une culture liquide sans agitation, les spores germent pour former des hyphes remonter a
la surface pour se développer au contact de 1'air (Keulen ez al., 2003). Cependant, au milieu
liquide subit une agitation les mycéliums aériens et les spores ne sont pas formées. Les
Streptomyces forment d'abord des filaments libres qui se ramifient et s'enroulent enformant
des agrégats (Figure 5). Ces derniers sont généralement de forme sphérique, représentés par
hyphes densément enroulées. En raison du manque de nutriments (Reichl ez al., 1992 ;

Tamura et al., 1997).

Mycélium libre Enchevétrements Pelote

Figure 5: Morphologies rencontrées au cours de cultures liquides des Streptomyces
(Amanullah et al., 2000).

4. Ecologie des actinobactéries et leur distribution dans la nature

Les actinomyceétes sont capables de survivre dans différents habitats et sont largement
répandus dans les €cosystémes naturels dans le monde entier (Srinivasan, 1991), ils se
trouvent principalement dans le sol (Kuster, 1968) dans le limon des plans d'eau, dans l'air
et dans les restes des plantes. Ce sont les organismes les plus abondants qui forment des
filaments filiformes dans le sol. Ils se développent sous forme d'hyphes, comme les
champignons responsables de 1'odeur caractéristique de la terre fraiche cette odeur est due
surtout a une huile neutre de bas poids moléculaire, la géosmine et autres métabolites
odoriférants se répandent dans les eaux mais les actinomycétes ont été trouvés largement
distribués dans une gamme diverse écosystéme aquatique, y compris des sédiments provenant
des profondeurs marines (Walker etal.,1975),(Colquhoun et al.,1998) et méme dans les
profondeurs les plus importantes de la fosse des Mariannes (Pathom et al.,2006). Ils peuvent
étre présents dans des environnements extrémes, notamment dans la région cryophile de
I'Antarctique (Moncheva et al.,2002) et méme dans les sols désertiques (Diraviyam et

al.,2011). Avec des valeurs estimées allant de 10* & 10® par gramme de sol. Ils sont sensibles a
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l'acidité et au faible pH (pH optimal de 6,5 a 8,0) et aux sols gorgés d'eau. Ce sont des
organismes mésophiles (25 a 30 'C) et certaines espéces communément présentes dans le
compost et les fumier sont thermophiles et se développent a une température de 55 a 65 °C
(par ex. Thermoactinomycetes, Streptomyces). lls 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 et les lacs salés.
Par contre, ils semblent étre absents des eaux miniéres trés acides (pH < 1) et des sources

thermales trés chaudes d'origine volcanique.

Certaines especes d'Actinomycétes semblent préférer certains habitats a d'autres. Par exemple,
les Thermoactinomyces et les Faenia se trouvent dans les composts, les foins en fermentation
et les condenseurs de réfrigérateurs et de climatiseurs. Les Actinoplanes et les Actinosynnema
se rencontrent dans les sols cultivés et sur les débris végétaux qu'on trouve aux bords des
rivieres et des lacs ; les Micromonospora au fond des lacs et des réservoirs ; les
Streptosporangium a la surface des sols forestiers ; les Microbispora et les Actinomadura dans
les sols de prairies et les sols cultivés. Les Streptomyces, si nombreux, se rencontrent presque

partout. (Le Chevalier, 2023).

La plupart des actinomycetes vivent a une humidité peu élevées de 5 a 25 %, et ils peuvent se
développer a une trés faible activité¢ de I'eau (aw) (Davies et Williams, 1970 ; Goodfellow et
Williams, 1983, Lacey et Cross, 1989).

Les sols sahariens sont caractérisés par une faible humidité, avec des précipitations annuelles
généralement inférieures a 100 mm par an, des températures extrémement élevées et petite
quantité d'humus.Les sols du désert ne sont pas stériles, ils sont faits de flore microbienne trés
diversifiée (Killian et Feher, 1939). Parmi les bactéries isolées, les actinomycetes
représentent une communauté microbienne essentielle dont la présence est critique pour ces
¢cosystemes extrémes (Killian et Feher, 1939).

La plupart des actinomyceétes sont des bactéries saprophytes capables de dégrader la matiére
organique qui ne peut pas tre biodégradée par les champignons et les bactéries (Crawford et
al., 1993) forment des polymeres (kératine, cellulose, lignine) et produisent des substances
probiotiques et antibiotiques (Kieser et al., 2000). dont certains sont pathogénes ou encore
symbiotiques des plantes ou des animaux (Williams ez al., 1984 ; Locci, 1994 ; Suzuki et al.,
1994 ; Peltola et al., 2001).

Elles peuvent coloniser la rhizosphére des plantes et jouer un réle dans la promotion de leur

croissance et les protéger des agents toxiques nocif (El-Tarabily et al., 2009; Qin et al.,

10
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2009; Khamna et al., 2010). Actinomycetes ils sont souvent bactériolytiques en raison
d'enzymes hydrolytiques capables de dégrader les peptides de la paroi, ils sont également
connus pour leurs propriétés antimicrobiennes et produisent de grandes quantités
d'antibiotiques au cours de leur croissance .L’équipement enzymatique des actinomycétes est
trés diversifié, représente le réle principal écologiques de ces organismes (Boudemagh,
2005).

4.1. Environnement terrestre
Le sol demeure 1’habitat le plus important pour les actinobactéries, le genre des Streptomyces
est signalé comme le genre le plus abondant. Il existe plusieurs rapports montrant la
distribution des actinobactéries dans divers endroits, tels que le sol sablonneux, le sol alcalin
noir, le sol limoneux sablonneux, le sol de dessert alcalin, ou Streptomyces sp étaient
dominants suivis par les autres organismes, tels que Nocardia, Nocardiopsis et Actinomyces
(Cundell et Piechoski, 2016). Egalement, les actinobactéries jouent un role majeur dans la
communauté microbienne de la rhizosphére dans le renouvellement de la matiére organique
végétale récalcitrante (Nithya et al., 2015).

4.1.1. Actinomycétes de la rhizosphére
Il est généralement admis que dans les sols relativement secs, humiféres et calcaires, les
actinomycetes représentent une part importante de la flore microbienne, avec des cellules
viables de I'ordre de 106/g de sol (Goodfellow et Williams, 1983). Cependant, dans les sols
submergés, L'indice anaérobie ou acide est relativement faible 10%/g de sol sec. Williams et
Wellington (1982) ont rapporté que parmi les actinomycetes, la fréquence d'isolement de
Streptomyces était de 95,3 %, Nocardia 1,98 %, Micromonospora 1,4 %, Actinomyces 0,20
%, Microbispora Bacillus 0,18 %, Actinomyces 0,10 %, Thermoactinomyces 0,14 %,
Neurospora 0,10 %, Thermomonas 0,22 % et La pseudonocardie représentait 0,06
%.Habituellement, les actinomycetes sont plus abondants dans la rhizosphére que dans le sol
environnant, selon l'espece et 1'age de la plante (Goodfellow et Williams, 1983). L'effet
rhizosphére est représenté par le rapport R:S (rhizosphére: sol). Par exemple, les
actinomycetes sont 10 a 18 fois plus abondants dans la rhizosphére du mais et de la féverole
que dans le sol environnant (Abraham et Herr, 1964). Le R:S des plantes sahariennes varie
de 16 a 50 (Watson et Williams, 1974). Les actinomycetes sont trés importants pour de
nombreuses plantes, ou les streptomycetes rhizosphériques peuvent protéger les racines des
plantes en inhibant la croissance du pathogeéne fongique, un caractére basé sur leur capacité a

produire des antibiotiques antifongiques in vitro.
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4.2. Eaux douces et marines
Les actinobactéries sont bien représentées dans les milieux aquatiques d’ou L’isolement des
souches de Microspora, d’Actinoplanes et de Streptosporangium est facile, ils sont trouvés
principalement dans les sédiments au fond des riviéres ou des lacs. Ils jouent un rdle
important dans la décomposition des débris végétaux et donnent a I’eau son odeur et son gott
terreux (Xu et al., 1996 ; Hwang et al., 2001).

4.3. Air
L'air n'est pas un habitat pour les actinomyceétes, mais un moyen de transport de ses spores qui
sont des polluants importants de notre environnement. Ils se développent dans le matériel
avarié, causant, en cas d'inhalation, des maladies respiratoires .les Spores d'actinomyces
thermophiles sont abondants et facilement mises en suspension dans I’air (Mazodier, 1974).

4.4. Composts
Les actinomycetes sont isolés du compost et ils sont thermophiles comme
Thermoactinomyces, Saccharomonospora et autres bactéries thermotolérantes telles que
Microbispora, Micropolyspora et Pseudonocadia (Ensign et al., 1993 ; Song et al., 2001).
Les actinomycétes sont actifs dans les dernieres étapes du compostage. Ils attaquent
spécifiquement les structures plus résistantes comme la cellulose, I'hémicellulose et la lignine
(Zermane, 2007).

4.5. Végétaux, animaux et homme
Les actinomycétes peuvent coloniser ’homme, les végétaux et les animaux, parmi les
exemples les mieux connus, il faut citer: Streptomyces scabies, Actinomyces bovis,
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Nocardia asteroideset Micropolyspora
faeni (Zermane, 2007). Actinomyces massiliensi sp isolée du sang d’un patient (Renvoise et
al, 2009), Actinomyces timonensis sp. nov. isolée d’un patient qui atteint un osteo-articulation

(Renvoise et al, 2010).Le Tabeau 01 présente quelques habitats de certains actinobactéries.
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Tableau 1. Habitats de quelques actinobactéries (Grigorova et Norris, 1990).

Actinoplanes eau douce, litiere végétale, sol.
Frankia nodules racinaires des non- légumineuses.
Micromonospora eau douce, sédiments, sols humides.
Nocardia amarae boues activées.

Rhodococcus coprophilus déjections animales, eau, sol.
Saccharopolyspora rectivirgula Moisi du foin.

Streptomyces sol, litiére végétale, eau.
Thermoactinomyces compost

L'Algérie a une superficie de plus de 2 millions de kilométres carrés et un climat agréable
diversité des montagnes enneigées aux régions du nord de la mer Méditerranée au désert du
Sahara le plus chaud du monde. Cela affecte I'énorme biodiversité, riche et diversification
parmi les actinomycetes, correspondant a une large diversité chimique de métabolites. Un
nombre des actinomycetes ont été isolés de différents écosystémes, dont des plantes
sahariennes (Zamoum et al.,2015),(Goudjal et al.,2013) ,(Baoune et al.,2018) Grottes
(Belyagoubi et al.,2018) eaux usées( Silini et al.,2015) ,(Souagi et al.,2015), sédiments
fluviaux (Djinni et al.,2018), zones a forte salinit¢ (Meklat et al.,2012) ,(Souagui et
al.,2015), sols désertiques sahariens (Sabaou et al.,1998) ,(Sabaou ef al.,1992) et des
algues dérivées(Djinni et al.,2013) . Les sites de prélévement les plus étudiés pour

l'isolement des actinomycetes sont répertoriés dans la (Figure 6).
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Figure 6: Répartition des sites de prélévement d'Actinobactéries les plus explorés en Algérie.
1 : Alger, 2 : Tizi Ouzou, 3 : Bejaia, 4 : Jijel, 5 : Annaba, 6 : El Taref, 7 : Constantine, 8 :
Djelfa, 9 : Biskra, 10 : Khenchela, 11 : Laghouat, 12 : El Oued, 13 : Ouargla, 14 : Ghardaia,
15 : Béchar, 16 : Adrar, et 17 : Tamanrasat (Djinni ef al., 2019).

Clest intéressant de constater que 134 articles ont été publiés en Algérie a partir de
2002 sur le théme de recherche intitulé "Actinobacteria comme ressource de
nouveaux agents thérapeutiques potentiels". Ces articles couvrent différents aspects
liés aux Actinobacteria, tels que l'isolement et la diversit¢ des bactéries, ainsi que
I'¢tude de la production de métabolites secondaires ciblant un large spectre
d'activités biologiques et surtout les propriétés antimicrobiennes. Cependant, d'autres
activités ont également ¢été¢ explorées, telles que leur potentiel cytotoxique et leurs
effets promoteurs sur les plantes. Ces différentes activités biologiques ouvrent la

voie a de multiples applications potentielles en biotechnologie (Harir et al., 2018).

5. Taxonomie et critéres d’identification

Les actinomycetes sont classés dans le domaine Bactéria et phylum des Actinobacteria selon
le Bergey’s manual, (2012), ce dernier (phylum) est subdivisé en 06 classes dont celle

d’Actinobacteria. Celle- ci se divise en 15 ordres. Les plus important sons ceux des
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Actinomycetales et Streptomycetales (Goodfellow ez al., 2012).La classification actuelle des

actinomycetes repose sur plusieurs critéres :

Morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires. La plupart des genres peuvent
défini par des critéres morphologiques et chimiques, tandis que la détermination des especes

repose sur les critéres physiologiques et moléculaires.
5.1. Taxonomie phénotypique

5.1.1. Criteres morphologiques
La morphologie macroscopique et les caractéristiques de culture des actinomycetes ont été
déterminées sur différents supports culturels, ils contribuent a la différenciation des genres
Actinomycetes. Il s'agit d'observer visuellement si les mycéliums aériens sont produits ou non
(MA) et la présence ou non de mycélium du substrat (MS) ainsi que la production ou non de
pigments mélanoides, al’aide d’une charte de couleur on peut obtenir Les couleurs du
mycélium aérien, du mycélium de substrat ainsi que la production et la couleur des pigments
diffusibles dans le milieu de culture (Kelly et Judd, 1976). Les -caractéristiques
micromorphologiques des actinomycétes cultivées sur milieu solide est déterminer a I’aide
d’un microscope optique ou électronique (Tresner et al., 1961; Holt et al., 1994) Il s'agit
d'observer s'il y a des sporophores sur le mycélium, et s'il y a des sporophytes. Sporanges,
sclérotes ou synnemata le cas Actinosynnema, la présence de spores mobiles, tel que
Planomonospora, Actinoplanes, ou non mobiles, comme Streptomyces, Streptosporangium,

leur forme, leur nombre leur disposition sur les hyphes (Figure.07, 08, 09 et 10).

Streptomyces violaceusniger Micromonospora sp.

Figure 07. Photographies au microscope ¢lectronique d’isolats d’actinobactéries non mobiles
monosporulés (Hayakawa et al., 2004 et Hayakawa, 2008).
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Nonomuraea sp Actinomadura spp.

Figure 08. Photographies au microscope ¢électronique d’isolats d’actinobactéries non mobiles
Dotées d’oligospores (Hayakawa, 2008)

4 &

Figure 09. Photographie au Microscope Figure 10. Photographie au Microscope
¢lectronique d’isolat D’actinobactérie ¢électronique d’isolat D’actinobactérie
non mobile a sporanges (Ara et Kudo, mobile a Sporange (Hayakawa, 2008).
2007).

5.1.2. Critéres chimiques (chimiotaxonomique)
Certains genres d’actinomyceétes sont déterminer seulement selon ses caractéristiques
morphologiques, cependant la grande majorit¢é nécessitent des études chimiques ou
chimiotaxonomiques de composants de leurs parois cellulaires (Becker et al., 1965; Yamaguchi
,1965 ; Lechevalier et Lechevalier, 1970 a et b) afin de différencier les genres
d’actinobactéries et divis€rent les actinomyceétes en chimiotypes ,ont pu fournir des méthodes
pratiques sur la base de I’analyse de la composition cellulaire en acides aminés pariétaux,
enphospholipides membranaires, en glucides cellulaires, en ménaquinones, et en acides

mycoliques pariétaux et en acides gras membranaires .

5.1.2.1. Acides aminés pariétaux
L'une des caractéristiques importantes de la taxonomie des actinomycetes est la présence de
deux acides aminés de la paroi cellulaire, c'est I'acide diaminopimélique (DAP), Il peut s'agir

de la forme isomérique LL ou DL (méso) et de la glycine, il est variable Présente .Chez
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certains actinomycetes la lysine, l'ornithine ou acide diaminobutyrique peut remplacer le

DAP. (Becker et al., 1965).

5.1.2.2 Sucres cellulaires

Les sucres caractéristiques sont principalement l'arabinose-galactose, l'arabinose-xylose, les

couples rhamnose-galactose et le madurose ou 3-0 méthyl galactose (Lechevalier et

Lechevalier, 1970b). Selon la composition en acides aminés et en sucres des cellules,

plusieurs chémotypes sont définis Tableau 2.

Tableau 2. Chimiotypes rencontrés chez les Actinobacteria (Lechevalier et Lechevalier,

1970).

Chimiotype Caractéristiques Exemples de genre

I1C LL DAP + glycine (pas de sucres | Streptomyces.
taxonomiquement
importants)

1D DL DAP + glycine + | Micromonospora,
arabinose+xylose Actinoplanes

I B DL DAP+madurose Actinomadura,Streptosporangium

I C DL DAP (pas de sucres | Nocardiopsis
caractéristiques)

11 E DL DAP + rhamnose+ galactose | Saccharothrix.

IV A DL DAP + arabinose + galactose | Nocardia, Amycolatopsis

\4 Ornithine + lysine Actinomyces.

VI Lysine Oerskovia

\%11 Acide diaminobutyrique et Agromyces
glycine (lysine variablement
présente)

VIII Ornithine Cellulomonas

5.1.2.3. Lipide

L'analyse des lipides de la paroi cellulaire et membranaires est un moyen important dans la

Classification des actinomycetes, y compris les phospholipides, la ménadione, les acides gras

et acides mycoliques ; ces derniers sont des lipides insaturés complexes. Analyse des

phospholipides permettent de différencier cinq profils phospholipidiques de PI a PV

caractérisé par la présence d'un ou deux phospholipides caractéristiques (Lechevalier et al.

1977) Tableau 3.
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Tableau 3. Types de phospholipides membranaires rencontrés chez les Actinobacteria
(Lechevalier et al., 1977).

Types de PE PC PG PGI Exemples
phospholipides
PI - - - v Actinomadura.
PII + - - - Streptomyces,
Pseudonocardia
PIII - + - v Nocardiopsis,
Amycolatopsis
PIV + - + - Nocardia,
Nonomuraea.
PV - - + + Oerskovia.

PE : phosphatidyléthanolamine, PC : phosphatidylcholine, PG : phospholipides contenant de
la glucosamine, PGI : phosphatidylglycérol. + : présent; - : absent ; v : variable selon les
genres et les especes. Le Phosphatidylinositol PI est présent chez toutes les actinobacteries.

5.2.1.3. Critéres physiologiques et taxonomie numérique
Pour la détermination des espéces, il est important d'utiliser des tests physiologiques types de
dégradation de différents glucides, lipides, protéines, composés polymeres Composés,
stéroides, etc., tests de résistance a différents facteurs physiques (température et pH) et

chimiques (chlorure de sodium, phénol, lysozyme, antibiotiques, etc.).

Les taxonomies numériques rendent €galement 1'identification plus claire. Goodfellow (1971)
a été le premier a avoirappliqué cette analyse aux actinomycetes. Mais étant donné la quantité
de tests a faire, Cette méthode est peu utilisée, notamment du fait de la reconnaissance des

standards moléculaires.

5.2.2. Taxonomie moléculaire

Depuis l'avénement de la biologie moléculaire au début des années 1980, Les méthodes de
classification traditionnelles commencent a étre remplacées par la technologie d’études
moléculaires basées sur l'analyse de la séquence d'ADN de I'ARN codant ribosome 16S
(ADNr 16S), hybridation ADN-ADN et détermination du pourcentage Cytosine Guanine
(GC%) pour déterminer la position taxonomique des Actinomycetes (Stackebrandt et al.,

1981).
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5.2.2.1. Séquencage de I'ADN ribosomique 16S
Le premier a appliquer cette technique a la taxonomie des actinomycétes fut Stackebrandt et
ses collegues en 1981 et 1983. Géne codant pour I'ARN ribosomal 16S est un geéne
chromosomique de 1500 paires de bases présent chez toutes les bactéries dont la séquence est
spécifique de chaque espece avec ses extrémités 5' et 3' (15 premieres bases et 15 derniéres

bases) sont conservées chez toutes les espéces bactériennes.

L'é¢tude de I'ADNr 16S utilise deux techniques de base PCR (Polymerase Chain réaction) et
séquencage. Le géne ADNr a ét¢ amplifié par PCR puis séquencé les produits ont été
analysés. Comparaison de séquences obtenues a partir de différents taxons entre eux ou avec
des especes de référence répertoriées dans la base de données génomique (Rainey et al., 1996
; Labeda et Kroppenstedt, 2000) accessible sur Internet par exemple "Ez Taxon". Par
conséquent, le séquencage de I'ADNr 16S est un outil trés rapide pour l'identification des
taxons. Positionnement taxonomique des souches étudiées et leur relations avec les genres et
especes apparentés (phylogénies) a l'aide de méthodes informatiques distance évolutive. Deux
genres avec moins de 94% d'identité ont été acceptés sont différents et sont les mémes pour
deux espéces d'homologie ci-dessous 97 % (Devereux et al., 1990 ; Stackebrandt et Goebel,
1994). Cependant, il convient de noter qu'un taux d'homologie entre 97% et 100% n'indique
pas nécessairement que les espéces sont les mémes, surtout si cette dernicre fait partie d’un
genre comptant un grand nombre d’espéces comme c’est le cas pour le genre Streptomyces.
Le recours a I’hybridation ADN- ADN s’avere donc nécessaire pour statuer définitivement
sur des cas pareils. Dans ce contexte (Meier-Kolthoff et al., 2013 ; Kim et al., 2014) ont
proposé 98,2% et 98,65%, respectivement comme une limite de séparation entre les espéces et

ce sans avoir recours a I’hybridation ADN- ADN.
5.2.2.2. Hybridation ADN-ADN

L'analyse de I'hybridation ADN-ADN est essentielle pour identifier définitivement les
especes lorsque les séquences d'ADNr 16S présentent une ressemblance supérieure au
pourcentage du seuil de détermination de la nouvelle espéce. Hybrider L'ADN-ADN consiste
a estimer le taux de recombinaison (hybridation) de I'ADN génomique d’un taxon avec le
taxon d'espece le plus proche. Deux espéces sont considérées comme différentes si elles ont
un taux de similarité de ’ADN génomique inférieur a 70% (Wayne et al., 1987 ; Devereux

et al., 1990).
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5.2.2.3. Pourcentage de guanine-cytosine (G+C)
En 1949, Chargaft et al ont rapporté la teneur en bases puriques et pyrimidiques 'ADN peut
varier d'une personne a l'autre, mais reste constant pour les individus d'un méme groupe et
méme espéce. Chez les bactéries, le pourcentage G+C varie de 25% a 75%. pour les
actinomycetes, ce coefficient est supérieur a 55 %, généralement compris entre 60 et78 %
(Ensign, 1978 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; Chun et al., 1997 ; Stackebrandt et al., 1997 ).

Le tableau 4 représente la valeur GC des actinomycétes

La détermination du coefficient de Chargaff (G+C%) est un critére important non seulement
dans I’identification des genres mais aussi des familles d’actinobactéries. De méme, d’autres
bactéries non mycéliennes telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter et méme
Les Micrococcus, sont considérées comme faisant partie de la lignée phylogénique des

actinobactéries (Goodfellow, 1985 et 1989).

Tableau 4. Valeur du coefficient de Chargaff des différents
Genres d’actinomycétales (Jacque, 1985).

Genre CG%
Mycobacterium 64270
Actinomyces 63a73
Nocardia 67 4694
Streptomyces 69a76
Micromonospora 71,4a 72,8
Actinoplanes 70,6 276

20




CHAPITRE |

32

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Mycobacterium

Gordonia bronchialis DSM 43247
Nacardia farcinica IFM 10152
Rhodococcus

Caorynebacterium

=2 Actinosynnema mirum DSM 43827

Saccharomonospora viridis DSM 43017
100 Amycolatopsis mediterranei U32
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Salinispora
Frankia®*

Tsukamurella paurometabola DSM 20162
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Streptosporangiales

Catenulisporales
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9 giERenibacren'um salmoninarum ATCC 33209
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Beutenbergia cavernae DSM 12333
100 Cellulornonas flavigena DSM 20109
100 Xylanimonas cellulosilytica DSM 15894
86 Jonesia denitrificans DSM 20603
100 Sanguibacter keddieii DSM 10542
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Actinomyces odonolyticus ATCC 17982
Arcanobacterium haemolyticum DSM 20595
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Figure 11. Classification phylogénétique des actinobactéries, basée sur la comparaison de
séquences d’ARNTr 16S (Gao et Gupta, 2012).
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6. Cycle de développement des actinobactéries

Les actinomycétes ont un cycle de vie complexe, comme les eucaryotes multicellulaires qui
subissent trois processus physiologiques principaux : la croissance végétative, différenciation
cellulaire et la mort. Selon (Tighidet ,2011 ; Danilenko et al., 2005), leur cycle de vie
commence par la germination des spores, qui nécessite la présence d'ions calcium. Cette
germination produit du mycélium primaire ramifié.

Le genre Streptomyces posséde un cycle de développement complexe sur un milieu solide. Il
commence par la germination d’une spore qui donne naissance a un mycélium primaire formeé
d’hyphes non septées, polynuclées, ramifiées et immobilisées dans le milieu solide. La
germination des spores passe par quatre étapes : I’activation, I’initiation, 1’émergence du tube

germinatif et sa croissance (Figure 12)(Barka, 2016).

SRR
2 jougs

i1
o AT
)

Figure 12. Cycle de développement du genre Streptomyces sur milieu solide (Scherr et
Nguyen, 2009).

7. Métabolites secondaires des actinomycétes

Les métabolites secondaires créés par les actinomycetes présentent un nombre incroyable
d'effets biologiques divers, en plus les activités antimicrobiennes. Les actinomyceétes sont
responsables de la production de composés bioactifs, avec plus de 10 000 agents

antimicrobiens en usage pharmaceutique (Sharma et al.,2014).
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7.1. Antibiotiques

Les antibiotiques sont une sorte d'agent chimio thérapeutique exceptionnelproduits par des
organismes vivants (bactéries, champignons et actinomyceétes) qui, en petites quantités,
peuvent empécher la croissance des micro-organismes ou méme les tuer. Les antibiotiques
sont définis comme des composés organiques de faible poids moléculaire produits par les
micro-organismes (Adegboye et Babalola ,2013) . Environ soixante-quinzeantibiotiques,
principalement des antibactériens, sont produits par des actinomycetes.

Historiquement, [’origine du plus grand nombre de nouveaux antibiotiques sont les
Streptomyceétes par rapport aux bactéries et aux champignons (Figure 13) (Sharma et al.,

2014 ; Hong et al., 2017).

4000
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Lo ‘ ' ' 10
90 55 660 618 BB M TBE0 B BB M %N ,,-—"rir'e/m—*linm \\
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Rz icinos | Strsstomyces
B8 Fungi 1 Bacteria

Figurel3.Répartition des antibiotiques découverts selon leur origine a (nombre), et b
(pourcentage) (Hong et al., 2017).

Cet ordre a créé a lui seul environ 45 % des métabolites bioactifs connus ; plus de dix mille
composés ont €té isolés a partir de différentes especes d'actinomycétales, dont environ 34 %
de Streptomyces et 11 % des autres actinomycetes( Baltz ,2009) Divulgation de nouveaux
antibiotiques sécrétés par les streptomycetes par exemple, les médiomycines A et B et la
cléthramycine, ont été isolés a partir de Streptomycesmediocidicus ATCC23936 et de
Streptomyces malaysiensis DSM4137 respectivement ont montré une activité antifongique a
large spectre (Hussain et al ., 2002). Les polykétides sont des produits naturels tres
importants en raison de leurs applications pharmaceutiques. Des exemples de polykétides sont
I'érythromycine (antibactérien), la nystatine (antifongique) et 1'avermectine (antiparasitaire).
Tous les antibiotiques précédents ont été produits par Streptomyces sp. qui sont considérés

comme les principaux producteurs d'antibiotiques Table 5 (Hasani et al., 2014)
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Table 5.Liste de quelques antibiotiques produits par Streptomyces sp (Hasani et al., 2014)

Streptomyces Antibiotique Streptomyces sp. Antibiotique

sp.

S. orchidaccus Cycloserin n S. erythraeus Erythromycin

S. oriantalis ~ Vancomycin S. vensuella Chloramphenicol

S. fradiae Neomycin, actinomycin, fosfomycin, S. aureofaciens Chlortetracycline,
dekamycin Dimethylchlor

S. nodosus Amphotricin B S. ambofaciens Spiramycin

S. noursei Nistatin S. avemitilis Avermicin

S. mediterranei Rifampin S. alboniger Puromycin

S. griseus Streptomycin S. niveus Novobicin

S. knanamycetidKanamycin S. platensis Platenmycin

S. tenebrarius Tobramycin S. roseosporus Daptomycin

S. spectabilis  Spectinomycin S. ribosidificus Ribostamycin

S. viridifaciens Tetracycline S. garyphalus Cycloserine

S. lincolensis  Lincomycin, clindamycin S. vinaceus Viomycin

S. rimosus Oxytetracyclin S. clavuligerus Cephalosporin

7.2. Pesticides biologiques

Les insectes peuvent é&tre contrdlés naturellement en utilisant des micro-organismes,
notamment ceux qui leur sont hostiles. Les actinomycétes créent des substances insecticides
efficaces pour lutter biologiquement contre les mouches domestiques Musca domestica
(Sundarapandian et al.,2002) .Lors de l'utilisation du pesticide actinomyceéte, un grand
pourcentage des stades larvaires et nymphaux ont péri (jusqu'a 90 %)(Bloemberg et
Lugtenberg, 2001) .Les actinomycétes ont donné de bons résultats dans la lutte contre le

moustique Culex quinquefasciatus (Sharma et al., 2014 ;Hasani et al., 2014).

7.3. Hormones de croissance végétale

Les actinomycetes ont été utilisés pour produire des hormones de croissance végétale, qui ont
¢été utilisées pour améliorer la croissance des plantes.Les auxines et les substances similaires a
la gibbérelline en sont deux exemples(Hasani et al., 2014 ;Persello et al., 2003). L'acide
indole-3-acétique (IAA), le principal type d'auxine généré par les actinomycetes, est al'origine

de la division, de I'¢longation et de la différenciation cellulaires.

7.4. Substances anti-tumorales

Les streptomycetes sont des groupes discrets qui peuvent produire des substances

cytotoxiques uniques dotées de propriétés anticancéreuses(Soria-Mercado et al.,2005 ;Sahu

24



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

et al.,2008).Le produit chimique synthétis¢ dans le tableau 4 a démontré une activité
significative contre plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (Kumaret al., 2014) .

Une substance naturelle appelée mitomycine posséde une variété de groupes fonctionnels, y
compris le systéme d'anneau aziridine et I'amino benzoquinone. Streptomyceslavendulae a
généré le médicament anticancéreux mitomycine C (MC), qui a été¢ utilisé cliniquement

comme un traitement antitumoral (Sheldon et al., 1999 ;Mao et al., 1999).

7.5. Agents antiviraux

Des peptides appelés complestatines ont été synthétisés par Streptomyces lavendulae. Ces
peptides interagissent avec les molécules de surface des cellules cibles et empéchent
l'adsorption du virus de l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) sur les cellules, mais

ils n'ont pas d'effet inhibiteur sur les enzymes du VIHTableau 6 (Chiu et al., 2001).

Tableau 6 .Liste des composés bioactifs dérivés de les actinobactéries ont montré des
activités antibactériennes et antitumorales (Kumar et al., 2014).

Composé bioactive Espéces Activité
Abyssomicin Verrucosispora sp. Antibactérien et
antitumoral
Actinofuranones A-B Streptomyces sp. Antibactérien et
antitumoral
Analogs-metacycloprodigiosin  Saccharopolyspora sp. Anti-cancéreux
Benzanthraaquinone Chainia purpurogena Antibactérien et
antitumoral
Butenolides Streptomyces sp. Antitumoral
Mechercharmycin Thermoactinomyces sp.  Antitumoral
Diphosphatidylglycerol Micromonospora sp. Antitumoral

Les substances bioactives actinobactériennes se sont révélées avoir des propriétés
antibactériennes et anticancéreuses (Kumar et al., 2014).A partir des surnageants de culture,
Streptomyces chromofuscus a mis au point un inhibiteur de protéase (PISC-2002). En tant que
médicament antiviral contre le virus de la grippe A/Rostock/34 (H7N7), le PISC-2002 est
crucial (Angelova et al.,2006). La pimprinine est un alcaloide extracellulaire généré par
Streptomyces sp. 1l présente des caractéristiques physicochimiques significatives, une action
antibactérienne, une activité anticonvulsive et une activité antivirale contre 1'entérovirus 71

(EV71) (Wei et al., 2014).
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7.6. Composés pharmacologiques

La vitamine B12 est une vitamine trés importante du complexe B (B1, B2, B3, B6 et acide
folique). Elle a été enregistrée pour la premiere fois en 1948 a partir de Streptomyces griseus.
Il n'existe aucune source de cette vitamine en dehors de la synthése microbienne (Bhawsar,
2011).11 a également été¢ démontré que les actinobactéries produisant d’autres vitamines
hydrosolubles, tels que la thiamine et le dérivé de I’acide pteroyglutamique qui favorise la
croissance de certaines souches de Leuconostoc citrovorum et la coenzyme A (Anandan,

2016).

7.8. Pigments

Les actinomycetes sont caractérisés par la production de différents pigments sur des milieux
naturels ou synthétiques. Ces pigments sont généralement bleus, violets, rouges, roses, jaunes,
verts, bruns et noirs. Les pigments peuvent étre diffusés dans le milieu ou étre retenus dans le
mycélium (Figure 14,15)(Thompson et al., 2002 ;Zain al Abidin, 2020). Les
actinomycetes sont connus pour produire différentes sortes d'antibiotiques et, en outre, ces
antibiotiques comprennent de nombreux pigments (Wawrik B et al.,2007).Les mélanines
sont régulierement utilisées en pharmacologie et en cosmétique. Streptomyces virginiae a
produit le niveau le plus ¢élevé de pigment dans le milieu peptone- extrait de levure-fer, suivi

de la tyrosine en milieu liquide.

Figure 14. Pigments colorés diffusibles produits par diverses actinobactéries (Zain al
Abidin, 2020). A : Pigment color¢ diffusible marron, B : Pigment diffusible noir, C :
Pigment violet, D : Pigment diffusible rouge et E : Pigment bleu.
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L'actinomycéte producteur de pigments Streptomyces hygroscopicus a montré une activité
antibactérienne contre de nombreux pathogénes résistants aux médicaments Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (MRSA), Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine
(VRSA), et les souches de B-lactamases a spectre étendu (BLSE).Les especes de Streptomyces
produisent un pigment antibiotique jaunatre, le 4-hydroxynitrobenzéne. Lorsque le pigment
jaune a été extrait dans le chloroforme et a montré une activité contre Bacillus subtilis et
Shigella shiga. De plus, I’extrait d’acétate d’éthyle du pigment violet posséde une forte
activité inhibitrice contre Bacillus. subtilis, Staphylococus. aureus et Serratia marcescens
(Zainal Abidine et al., 2020).

Les pigments microbiens ont des activités antibiotiques ou anticancéreuses et peuvent étre
utilisés sans danger par I'homme. Sont également sans danger pour I'homme. Quelques-uns
d'entre eux sont également démontrés comme des pigments de qualité¢ alimentaire. Ils sont
faciles a produire et sont é¢galement économiques(Amal et al., 2011 ;Sathi et al., 2002) . Les
streptomycetes est une classe importante sur le plan industriel, qui ont la capacité de produire
de nombreux antibiotiques et pigments.

La capacité de ces organismes a produire des pigments dépend des diverses conditions de
nutrition et de culture, ou elle peut étre fortement augmentée ou complétement perdue. Il est
donc trés important d'améliorer la bonne combinaison des différentes conditions de culture
pour la croissance et la production de pigments. Un pigment biologique est produit par
Streptomyces coelicolor, Streptomyces violaceusruber et Streptomyces lividans. 11 est de

couleur bleue et basé sur le pH (FigurelS)(Moore et al., 1999).

Figure 15. Vue panoramique de Streptomyces coelicolor comprenant l'antibiotique bleu
actinorhodine est excrété dans le milieu et dans des gouttelettes aqueuses sur la surface
hydrophobe de la colonie (Thompson et al., 2002).
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Ce pigment a différentes applications telles qu'un antibiotique contre les bactéries Gram
positive, un indicateur dans les laboratoires, etc. En raison de sa capacité a présenter des
couleurs spéciales en milieu acide et alcalin et enfin, I'actinorhodine peut étre utilisée dans
l'industrie alimentaire lors de la fabrication de boissons, de desserts, etc. Et peut méme étre
utilisé dans l'industrie cosmétique. Le champ d'application complet du pigment n'a pas encore

¢été exploré (Morens et al., 2004).

7.8. Enzymes commerciales

La valeur des enzymes commerciales s'est considérablement augmentée grace a leurs
différentes utilisations dans l'industrie pharmaceutique, alimentaire et des détergents. Les
actinomycétes ont une différente enzyme active qui est capable de catalyser différentes
réactions biochimiques avec de nouvelles enzymes. Les applications de quelques enzymes

commerciales sont énumérées dans le Tableau 7(Kumar et al., 2014).

Tableau 7. Enzymes d'intérét commercial produites par les actinomycetes et leur
application (Kumar et al., 2014).

I[Enzyme Souches Utilisation Application Reférences
Actinomycetes industrielle
Protéase S, galbus Détergents Détergents ( Nanjawade
production de fromage Alimentation et a/,2010 )
Clarification - biere hypocalorique Brassage
Démasquer Cuir
[Traitement du caillot sanguine Medicine
Cellulase S. actuosus Détachage, Finition Denim,modification des Finition denim, (Umamahesw
fibres de papier et de pate satinage Coton ary et
al.,2005)
Lipase S. griseochromogenes  |Enlévement des taches Détergent (Murugan et
Stabilité de la pate et conditionnement Patisserie al,2007)
Dégustation de fromage Laitiere
Désencrage, nettoyage Textile
Xylanase S. rameus Conditionnement de la pate Patisserie ( Gorajana et
Digestibilité Ia_ r?ilrlnngﬂelzentatlon a/,2005)
Booster de blanchiment Papier et pate
Pectinase S. fradzae Clarification, brassage Boisson (Li et a/.,2005)
Snztrosporeur
Récurage Textile
IAmylase S. aureofasciculus, Soness de pain Détergent ( Kundu et
S. galilaeus al.,2006)
Elimination du volume des taches Patisserie
Désencrage, amélioration du drainage Papier et pate
Production de sirops de glucose et de fructose |L'industrie de
I'amidon
Elimination de I'amidon des tissus [Textile
Glucos oxidase |Streptomyces sp. Renforcement de la pate Patisserie (Sato et
Akaji,1980)
Lipoxygenase |Streptomyces sp. Blanchiment du pain Patisserie (Petrova et
al,2006)
Phytase Phytate |S. ambofaciens Digestibilité L'alimentation (Komoda et
S. lienomycini, animale al., 2004)
Peroxidase Thermomonospora fusca |Elimination de I'excés de colorant Textile (Greiner,2004)
S. viridosporus
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B-galactosidase |streptomyces sp. Hydrolyse enzymatique du lactose provenant |Laitiére (Crawford et
du lait/petit-lait ou du lactose pur al.,1981)
L-asparaginase |S. aureofasciculus, Industrie ( Anisha et
S. canus, Réduire la formation d'acrylamide, un alimentaire Prema, 2008)
5. chatt_‘?noo_genegs lagent cancérigéne présent dans les
S.hawallensis, produits alimentaires riches en amidon.
S.olivoviridid,
S. orfentalis,
S. plicatus
L-glutaminase |S. rimosus, S. galbus  |Agent exhausteur de go(it dans les aliments  [Industrie (Koshy et
alimentaire al.,,1997;Sahu
et a/, 2007)
Kératinase Doretomycetes L'alimentation animale Industrie de la (Umamahesw
microspores volaille ari et
al.,2003)
Petinase Thermomonospora flisca |Rouissage et démucilagination des plantes a8  [Industrie textile (Sivakumar et
S. viridochromogenes  fibres al.,2007)

Les espeéces de Streptomyces produisent des enzymes importantes comme l'amylase, la
protéase et la protéolyse et la cellulose, qui ont des applications commerciales dans
différentes industries (Kundu S et al., 2006) . La L-glutaminase, la Lasparaginase, et l'a-
galactosidase jouent un role efficace dans le biocyclage du carbone et de 1'azote dans l'eau et
sédiments naturels. La L-glutaminase et la L-asparaginase ont montré des activités
antitumorales et ont été produites par des Streptomycetes marins ( Sahu et al., 2007 ;
Vignardet et al., 1999). Le marché mondial des enzymes industrielles n'a cessé de croitre en

raison de diverses fusions et acquisitions (Figure 16).

(2011) (2016)
(a) (b)

Figure 16. Marché mondial de l'industrie des enzymes dans les années a (2011) et b (2016)
(Prakash et al.,2017).
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Les enzymes alimentaires et de boissons ont fait I'objet d'une grande attention au cours des
derniéres décennies. Il y a d'autres augmentations du nombre de brevets au cours des

décennies en échelle droite, comme le montre la (figure 17)(Prakash et al., 2017).

5000 ¢
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500

Number of patents

1970-79  1980-89  1990-99  2000-09  2010-13

Years
Figure 17. Croissance du nombre de brevets délivrés pour d'importantes enzymes

industrielles au cours des derniéres décennies (Prakash et al.,2017).

7.9. Inhibiteurs enzymatiques

Les inhibiteurs d'enzymes sont de plus en plus considérés comme des outils précieux, non
seulement pour 1'étude des structures enzymatiques et des mécanismes de réaction, mais aussi
pour leur potentiel d'amélioration dans l'industrie pharmacologique (Stutzenberger ,1987).
Les actinomycetes marins sont des sources prometteuses pour la production d'inhibiteurs
d'enzymes (Bode et Huber ,1992 ; Sun et al., 2015) , Il a été rapporté que différents types
d'inhibiteurs d'enzymes tels que la N-acétyl--D-glucosaminidase, la pyroglutamyl peptidase,
et les inhibiteurs de l'a-amylase sont produits d’actinomycétes marins. Les inhibiteurs de
I'amylase contiennent des substances qui empéchent l'amidon alimentaire d'étre consommé
par l'organisme. Les inhibiteurs peuvent étre utiles pour la perte de poids. Les inhibiteurs de
l'alpha-amylase sont produits par Streptomyces corchorushii et Streptomyces sp. CCS5
respectivement(Sun et al., 2015) . Streptomyces toxytricini a produit la lipstatine, qui est un

inhibiteur trés exceptionnel de la lipase pancréatique .(Weibel et al., 1987)
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7.10. Composés anti-inflammatoires

L'acide saphénique et la lipomycine se sont des molécules qui ont une activité anti-
inflammatoire produite par des actinomycetes marins (Manivasagana et al., 2014). Il a
¢galement été indiqué que Micromonospora sp produisait des composés bioactifs ayant une
activité anti-inflammatoire ainsi qu'une activité antimicrobienne(Jayaprakashvel , 2012).
Streptomyces arenicola produit également les métabolites anti-inflammatoires cyclomarine A
et C, ou il a été rapporté que la cyclomarine A a une action anti-tuberculeuse et antipaludique
(Barbie et Kazmaier ,2016). Il a ét¢ remarqué que I'enflure diminuait lorsque la cyclomarine

A était administrée par voie topique ou intrapéritonéale (Imade et Okami ,1995).

7.11. Aliments protéiques unicellulaires

Les actinomycetes marins peuvent tre utilisés comme farine de poisson. Les actinomycetes
peuvent produire des métabolites secondaires qui peuvent améliorer le développement des
jeunes poissons et crevettes. Certains de ces métabolites, par exemple la boromycine,
I'aplasmomycine (Raja ,2007) , et des acides aminés réguliers comme l'alanosine, 1'acide
amino-dichlobutyrique, 1'azaleucine et la 4-oxalysine (Nakamura et al., 1977) . Les jeunes
crevettes nourries avec des aliments incorporant d'actinomycétes ont montré un taux de
développement plus élevé, une Conversion alimentaire et une teneur en protéines plus élevée
(Nakamura et al., 1977) . Ainsi, Parmi les sources de protéines inhabituelles, la protéine
unicellulaire d'origine microbienne semble étre un substitut prometteur aux poissons, qui peut

remplacer jusqu'a 25 a 50 % de farine de poisson dans les exploitations aquacoles.

7.12. Biosurfactant

Un biosurfactant est une molécule active en surface produite principalement par des micro-
organismes. Le terme fait référence a des composés ayant une certaine influence sur les
interfaces. L’évaluation des agents tensioactifs est réalisée par des tensions superficielles.
Dans la littérature, les termes surfactant et émulsifiant sont souvent utilisés de maniére
interchangeable (Fiechter, 1992 ;Feller et al., 1998).

Les biosurfactants présentent de nombreux avantages en raison de leur spécificité, de leur
biodégradabilité et de leur moindre toxicité. En outre, 1'efficacité de ces biosurfactants a agir
dans des conditions extrémes de température, de pH et de salinité. Les actinomyceétes jouent
un role vital dans la production de bioémulsifiants. Les dimycolates de tréhalose produits par

certains actinomycetes comme Nocardia sp (Thampayak et al., 2008).Streptomyces
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griseoflavus et Nocardiopsis Al7 ont également produit de nombreux biosurfactants

(Chakraborty et al., 2015).

7.13. Bioherbicides

Une autre application intéressante de I'Actinobacteria est l'utilisation de leurs métabolites
secondaires comme herbicides contre les mauvaises herbes indésirables .Streptomyces
saganonensis produit des herbicides et des herbimycines qui contrdlent les mauvaises herbes
monocotylédones et dicotylédones. L'anisomycine, produite par Streptomyces sp , est un type
d'inhibiteur de croissance pour les mauvaises herbes herbacées annuelles telles que le gazons
de crabe et les mauvaises herbes a feuilles larges; L'anisomycine peut détruire la capacité des
plantes a synthétiser la chlorophylle de méme, le bialaphos, un métabolite de Streptomyces
viridochromogenes, est largement utilis€é pour controler les mauvaises herbes herbacées
annuelles et pérennes et les mauvaises herbes a feuilles larges en inhibant la synthése de la
glutamine. L'anisomycine peut produire de petites graines de barnyardness et crabe commun
mort au-dessus de 50 ppm et inhiber la croissance de radicelle inférieure a 12,5 ppm. Sa
synthétase peut accumuler de I'ammoniac et contrdler la phosphorylation photosynthétique,
provoquant la mort de la plante (Xiliang , 1994) . S. hygroscopicus produit de la coformycine
carbocyclique et de I'hydantocidine, ce qui peut réduire la synthetase de I'aclenylosuccinate en
augmentant le contenu de I'ATP et en retenant la synthése (Pillmoor , 1998). De plus, la
phthoxazoline, I'hydantocidine et I'homoalanosine de Streptomyces sp. Peut contrdler
plusieurs mauvaises herbes (Yan Chu, 1993). (Dhanasekaran et al., 2010) ont signalé¢ que
Streptomyces sp. Avaient la capacit¢ d'inhiber la croissance d'Echinochiloracrusgalli.
Aussibien,Streptomyces sp.KA1-3,KA1-4,KAl-7et KA23A ont été trouvés hautement
efficace contre E. rotundus (Dhanasekaran et al., 2012) . Activité herbicide des composés
bioactifs N-phénylpropanamide et N (naphtaléne-1-yl) propanamide de Streptomyces sp.
KAT1-3 (Priyadharsini ef al., 2013 ) a également été évalué.

7.14. Biodégradation des polluants

Les actinobactéries marines ont une capacité marquée a dégrader des molécules complexes
comme le pétrole. Rhodococcus sp et Mycobacterium sp, font partie des actinobactéries
marines capables de dégrader une gamme de hydrocarbures (Sharma et Pant, 2001) .Les
grandes marées noires sont I'une des catastrophes environnementales les plus dramatiques et
les plus terribles.Les scientifiques ont étudi¢ 1'utilisation des actinomycetes marins dans le

nettoyage des déversements d'hydrocarbures, car ils dégradent les hydrocarbures présents
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dans le pétrole en les utilisant comme source de carbone et ils se développent beaucoup plus

lentement que les autres souches bactériennes.

7.15. Effet de biosorption

La biosorption considérée comme une méthode alternative d'élimination des polluants
métallique. C'est simple, efficace et économique. De nombreuses industries telles que les
industries de la tannerie, des revétements, de l'automobile, de l'aérospatiale et de l'acier
produisent une grande quantit¢ d'eaux usées contenant différentes concentrations de Cu+2,
Zn+2 et Cr+2. Ces concentrations sont souvent trop faibles pour étre traitées par des méthodes
standard.Principales technologies couramment utilisées dans la récupération des ions
métalliques sont la précipitation, coagulation et absorption, échange dans les eaux usées
industrielles ionisation, traitement des membranes et extraction par solvant. Ces technologies
souffrent de divers inconvénients (Volesky, 2001).

Utilisation de matériaux et de déchets biosourcés bon marché comme absorbants il s'aveére que
les ions métalliques dissous peuvent apporter une solution économique a ce probléme
Mondial. Dans les travaux de biosorption menés en Algérie, les recherches ont proposé
nouveau biosorbant pour le traitement des eaux riches en métaux lourds et autres substances
contaminants : Streptomyces rimosus, bactéries mycéliennes, Gram positive, d’actinomycetes.
Dans toutes les études, la biomasse de Streptomyces rimosus est obtenue a partir d’une usine
de production d'antibiotiques (oxytétracycline) de Médéa (Algérie) Capable d'accumuler des
ions métalliques a partir de solutions aqueuses diluées (Selatnia et al., 2004).Ce biosorbant a
démontré son efficacité pour le traitement des eaux riches en métaux lourds tels que le zinc
batch (Mameri et al., 1999), le cuivre, le zinc et le chrome (Chergui et al., 2006 ) Plomb
(Selatnia et al., 2004a) Cadmium (Selatnia et al., 2004b) Nickel (Selatnia et al., 2004) et fer
(Selatnia et al., 2003), bleu de méthyleéne (Yeddou et al., 2006).
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Chapitre II: Matériels et méthodes

I. Origine des échantillons et isolement des actinobactéries.

1. Les échantillons de sols

L'isolement des actinomycetes est réalis¢ a partir de cinq échantillons de sol provenant de
régions arides et semi-arides non cultivées d’Algérie (Ain Safra, Bougtob, Tamanrasset)
(Figure 18). Les ¢échantillons sont prélevés entre décembre 2019 et janvier 2020. Tableau 08
décrit les caractéristiques des échantillons.

Tableau 08. Situation géographique des stations d’échantillonnage pris par GPS.

code de Région Altitude Latitude (N) longitude (E) Etage
I’échantilon (metres) Bioclimatique
Ech 1 Ain Safra (Naama) 33°26'22"
1075 0°34'60" Semi aride
[Ech2 Bougtob (El-Bayadh) 34°02'33"
1039 0°05'21" Semi aride
[Ech 3 La Cite (Tamanrasset) 22°47'13"
1400 0°05'21" ride
Ech 4 L’Oued 22°47'13"
(Tamanrasset) 1400 0°0521" Aride
Ech 5 Rhizospherd’Accacia 22°47'13"
(Tamanrasset) 1400 0°05'21" Aride
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Figure 18. Sites de prélévement des échantillons de sol (www.mapsofworld.com).
Q Sites d’échantillonnage

2. Echantillonnage

Cing échantillons de sol sont prélevés aseptiquement a une profondeur de 10 a 20 cm et

placés dans des sacs (ou sachets) stériles a raison de 200 g par échantillon. Ils sont ensuite

conservés a 4°C jusqu'a I’utilisation. L’échantillon de sol est d’abord séché puis broyé pour
faciliter I’isolement bactérien.
3. Mesure de pH des échantillons
Le pH de I’échantillon du sol est mesuré dés 1’arrivée au laboratoire selon la technique

de (Pochon et Tradieux ,1962), qui consiste a déterminer la valeur du pH d’une suspension

du sol en eau distillée, en mettant 5g de sol dans 12,5 ml d’eau distillée stérile.
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4. Isolement des actinobactéries
4.1. Prétraitement des échantillons de sols
Les ¢échantillons de sols sont prétraités pour ¢Eliminer certaines bactéries
indésirable et favoriser la croissance des actinobactéries, a cette fin deux méthodes

sont appliquées.

A /le Séchage
Sécher I'échantillon de sol a température ambiante pendant 7 jours ou dans un
dessiccateur sous vide. L'effet de ce prétraitement est de réduire la résistance de la
flore bactérienne indésirable a ce traitement (a4 l'exception des actinomycétes)
(Suwan et al., 2012).
B / Enrichissement de 1'échantillon en bicarbonate de
calcium(CaCQO3)
Cette méthode consiste a mélanger 10 g d'échantillon de sol avec 1 g de
CaCo3; incuber le mélange dans une étuve a 40°C en milieu humidifi¢ pendant 7 a 9
jours. L'avantage de ce prétraitement est de réduire la flore fongique et

Augmentation du nombre d'actinomycetes (Arshad et al., 2012).

4.2. Les milieux de cultures utilisés

Les milieux de cultures utilisés pour isoler les actinomycetes comprennent :
* Milieu GYM (gélose-yeast-extrait de malt)(annexel) (Wink et al., 2015).
* Milieu ISP2 (International streptomycesProject)(annexel) (Ara et al., 2012).

Apres autoclavage et refroidissement des milieux a une température d'environ 45°C, 5 pg /ml
d'Actidione et 5 pg / ml de rifampicine sont ajoutés de manicre aseptique au milieu. L'ajout de
ces deux composés (actidione et rifampicine), d'une part, réduire la flore des champignons,

d'autre part, il réduire le nombre de bactéries (Gram Négatif).

4.3. Préparation de la suspension-dilution et ensemencement
La méthode d'isolement utilisée est la dilution en suspension (Rapilly, 1968),
suivie d'un étalement sur milieu approprié versé dans des boites de Pétri stériles. Des
solutions meres sont préparées en ajoutant 5 g de terre fine (traitée selon la méthode
décrite ci-dessus) a 45 ml d'eau distillée stérile correspondant a la dilution de la
solution mere. Aprés homogénéisation de la dilution initiale par vortex (Bastide,
1986 ; Kitouni, 2007), Une séric de dilutions 107'a 107est préparée. Etalez 100 pl

des trois derniéres dilutions (107,10%,10°) sur la surface du milieu de culture en
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triple exemplaire pour chaque dilution, ou mélangez 1 ml avec du milieu ISP2 en
surfusion. Les boites sont ensemencées et ensuite incubées dans une étuve a 28 +
2°C pendant 7 a 21 jours (Rahman et al, 2011).Pour isoler les souches bactériennes

d'intérét, deux méthodes d'inoculation sont appliquées.

4.3.1. Ensemencement en masse
La méthode consiste 4 placer d'abord 01 ml de la dilution 10™* ou 10”dans une boite de Pétri,
puis a verser environ 15 ml de milieu ISP2 ou GYM en surfusion. Homogénéiser le contenu
de la boite de Pétri en l'agitant dans un mouvement circulaire lent, puis incuber a 28+2°C

pendant 07 - 21 jours.

4.3.2. Ensemencement en surface
La méthode consiste 4 déposer 0,1 ml de dilutions 10 et 10 de chaque échantillon a la
surface d'une gélose ISP2 ou d'un milieu GYM et a étaler a l'aide de pipettes Pasteur stériles.

Incuber la boite a 284+2°C pendant 7-21 jours.

5. Reconnaissance des actinobactéries

Pendant la période d'incubation, inspecter périodiquement les boites de Pétri inoculées a I'ceil
nu et au microscope optique (grossissements x10 et x40) pour observer la morphologie des
colonies d'actinomycétes. Ces observations ont permis d'identifier les isolats bactériens
recherchés. Les caractéristiques morphologiques et culturelles qui permettent 1'identification
des actinomycetes sont soigneusement étudiées. Selon certains auteurs, ces colonies
bactériennes sont noyées dans le milieu de culture et ont un aspect poudreux corné avec un

centre proéminent aux bords frangés (Girard et Rougieux, 1967).

6. Dénombrement et Sélection des Actinomycétes

Les colonies bactériennes présentant les caractéristiques ci-dessus sont sélectionnées puis

comptées (nombre de colonies par échantillon) (Meklat, 2012).

7. Purification et conservation des actinobactéries

Les colonies sélectionnées sont prélevées délicatement a 1’aide d’une anse
stérile puis purifiées par stries sur milieu GYM ou ISP2.Les isolats obtenus sont

numérotés et ensemencés dans des tubes contenant le méme milieu en position
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inclinée. Les tubes sont incubés a 28°C pendant 7 jours puis conservés a 4°C
(Arifuzzaman et al., 2010). Les isolats sont repiqués régulicrement sur milieu ISP2

tous les 2 mois.

I1. Criblage de I’activité antimicrobienne des actinobacteries

Le criblage des isolats d'actinomycetes pour leurs propriétés antibactériennes
et antifongiques permet de sélectionner les isolats ayant l'activité antimicrobienne la

plus intéressante. Ces isolats feront 1'objet d'études ultérieures.

1. Microorganismes-cibles

Les micro-organismes cibles proviennent de la collection du Laboratoire de Microbiologie de
'Université Djillali Liabés Sidi Bel Abbés, dont la plupart sont catalogués et déposés dans la
base de données des dépdts mondiaux (souches ATCC). Les milieux utilisés pour la
purification et l'obtention de jeunes cultures de bactéries cibles sont le milieu PDA pour les
champignons, l'agar nutritif pour les bactéries et les levures. Le Tableau 09 liste les
caractéristiques de ces microorganismes. Les souches bactériennes et les levures sont
réactivées dans 9 ml de bouillon nutritif, puis incubées a 37 °C pendant 18 a 24 h (bactéries)
et 3 a 5 jours (levure). Les souches fongiques sont repiquées sur milieu PDA. Les souches
indicatrices sont sélectionnées en fonction de leur pathogénicité chez I'homme et les plantes et

de leur contribution a la détérioration des aliments pendant la conservation.

Tableau 09. Caractéristiques des souches indicatrices

Microorganismes Coloration de Gram Origine
1.Staphylococcus aureus Gram Positif ATCC 44300
2. Staphylococcus aureus ATCC 25923
3.Staphylococcus aureus ATCC 33591
(MRSA)

4. Bacillus cereus ATCC 11778
S. Listeria monocytogenes ATCC 19114
6. Micrococcus luteus ATCC 10240
7. Enterococcus faecalis ATCC 29212
8.Citrobacter frendii Gram Négatif ATCC 43816
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9. Escherichia coli ATCC 25922
10. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
11. Klebsiella pneumonia ATCC 14028
12. Acinetobacter boumanii ATCC 17978
13.Enterobacter aerogenes ATCC 13048
14. Candida albicans Levures ATCC 10231
15. Penicilluim spp champignons phytopathogénes INPV
16. Aspergillus niger INPV
17. Phytophthora infestans INPV
18. Endosporuim spp INPV
19. Rhizopus oryzae INPV

ATCC*: American Type Culture Collection
INPYV : Institut Nationale de Protection des Végétaux

1.1. Standardisation des inocula

Pour utiliser une charge identique pour tous les microorganismes cibles, il est nécessaire de
standardiser tout les inocula. A partir d’une culture de 18h sur milieu Muller Hinton, une
suspension dans 1’eau physiologique de chaque bactérie cible est préparée. La densité
cellulaire de chaque suspension est ajustée par dilution dans de 1’eau physiologique stérile et
en comparaison avec la solution 0,5 Mc Farland (une densité optique égale a 0,5 a 650 nm) de
facon a obtenir une concentration finale de 106 UFC/ml aprés incorporation dans le milieu

(Cavalla et Eberlin, 1994).

La standardisation des champignons est effectuée par la méthode de suspensions dilutions par
mesure de la densité optique (DO = 0,5) avec un spectrophotométre (Shimadzu UVmini.
1240) a différentes longueurs d’onde selon le germe. Le dénombrement des spores est
effectué a 1’aide de la cellule de Malassez. La charge de I’inoculum utilisée est de 107 spores

/ml (Billerbeck et al., 2002 ; Matan et Matan, 2008).
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2. Tests d’antagonismes (étude de ’activité antagoniste invitro)

L’activité antimicrobienne des actinobactéries est évaluée par la méthode des cylindres
d’agar.
2.1. Etude de ’activité antibactérienne
2.1.1. Méthode des cylindres d’agar

La mise en évidence de I’activité antibactérienne des isolats d’actinobactéries a été également
réalisée par la méthode des cylindres d’agar sur milieu Mueller-Hinton. Cette méthode
consiste a ensemencer les isolats d’actinobactéries en stries trés serrées a I’aide d’une anse
stérile et d’'une manieére homogene a la surface du milieu ISP2. Les boites sont incubées a 28+
2°C pendant 14 jours (Meklat, 2012). Aprées incubation, des cylindres de gélose de 6 mm de
diametre sont découpés aseptiquement a 1’aide d’un emporte-piece puis déposés a la surface
du milieu Mueller-Hinton, préalablement ensemencé par le germe cible (Djinni, 2009). Les
isolats d’actinobactéries libérent leurs métabolites secondaires dans le milieu au cours de leur
croissance. Les boites ensemencées sont maintenues a 4° C pendant 2h avant d’étre incubées

a 37 °C. Les zones d’inhibition sont mesurées apres 24 h d’incubation a 37°C.

2.2. Etude de ’activité antifongique
La production de métabolites antifongiques par les souches d’actinomycétes est mise en

¢évidence par la technique des cylindres d’agar en utilisant le milieu Sabouraud.

2.2.1. Préparation des suspensions fongiques
Les champignons filamenteux sont repiqués sur milieu PDA et incubés a 28°C pendant 5
jours. Une suspension sporales des souches cibles (Endosporuimspp ,Phytophthora infestans,
Penicillium spp, Aspergillus niger,Rhizopus oryzae), sont préparées en grattant la surface de
la culture a I’aide d’une spatule stérile afin de récupérer les spores et les mélanger par vortex

a 10 ml d’eau physiologique stérile.

2.2.2. Mise en évidence des activités antifongiques
Les souches d’actinomycetes sont ensemencees en stries serreées sur milieu ISP2 etincubées a
28°C pendant 7 joursdes cylindres de 6mm de diametre et placés sur le milieu
Sabouraud ,preablablement,ensemence a 1’aide des écouvillons par des suspensions sporales
fongiques des souches tests, les boites sont laissées a 4°C pendant 4 heures,pour assurer une
bonne diffusion du metabolite antifongique,puis incub¢es a 28°C. Les diametres des zones
d’inhibition sont mesures aprés 48 heures d’incubation pour les champignons cibles (

Lemriss et al., 2003 ).
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2.3. Lecture
Aprés incubation, la présence des zones d’inhibition indique un résultat positif. Cette zone est
observée autour des disques d’actinomyceétes ce qui signifie que ces bactéries produisent des
molécules antimicrobiénnes capables de stopper la croissance des bacteries et des
champignons tests. Le diamétre d’inhibition est mesuré par une régle graduée. L’absence de

zones d’inhibition claires autour des disques d’agar, indique un résultat négatif.

3. Choix des meilleurs isolats d’actinobactéries antagonistes

Les isolats retenus sont ceux qui expriment les meilleurs résultats des tests de 1’activité
antimicrobienne (diameétre supérieur ou €gal a 10 mm) vis-a-vis d’une large gamme de

microorganismes cibles.

I11. Etude de I’activité antibiotique de la souche sélectionnée

Une souche d’actinobactérieest sélectionnée comme meilleur isolat antagoniste afin d’étudier

ces composés actifs.

1. Cinétiques de production des antibiotiques en milieu liquide

La cinétique de production des métabolites suspecté (antibiotique) est réalisée dans le milieu

de culture AF ou ISP2 a pH 7,2 durant 14 jours.

2. Préparation de pré-culture

Pour obtenir une préculture, les spores d’actinomycetes sont utilisées pour inoculer des tubes
contenant chacun 03 ml de milieu AF (Actinomycetes fermentation) liquide. Les tubes sont
ensuite incubés a 28+ 2°C et maintenus en agitation dans un shaker a 250 rpm pendant 48
heures.
2.1. Ensemencement en fioles agitées

Des Erlenmeyer de 500 ml contenant chacun 100 ml de milieu AF liquide (pH : 7,2) sont
ensemencées par un inoculum bactérien (01 mg d’actinobactéries) dans 3 mlde milieu AF
liquide. Les cultures sont incubées a 28+ 2°C et maintenues en agitation dans un Shaker a 250

rpm pendant 14 jours.

2.2. Cinétique de production de la substance antimicrobienne
La cinétique de production d'antibiotiques est réalisée pour déterminer le temps optimal de
production. L'évolution de cette production est appréciée en ¢étudiant l'activité

antimicrobienne toutes les 24 heures et en mesurant le pH pendant 14 jours. Dans des
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conditions aseptiques, des échantillons sont prélevés dans les flacons agités toutes les 24
heures pendant la fermentation. Le volume prélevé est généralement de 4 ml. Les résultats
sont exprimés comme la moyenne de deux mesures obtenues a partir de chaque flacon
Erlenmeyer. L'activité antibiotique est déterminée par la méthode du puits (Wu, 1984). Cette
expérience est réalisée sur certaines souches bactériennes ATCC. La méthode consiste a
préparer du milieu ISP2 ou Mueller Hinton contenant 12g/1 d’agar-agar (pour faciliter la
diffusion des antibiotiques), maintenu en surfusion a 44°C et pré-ensemencé avec une
suspension des microorganismes cibles.Le milieu est ensuite versé¢ dans des boites de Pétri..
Une fois le milieu est complétement solidifié, creusez des puits a 1'aide d’un emporte- piece
de 10 mm de diametre. Prélever aseptiquement un volume de 150 pl de surnageant de culture
a analyser a l'aide d'une micropipette (embout stérile) et l'introduire dans le puits. Les boites
sont laissées a 4°C pendant 2h pour faciliter la diffusion de la substance active tout en
stoppant temporairement la croissance bactérienne, puis les boites sont incubées a 37°C. Les
résultats sont lus en mesurant le diameétre de I'anneau d'inhibition autour du puits apres 24
heures d'incubation bactérienne, 48 heures d'incubation de levure et 36 heures d'incubation

fongique (Saadoun et Muhana, 2008 ; Gebreyohannes et al., 2013).

2.3. Extraction de la substance antimicrobienne (filtrat de culture)

Les substances antibactériennes sont extraites des filtrats de culture a l'aide de
divers solvants organiques. A cette fin, chaque souche d'actinomycete est inoculée
dans deux flacons Erlenmeyer de 500 ml contenant chacun 100 ml de milieu AF
liquide (pH = 7,2 ; agit¢ a 250 tr/min. Incuber a28+2°C. Apreés avoir optimisé¢ la
production d'antibiotiques, divisez le filtrat en 4 aliquotes de 50 ml chacune et
mélangez ces filtrats avec des volumes ¢égaux de chacun des quatre solvants
sélectionnés : le n-hexane, le dichlorométhane, le n-butanol et I'acétate d'éthyle
mélanger pour obtenir une solution aqueuse et phases organiques dans une ampoule
a décanter (V/V). Afin de déterminer quel solvant extrayait le mieux les
antibiotiques  (quantités importantes), les phases organique et aqueuse sont
récupérées puis déshydratées sur papier filtre (Whatman n° 1) Contient du sulfate de
sodium anhydre (entonnoir + papier filtre + 2 g de sulfate de sodium) pour éliminer
les traces d'eau résiduelles et les éventuels contaminants hydrophiles présents. Les
extraits des différentes phases organiques et aqueuses sont concentrés a sec sous

vide (40°C) a l'aide d'un évaporateur rotatif, puis dissous dans 1 ml de méthanol. Les
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extraits sont testés pour l'activit¢ a l’aide des puits de 06 mm de diametre ou de

disques de papier (antibiographie) (Harir et al., ,2018).

2.4. Choix du solvant d'extraction optimal
Afin de sélectionner le meilleur solvant pour l'extraction des substances
antimicrobiennes, l'extrait obtenu a partir du filtrat de culture est test¢ contre un
microorganisme  cible  sélectionné :  Staphylococcus  aureus(MRSA)  ATCC
33591.Lire les résultats aprés 24 heures d'incubation a 28+2°C. 1l s'agit de
déterminer le diametre de la zone d'inhibition autour du disque. Le solvant qui a
fourni le diamétre d'inhibition le plus élevé est considéré comme le meilleur solvant

d'extraction (Aouiche et al., 2015).

3. Révélation microbiologique de la substance antimicrobienne « bio-
autographie»

Une méthode de mise en ceuvre de la bioautographie (Betina, 1973). C'est la
révélation microbiologique du chromatogramme. Elle consiste a la détection et la
localisation de sites actifs indépendants présents dans I'extrait en déterminant leur
nombre et leur RF (Rapport frontal). Chaque plaque est ensuite placée
horizontalement (tout en étant maintenue élevée avec une baguette de verre) dans
une boite en polyéthyléne (22 x 24 cm) dont l'atmosphére est humidifiée avec du
papier de Joseph imbibé d'eau distillée stérile. Le dispositif est stérilisé sous lumiere
UV a 254 nm pendant 45 min. Simultanément, incuber 50 ml de milieu ISP2
surfondu (& un taux de 7 g/l d'agar) a 45°C avec la suspension de micro-organismes
cibles (10°%/ml). A laide d'une pipette stérile, répartir le milieu ensemencé sous
forme d'un film uniforme sur la plaque de silice. Une fois l'agar solidifi¢, ajouté 2 a
3 gouttes d'eau distillée stérile au fond de la boite de Pétri et au papier pour aider a
maintenir une atmosphére humide, ce qui retarde le séchage de la gélose pendant
lI'incubation. Placer la boite de Pétri a 4°C pendant 2 h pour empécher la croissance
de micro-organismes cibles tout en permettant au composé de diffuser de la plaque
de silice dans l'agar. Les boites sont ensuite incubées a 37°C. La lecture se fait apres
24 heures. Observer la zone d'inhibition du site actif, et calculer le RF de
I'antibiotique selon la formule suivante : RF = Distance de migration entre dépot et

sites actifs / Distance de migration entre dépot et front de solvant.
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4. Séparation de I’extrait brut sur chromatographie couche mince(CCM).

Nous utilisons des plaques de silice Kiesel gel HF254-366 et des cuvettes de chromatographie
ascendante. A l'aide d'une micro seringue, déposer un volume de 25 pl de chaque extrait
organique en un point sur la plaque. La plaque est séchée a l'aide d'un séchoir et placée dans

unecuve de chromatographie dont I'atmosphére a été pré-saturée en solvant.
Systéme de solvant utilisé :

-Acétate d'éthyle-méthanol (AM) (100-15, v/v) (Badji et al., 2005)
-Dichlorométhane-méthanol (96-4, v/v) (Andriambololona, 2010)

L'atmosphere de la cuve chromatographique contient 100 ml du systéme solvant. Apres
développement, lorsque le front de solvant s'est déplacé a une distance d'environ 17 cm du
dépot de 1'échantillon, la plaque est retirée de la cuve et laissée sécher a température ambiante.
Le chromatogramme a ensuite été observé visuellement et sous lumiere UV des taches
localisées montrant une absorbance a 254 nm ou une fluorescence a 365 nm. L'extrait brut est
séparé¢ par chromatographie sur couche mince (CCM).
4.1. La semi-purification des fractions séparées par CCM :

L'extrait brut est semi-purifi¢ par chromatographie sur couche mince de silice pour obtenir un
nombre suffisant de fractions isolées pour pouvoir déterminer lesquelles d'entre elles sont

biologiquement actives.

Déposer des volumes de 250 a 600 pul de chaque extrait concentré en fines bandes continues
sur des plaques de gel de silice. Celles-ci sont ensuite développées dans les ¢éluant
préalablement sélectionnés pour localiser avec précision les taches correspondant aux

différents composants séparés.

Une fois la migration terminée, la silice présentant des taches est récupérée en découpant la
feuille en bandes a chaque endroit et en les introduisant individuellement dans des tubes a
essai secs contenant chacun 2 ml de méthanol (Boucheffa, 2011 ; Tighidet, 2011), une fois la
silice complétement absorbée dissous dans du méthanol sous agitation continue a température
ambiante pendant 30 min. La silice est ensuite ¢liminée par filtration (Lamari, 2006). Les
filtrats méthanoliques limpide sont recueillis et leur activité est controlées (Pazhanimurugan

et al., 2010).
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4.2. Controle de I’activité de chaque composant séparé :
Apres ’extraction et la semi-purification des fractions séparée, il est indispensable de
tester 1’activité inhibitrice de celles-ci, par la méthode des puits sur gélose PDA ensemencé
par écouvillonnage selon la méthode CLSI a partir d’une suspension fongique préparée a

partir d’une culture pure du germe cible le plus sensible (Lamari, 2006 ; Tighidet, 2011).

Chaque puits recevra le volume de 20 pl de chaque fraction séparée par chromatographie
précédemment, 1’existence d’un puits témoin contenant le méme volume de méthanol est
indispensable afin de démontrer si ce dernier a une activité inhibitrice vis-a-vis de la souche

cible testée.

Les boites sont ensuite déposées a une température de 4°C pendant 2h pour permettre une
bonne diffusion des substances dans la gélose. L’incubation se fait ensuite a25°C pendant

48h, les diameétres des zones d’inhibition autour des puits sont mesurés en mm.

5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) du métabolite

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de l'extrait d'acétate d'éthyle brut a été réalisée
par la méthode de microdilution en utilisant le bouillon liquide, Mueller —Hinton ,40 mg de
I’extrait brut est mélangé avec 150 ul d'eau distillée stérile et 50 ul de DMSO stérile, puis
Homogénéisés chaque puits pour une distribution uniforme des composés. Chaque puits des
microplaques 96 stériles contenait 185 ul de bouillon MH stérile, 10 ul des composés et 5 ul
de suspensions microbiennes pathogénes issues de culture jeune(10° UFC/ml), avec ’cau et le
DMSO comme controle négatif et 1’antibiotiques standard streptomycine comme contrdle
positif, les microplaques sont recouvertes d'une feuille d'aluminium stérile et maintenues sous
agitation dans l'incubateur a 37°C pendant 17 h. Aprés I’incubation, a partir de chaque puits, 5
ul des cellules sont déposées sur le milieu de gélose MH contenant 2,2 % de gélose et placées
dans l'incubateur pour I'observation de la croissance visible. Une méthodologie similaire est
suivie pour le controle positif, négatif et antibiotique.la CMI est indiquée par le puits qui
contient la plus faible concentration d’antibiotique ou aucune croissance n’est visible a 1’ceil

nu. La CMI est confirmé apres trois d'expériences (Al-Dhabi et al.,2019)

6. Identification des composés bioactifs par chromatographie en phase gazeuse-
spectrométrie de masse (GC/MS) :

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC)-spectrométrie de masse (MS) est
réalisée sur un GC 720A/5977E MSD (Agilent, USA) équipé d'une colonne capillaire en
silice fondue HP-5 (30 m x 0,25 mm ID, épaisseur du film 0,25 um) (Agilent, USA). Le mode
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d’injection est Split (rapport de division de 1 : 100). Le débit de gaz vecteur (Hélium) est fixé
a 1,0 ml/ min. le volume de I’échantillon injecté¢ est (1 ul) évaporé dans un injecteur
fractionné a 250 °C. La température du four de la colonne est maintenue a 40 °C pendant 2
minutes, puis modifiée a 10-250 °C/min, qui est maintenue pendant une minute, et a 5-280
°C/min, qui est maintenue pendant 8 minutes. Entre m/z 40 et 450 obtenu les spectres
d'impact électronique dans la méthode d'ionisation positive sont acquis (Majhool et
al.2021).Mesures de la surface de pic et du temps de rétention, ainsi qu'une comparaison avec
la bibliothéque NIST 14 (Passari et al.2018) sont employées pour déterminer la composition

chimique de I'extrait.

VI. Caractérisation des isolats

1. Etude des caractéres morphologiques

1.1. Aspect microscopique
Observation des mycéliums et des spores, réalisée au microscope optique apres coloration de
Gram (Gx100).

1.2. Aspect macroscopique
L’aspect macroscopique et les caractéres culturaux sont déterminés sur différents milieux de
cultures, ces études morphologiques macroscopiques consistent a déterminer la couleur du
mycélium aérien (MA) et du mycélium substrat (MS), a évaluer la croissance des souches
d'actinomycetes et a observer la production ou l'absence de pigments diffusibles (sauf les
mélanoides) dans la gélose. Ces caractéristiques se révelent apres 7 a 14 jours d'incubation a
28 £ 2°C sur les milieux ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 recommandés par (Shirling et Gottlieb,
1966) et sur le milieu de Bennett (Waksman, 1961). La production de pigment mélanique par
les isolats est observée apres 4 4 6 jours d’incubation.

1.3. Production de pigments mélanoides

La démonstration de la production de mélanine (pigment brun diffusible) a été réalisée sur des
milieux gélosés ISP7 et MPPM. Les isolats bactériens sont ensemencés en bandes serrées sur
ce milieu dans des boites de pétri et incuber a 28° + 2°C, évaluer la production de mélanine
apres 04 a 6 jours d'incubation. La pigmentation des milieux inoculés a été comparée a celle
de milieux non inoculés incubés dans les mémes conditions (Shirling et Gottlieb, 1966 ;
Margalith, 1992). La composition des milieux de culture utilisés sont présentées en Annexe

I. Tous les tests sont effectués en double

2. Etudes des caractéres biochimiques
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2.1. Hydrolyse de I’amidon

La gélose nutritive, additionnée de 1 % (P/V) d’amidon soluble, permet de mettre en
évidence la dégradation de ce polyholoside par les isolats bactériens ensemencé sur ce milieu
en boite de pétri, aprés 14 jours d’incubation a 28+ 2°C. Cette culture est ensuite recouverte
d’une solution de lugol. L’hydrolyse de 1’amidon est mise en évidence par I’absence de
coloration autour des colonies. Les zones contenant de 1’amidon se colorent en brun

(Geraldine et al., 1981).

2.2. Hydrolyse de la caséine

Certaines espéces bactériennes sont capables d’hydrolyser La caséine, protéine de lait.
Chaque isolat bactérien testé est ensemencé sur gélose nutritive en boite de Pétri additionné
de 2 a 5% de lait écrémé stérile. Apres 7 jours d’incubation a 28+ 2°C. L’observation des
zones claires autour des colonies témoigne de 1’hydrolyse de la caséine (Caséinase +)
(Staneck et Roberts, 1974 ; Geraldine et al., 1981).

2.3. Hydrolyse de la gélatine (Test gélatinase)

Il existe plusieurs méthodes pour tester la gélatinase, y compris la méthode lente sur milieu
gélosé nutritif contenant 0,4 % (P/V) de gélatine. Chaque isolat bactérien est ensemencé sur
ce milieu en boite de Pétri et incuber a 28+2°C pendant 7 a 14 jours. Les zones non dégradées
de la gélatine sont devenues opaques lorsqu'une solution de chlorure mercurique est ajoutée
(Geraldine et al., 1981).

2.4. Dégradation de I’urée

Utiliser un bouillon urée-indole pour démontrer la présence d'uréase, apreés culture et
incubation a 28 + 2°C ces milieux deviendront rouges si l'urée est dégradée ( Guiraud, 1998).

2.5. Action sur le lait écrémé

Ensemencer des tubes contenant 10 % de lait écrémé en poudre dans 1'eau physiologique et
incuber les cultures a 28 + 2°C (Williams et Cross, 1971).Des observations périodiques
pendant 14 jours ont permis d'enregistrer la coagulation et/ou la peptonisation (digestion
totale) du lait provoqué par la souche.

2.6. Recherche sur le nitrate réductase

Certaines bactéries sont capables de réduire le nitrate en nitrite et parfois en diazote (N2). La
production de nitrate réductase est démontrée dans un bouillon de nitrate. Ensemencer 1'isolat

d'actinomycétes dans deux tubes contenant chacun 05 ml de milieu et incuber a 28+2°C.
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Apres 5 et 10 jours d'incubation, des lectures sont réalisées en ajoutant quelques gouttes (0,2
ml) de réactif Griess I puis Griess II. L'apparition immédiate d'une couleur rouge clair indique

que la bactérie possede le nitrate réductase, qui catalyse les réactions suivantes :

NO; - +2H"+2e - . —— NO,-+H,0

Apres la caractérisation physiologique des isolats d'actinomycetes qui ont montré une activité
antibactérienne, nous avons effectué¢ d'autres tests physiologiques. Dans la nature ou en
culture, les bactéries trouvent dans leur environnement les nutriments nécessaires a leur
croissance. De plus, ils nécessitent parfois des éléments ou des facteurs de croissance
spécifiques (bases puriques et pyrimidiques, acides aminés, vitamines, etc.). Tous ces besoins
fondamentaux et particuliers des bactéries doivent étre satisfaits dans certaines conditions
physico-chimiques (T°, pH, pression osmotique, etc.). De plus, ces conditions
environnementales peuvent étre utilis€ées pour établir des conditions de culture bactérienne
(Guérin, 1992).
2.7. Recherche de la production d'indole

Ensemencer 4,5 ml d’eau physiologique contenant 4 gouttes d'urée-indole, et incuber a
30+1°C pendant 48 heures avant la lecture. Ajouter 2 a 3 gouttes de réactif kovacs a 1 ml de
culture, la formation d’un anneau rouge vermillon a la surface est une réaction positive
(Marchal and Bourdon, 1991).

2.8. Recherche de I’enzyme catalase

La dégradation de d’H,O,est démontrée en exposant la culture a 10 volumes de solution
fraiche d’H,O,. Un dégagement de grandes quantités de gaz sous forme de mousse ou de
bulles indiquant la décomposition de 1’oxygene (Delarras, 2007).

2.9. Etude de 1a mobilité et de la dégradation du mannitol

Ce test permet d'étudier la mobilité bactérienne et la fermentation du mannitol. Il est réalisé
dans des tubes contenant un milieu semi-solide. Le milieu est ensemencé par piqure au centre,
et aprés 7 a 14 jours d'incubation a 30°C, la fermentation du mannitol est indiquée par la
coloration jaune du milieu. Les bactéries immobiles se développent le long de la piqtre,
tandis que les bactéries mobiles se développent dans tout le milieu (Gerhardt et al., 1981).

2.10. L’utilisation des différents substrats carbonés/Production de H,S

Dans ce test, des tubes contenant du milieu TSI sont inoculés avec de la gélose au glucose, du
lactose, du saccharose et de la gélose au H,S ; ces tubes sont ensuite incubés a 30°C pendant 7

a 14 jours (Marchal et Bourdon, 1991), les résultats sont comme suit :
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- Dégradation du lactose et/ou du saccharose : la pente vire au jaune.
- Dégradation du glucose : création d'un culot jaune.

- Production de H,S : noircissement du milieu reliant la zone de pente.

2.11. L’utilisation de citrate comme seule source de carbone

Ce test peut déterminer la capacité de la souche a utiliser le citrate comme seule source de
carbone, des pentes de milieu citrate de Simmons sont inoculées par la souche en strie
longitudinales. L'incubation est réalisée a 30°C. Observer la croissance pendant 07 jours

(Wauters et al., 2005).
3. Des caracteres physiologiques

3.1. Croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de

sodium

La plupart des bactéries, a l'exception de celles qui vivent dans des habitats salins, se
développent a de faibles concentrations de sel. Du milieu de Bennett liquide contenant des
concentrations croissantes de NaCl (3%,5%, 7% et 10%) (P/V) est inoculé avec des spores
extraites de cultures de 14 jours des isolats d'actinomycetes a identifier. Incuber pendant 14
jours a 28+2°C, puis noter la croissance (faible, moyenne, bonne et trés bonne). La tolérance
maximale au NaCl correspond a la derniére concentration présentant encore une croissance
(Shirling et Gottlieb, 1966).

3.2. Croissance a différents pH

En général, les bactéries se développent bien dans les milieux neutres ou légerement alcalins
(pH 7 a 7,5) et ne supportent pas les pH acides sauf exception. Leur pH optimal de croissance
se situe généralement entre 6,5 et 7,5. Beaucoup d'entre eux tolérent des changements de pH
importants. Le test consiste a évaluer la croissance de la souche dans du milieu liquide de
Bennet a différentes valeurs de pH. La croissance des souches d'actinomycetes est testée a 28
+ 2°C pendant 24 heures a 48 heures dans la gamme de pH (3, 5, 7, 9 et 11) (Meklat, 2012).

3.3. Croissance a différentes températures

Chaque type de bactérie a une température de croissance optimale, ainsi que des températures
extrémes en dessous et au-dessus desquelles elle ne se développe pas. Le test consiste a
¢évaluer la croissance de la souche sur milieu ISP2 a différentes températures. La croissance
des souches d'actinomycetes est testée pendant 7 jours a différentes températures (5, 25, 30,

40 et 50 °C) (Meklat, 2012).
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4. Caractérisation moléculaire

4.1. Extraction de 1'ADN génomique, amplification, purification et

séquencage du géne de I'ARNr 16S

L'extraction de I'ADN génomique est effectuée a l'aide d'un kit d'extraction d'ADN (Stratec
Molecular, Invisorb Spin Plant, Mini Kit, Berlin, Allemagne). L'électrophorese sur gel
d'agarose est utilisée pour confirmer que le processus d'extraction de I'ADN ¢était éfficace (0,8

% de gel d'agarose, 70 V, 400 mA, 40 min).

L'amplification par PCR est réalisée en utilisant le jeu d'amorces du géne de I'ARNr 16S
(27F : 5' - AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3" et 1492R 5'- CCG TCA ATT CCT TTG
AGT TT- 3’( Edwards et al., 1989 ) .Le mélange de réaction PCR contenait 50 pl de master
mix (1,25 U Hot Start Taqg DNA Polymerase (Solis Biodyne, Estonie), 25-50ng/ul de matrice
d'ADN, 0,3 uMupl de chaque amorce, 1,5 uM MgCl2 Chlorure de magnésium (Solis Biodyne,
Estonie), et complété a 50 pl de volume de réaction avec de 1'H20 distillée. Les cycles de PCR

se sont déroulés comme suit :

Dénaturation initiale a 94°C (12 minutes), dénaturation a 94°C (1 minute) et recuit a 55°C (1
minute), extension a 72°C (1 minute), I'amplification est répétée en 30 cycles suivis d'une
extension finale a 72°C (7 minutes).La PCR est réalisée a 1'aide d'un thermocycleur (iCycler
Bio-Rad, USA).Dans ce travail, les concentrations d'ADN sont vérifiées a l'aide du

spectrophotomeétre Nano drop (Nano Drop TM 2000, USA).

Apres la réaction PCR, le produit PCR est séparé¢ sur un gel d'agarose a 1,5% (Sigma-Aldrich,
USA). Une échelle d'ADN de cent paires de bases (100 pb) (SolisBiodyne, Estonie) est
utilisée comme marqueur de poids moléculaire de 'ADN. L'électrophorese est effectuée a 80
V pendant 1 h 30 min, et le gel est examiné sous lumieére UV apres coloration avec Midori
Green Advance (Nippon Genetics, Japon) et inspecté avec un transilluminateur UV. Les
produits PCR sont électrophorisés et purifiés (Clean-Up kit, Vivantis) et envoyés a une
agence de séquencgage (Apical Scientific Sdn. Bhd.). Les séquences générées sont analysées a

I'aide de BLASTn, qui est disponible sur le site Web du NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Analyse des séquences : Les produits PCR purifiés sont séquencés dans le sens direct et
inverse dans des réactions séparées et en double. Chaque réaction contenait 40pug d'ADN
matrice, 2ul de I'amorce PCR appropriée, 10ul d'eau et 2ul de mélange de réaction prét Big
Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Chaque réaction est chauffée a 96 °C pendant 1

50


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Chapitre Il Matériels et Méthodes

min, suivie de 25 cycles a 96 °C pendant 10 s, 50 °C pendant 5 s et 60 °C pendant 4 s. Les
produits de séquencage sont purifiés a 1'aide d'une méthode de précipitation a 1'éthanol pour
¢liminer les réactifs non incorporés et garantir une charge neutre. Briévement, les produits de
séquencage sont lavés dans 80ul de mélange de précipitation a 1'éthanol (3ul de NaAc, 62,5ul
d'éthanol a 95 % et 14,5ul d'eau) et 'ADN est culotté par centrifugation (13 000t pendant 15
min). Le culot est a nouveau lavé dans 200ul d'éthanol a 75 % et centrifugé (13 000t pendant
5 min). L'ADN culotté est séché a l'air et réhydraté dans15 pl de formamide, puis chargé sur
un 3130 Genetic Analyzer Capillary Array pour la détection (Applied Biosystems). Deux
séquences avant et deux séquences arriére pour chaque échantillon sont alignées a 1'aide de
Bionumerics v3.5 (Applied Maths) pour obtenir une séquence composite. La qualité de
chaque trace de séquence est évaluée visuellement, et la séquence de mauvaise qualité est
éditée et supprimée. Les organismes de chaque essai sont identifiés en comparant les

séquences consensus a une base de données.

Arbre phylogenétique : Les séquences sont comparées et la recherche d'homologie est

effectuée en utilisant NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) et le programme

BLASTN. Les séquences correspondantes a des especes similaires sont extraites de GenBank
et utilisées pour les analyses phylogénétiques. Pour construire l'arbre phylogénétique, la
méthode de Neighbor-Joining est utilisée avec le logiciel MEGA version 5.0 (Tamura et al.,

2011). Le programme est précédé par une série d’alignement de séquences avec le logiciel

BioEdit, version 7.0 (Hall, 1999).
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Chapitre III : résultats et discussion
I. Caractéristiques des échantillons et isolement des actinobactéries

1. pH des échantillons
La mesure du pH est réalisée sur une suspension de terre fine selon la méthode de (Pochon et
Tradieux ,1962) en maintenant constant le rapport liquide/poids de terre. Tous les échantillons
analysés proviennent de zones arides et semi-arides, et se caractérisent par un pH alcalin. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : résultats de 1’isolement de souche d’actinomycetes

Echantillon Site de prélévement Description pH
El Ain Safra Sol Sableux fine dorée 9.17
E2 Bougtob Sol sableux rouge 9.60
E3 Tamanrasset(Oued) Sol sableux, Marron Foncé 9.73
E4 Tamanrasset(Cité) Sol sableux, Marron Foncé 10.01
ES Tamanrasset Sol sableux, brun foncé 8.99
(Rhizosphere d’acacia)

2. Résultats d’isolement des actinobactéries des sols arides et semi arides

Au bout de 7 jours d’incubation a 28°C, sur des milieux d'isolement (ISP2 et GYM)
additionnés de rifampicine et d’actidione (Annexe I), des colonies isolées d'actinomycetes
mycéliens sont apparues seéches, rugueuses, colorées ou non, colonies allant de 1 a2 10 mm,
souvent compactes et bien incrustées dans la gélose, et la présence souvent de mycélium aérien
et mycélium végétatif (Figure 19). Les colonies d'actinomyceétes obtenus sont purifiés par
repiquage successifs sur milieu ISP2 ou GYM incubées a 28°C pendant 14 jours.

Colonies d’actinobacteries

Figure 19. Boites de Pétri représentant un isolement d'actinobactéries a partir d’un
échantillon de sol (dilution 10™).
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La difficulté lors de l'isolement des actinomycétes réside dans la croissance envahissante des

bactéries Gram positive, telles que les bactéries du genre Bacillus, qui forment des plages,

rendant ainsi l'observation et la purification difficiles. L'ajout d'antibiotiques ciblant les

bactéries a coloration de Gram positive permet de réduire considérablement leur nombre.

Cependant, ces antibiotiques peuvent également avoir des effets sur les actinomycetes, qui

appartiennent ¢galement au méme groupe (Kitouni, 2007).

Les résultats ont clairement montré que le meilleur milieu d’'isolement des actinomycétes a

partir des échantillons de sols arides et semi-arides analysés était le milieu GYM. Les isolats

obtenus ont ensuite été purifiés puis conservés sur gélose inclinée a 4°C et repiqués tous les

deux mois (Hilali et al., 2002), ou conservés a -20°C dans 20% de glycérol (v/v) en suspension

(Kitouni , 2007). Le Tableau 11 liste les résultats des actinomycétes isolés a partir de 05

prélévements et leurs caractéristiques de culture.

Tableau 11. Aspect macroscopique des isolats d’actinobactéries isolés a partir
des échantillons du sol

Isolats Diamétre des |Couleur de
Code de d’actino colonies mycélium .
I’échantillon bactéries (mm) aérien Aspect des colonies
Ech 1 A - A (1-10) Blanc cassé, gris [Colonies de  différentes
(Ain Safra) claire, marron  (tailles, cotoneuse, avec des
claire, Blanc. contours irréguliers
adhérents entre eux,
formation de gouttelettes
d’ecau sur les colonies
présence de mycélium de
substrat et de mycélium
aérien,  production  des
pigments diffusibles dans
le milicu gélosé
Ech2 B:B,,B;Bs,  (2-8) Blanc, gris Colonies moyennes, sous
(Bougtob)Wilaya |Bs ,Bs ,B7, Claire, Blanc forme de chou-fleur,
d’El bayadh Bs, Bg,B19,B Cassé, Créme farineuses, poudreuses avec
11,B12,B13 Bi un contour arrondi, adhérent
4,B15,B16 dans la gélose, présence de
Bi7. Big mycélium de substrat et de
mycélium aérien, production
des pigments mélanoides.
Ech 3 TC,. TC, ., TC; (1-5) Gris foncé , Gris [Colonies de  différentes
(la Cité de TC4’ TC5,TC6 Claire tailles, farineuses, aplqtées
Tamanrasset) ’ ’ ’ avec des contours réguliers,
présence de mycélium de
substrat et de
mycélium aérien. Présence
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de pigments.
Ech 4 TO;, TO,, TO; (2-4) Gris Claire Colonies de petite taille avec
(I"Oued de TO4, TO5,TOg, un contour arrondi, aplatis,
TO7; TOg, TOg poudreuses, présence de
Tamanrasset ) . TO0 mycélium de substrat et de
mycélium aérien. Production
de mélanine.
Ech 5 TR, TRy, TR3, (2-6) Gris foncé. colonies grises foncées,
(Rhizosphére TR4TRs, TR, avec taille moyenne
d’Acacia de TR; TRg TRy, adhérent entre elles,
Tamanrasset) TR0, TR1,TR2 poudreuses. Présence de
TR13,TR14,TR5 mycélium de substrat et de
TR . mycélium aérien. Présence
de Pigments.

Un total de 90 isolats a été obtenu a partir des différents échantillons de sol analysés.
Parmi ceux-ci, 31 isolats ont été obtenus a partir d'échantillons prélevés dans la région
d'Ain Safra, 20 isolats dans la région de Bougtob (Wilaya a El Bayadh), et 19 isolats a
partir de la rhizosphére de l'acacia de Tamanrasset. De plus, 8 isolats ont été obtenus a
partir du sol de la cité de Tamanrasset et 12 isolats a partir du sol de I'oued Tamanrasset.

Les résultats montrent que le nombre d'actinobactéries isolées de la région semi-aride
d'Ain Safra et Bougtob est nettement supérieur. En revanche, le nombre d'isolats obtenus a
partir d'autres sols arides était relativement faible. Cette disparité peut s'expliquer par la
richesse en matiére organique de ces régions par rapport au sol de la région aride de
Tamanrassat. Des ¢tudes antérieures (Lee et Wang, 2002) rapportent que le nombre
d'actinobactéries est positivement influencé par le taux de matiére organique,

indépendamment du taux de salinité du sol.
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Figure 20 : Caractéristiques morphologiques et culturales sur milieu ISP2 et GYM des isolats
d’actinobactéries obtenus de différents échantillons de sols. Colonies A : de la région de Ain
Safra ; B : de la région de Bougtob ; T : de la région de cité de Tamanrasset.

Les milieux GYM, ISP, ont été utilisés pour l'isolement sélectif des actinomycetes avec une
incubation dans une atmosphére saturée d'humidité a 28° C+2, PH=7+0,2. Le milieu ISP, peut
étre utilisé efficacement comme milieu d'isolement des actinomyceétes. De plus, ce milieu a
¢été utilisé pour isoler certaines nouvelles espéces, notamment Amycolatopsis xuchangensis et
Amycolatopsis jiguanensis (Passari et al., 2018). On a constaté que le milieu GYM a permis
d’isoler un nombre relativement important de colonies par rapport au second milieu de culture
ISP, .Cette propriété s'explique par le fait que ce milieu est riche en substrats carbonés
(glucose) et azotés (extrait de levure et peptone). Ces deux éléments semblent stimuler la
croissance des actinomycetes, facilitant ainsi leur isolement .Autrement, 1’isolement des
actinomycetes dépend non seulement du milieu utilisé, mais aussi d’autres facteurs abiotiques
comme la température optimale pour I’incubation des actinomycétes qui est de 28 a 30°C. Ce
parametre permet une meilleure croissance des actinomycetes. La période d’incubation est
¢galement importante, car la synthése des métabolites secondaires par les actinomycétes suit
une phase de croissance active de 7 jours. Par conséquent, nous recommandons de prolonger
cette période jusqu'a 14 jours pour permettre aux actinomycetes de synthétiser les métabolites
secondaires (Song et al., 2015), le facteur de dilution (Pathom-aree et al.,2006),ct le séchage
des échantillons a I’air libre qui pourrait étre une étape critique pour 1’isolement sélectif des
actinomycetes car il réduire la flore indésirable (Rashad et al.,2015).De plus, la saturation de
I’atmosphére d’incubation est importante pour I’isolement des actinomycetes (EI-Nakeeb et

Lechevalier,1963).

Les trois principaux facteurs écologiques qui influencent la diversité des actinomycetes dans
les sols sont le pH, la matiére organique et la teneur en eau. D'autres facteurs tels que la

température du sol, le type de sol, la végétation, selon (Antoun et al., 1978) les sols agricoles
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sont pauvres en actinomycetes avec des pourcentages variant entre 5% et 12%, la situation
géographique sont également importants (Adegboye ef al., 2012). D'autre part, 1'ajout d'agents
antifongiques et antibactériens contre les bactéries Gram-négatives au milieu augmente le
nombre d'actinomycétes (Takizawa et al., 1993). Le nombre d’isolat obtenu représente un
taux d’isolement considérable. Bien que I'échantillonnage a été effectué¢ en hiver (décembre et
janvier), lorsque les températures du sol sont plus basse et malgré la colonisation du sol par
des bactéries Gram-positives telles que les especes de Bacillus rend difficile l'isolement des
actinomycetes. L'ajoute d'antibiotiques anti-Gram-positif réduit significativement le nombre
de ces bactéries, mais ces antibiotiques diminuer aussi le nombre des actinomycetes

appartenant au méme groupe Gram-positif (Kitouni, 2007).

Ce résultat peut s'expliquer par des études réalisées sur l'isolement des actinomycetes
d'écosystémes extrémes, et l'utilisation d'environnements inexplorés comme sources de tels
isolements est le moyen le plus efficace de découvrir des substances bioactives (Tan et al.,
2017) .Les isolats d'actinobactéries sélectionnés pour leurs caractéristiques culturales
spécifiques notamment pour leur croissance rapide, ont été soumis a un dépistage de leur
activité antimicrobienne sur gélose, contre 16 souches cibles. Les résultats présentés dans le
Tableau 12 démontrent que 79 isolats (soit 88 %) possedent une activité antibactérienne et
antifongique contre au moins l'une des souches cibles. Parmi ces isolats, on compte 29
souches provenant du sol d'Ain Safra, 18 de Bougtob (Wilaya a El Bayadh), 06 du sol de la
cit¢ de Tamanrasset, 10 du sol de I'oued Tamanrasset, ainsi que 16 isolats de la rhizosphere

d'Acacia isolée de la région de Tamanrasset.

Tableau 12: Nombre de souches d’actinomyceétes isolées a partir des échantillons du sol.

Code de Origine Nombre de souches Nombre d’actinomycétes
I’échantillon d’actinomycétes isolés a activité antimicrobienne

A Ain Safra 31 29

B Bougtob 20 18

TC Tamanrasset(Cité) 8 6

TO Tamanrasset(Oued) 12 10

TR Tamanrasset 19 16

(Rhizospheére d’acacia)
Total / 90 79
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II. Criblage de I’activité antimicrobienne des actinobacteries

1. Résultats de ’action antagoniste des isolats d’actinobactéries

1.1. Résultats de I’activité antibactérienne des isolats
Le criblage antimicrobien des isolats a révélé une activité antimicrobienne intéressante. Ces
souches ont un certain potentiel inhibiteur, affectant un large spectre de bactéries ainsi que des
champignons et des levures. Ce criblage avait comme objectif principal de sélectionner les
souches douées d’activité antimicrobienne, les diameétres des zones d’inhibition varient entre

07 et 40 mm (Figure 21).

Figure 21. L’action antagoniste de différents isolats d’actinobactéries contre Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Candida albicans.

Nous avons constaté que les souches d’actinomycétes codées A et B isolées de la région de
Ain Sefra et de la région de Bougtob respectivement, avaient une activit¢ antibactérienne
remarquable contre les bactéries a Gram positive avec des diametres des zones d’inhibition
qui varient entre 08 et 18 mm, et une trés faible activité contre Escherichia coli ATCC
25922 qui a été inhibé par une seule souche codée All avec une zone d’inhibition de 27 mm
,par contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a été inhibé par la majorité de ses isolats
avec des zones d’inhibitions qui varient entre 10 et 30 mm. En revanche, les souches
d’actinomycetes isolées de la région de Tamanrasset codées TR, TO, TC montrent une
importante action antibactérienne, antilevurienne et antifongique vis-a-vis des micro-
organismes testés. Et surtout vis-a-vis des souches de Staphylococcus aureus ATCC 44300 et
Escherichia coli ATCC 25922 avec des zones d’inhibition qui varient entre 12 a 40 mm alors
que Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a été inhibé seulement par les trois souches
TRS5,TR11,TR15 avec une zone d’inhibition de 40 mm pour chacune, une faible inhibition de
la souche Bacillus cereus ATCC 11778 a été mentionné avec des zones d’inhibition qui
varient entre 07 et 1 1mm de diametre. Le reste des souches indicatrices testées se révelent peu

ou pas sensibles a I’antibiotique sécrété par les souches actives.
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L'activité antibactérienne contre les bactéries Gram-positives peut étre expliquée par la
composition chimique de la membrane des bactéries Gram-positives qui est riche en
peptidoglycane et dépourvu de la couche lipopolysaccharide (LPS) présente chez les
bactéries Gram-négatives. Cette couche rend la membrane cellulaire imperméable aux
substances lipophiles (Kim ef al., 1994). Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par
d'autres auteurs qui ont suggéré que les bactéries Gram-positives sont plus sensibles aux
sécrétions d'actinomycetes que les bactéries Gram-négatives (Sabaou et al., 1998 ; Prescott

et al., 2002).

Cette hypothése peut nous guider et nous permettre de comprendre les propriétés de ces
substances antimicrobiennes. L'absence d'activité antibactérienne de certains isolats
d'actinomycetes contre les bactéries testées peut étre due au développement d'une résistance a
ces substances antimicrobiennes. En effet, la résistance bactérienne aux antibiotiques
actinomycetes peut €tre attribuée soit a une inactivation enzymatique de ces antibiotiques, soit

a une réduction de la perméabilit¢ membranaire bactérienne (Lobel ez al., 2007).

Parmi les isolats d’actinobactéries testés, 1’activité antagoniste la plus importante est
présentée par les isolats A2, A9, All, Al4, A17, B4, B6, B16, TR10, TO2 et TCS5. Ces isolats
possédent un pouvoir antagoniste vis-a-vis de la majorité des souches testées. Les autres

isolats se sont révélés peu efficaces (Figure 22, 23, 24, 25 ,26).
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Figure 22. L’activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes isolées de la région de Ain

Safra contre les bactéries indicatrices.
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Les Actinomyceétes
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Figure 23. L’activité antibactérienne des isolats d’actinomyceétes isolés de la région de

Bougtob contre les bactéries indicatrices.
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Figure 24. L activité antibactérienne des isolats d’actinomyceétes isolées de la région de

Tamanrasat (Oued) contre les bactéries indicatrices
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Les Actinomyceétes
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Figure 25. L’activité antibactérienne des isolats d’actinomyceétes isolées de la région de

Tamanrasset (Cité) contre les bactéries indicatrices .
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Figure 26. L activité antibactérienne des isolats d’actinomyceétes isolées de la région de

Tamanrasset (Rhizosphére d’acacia) contre les bactéries indicatrices.

1.2. Résultats de I’activité antifongique des isolats :
Actuellement, les antifongiques de nature polyénique utilisés dans la thérapie des infections
fongiques et particuliecrement des mycoses profondes ne réunissent pas les caractéristiques
principales d’un antibiotique. C’est pourquoi de nouveaux antifongiques non toxique (non
polyéniques) doivent étre recherchés (Nafis ef al., 2017), ce qui limite leur utilisation du fait

de leur toxicité, bien que c’est ;intéressants.
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Nous avons noté que les souches d’actinomycetes testés ont montré une activité antifongique
remarquable contre au moins 03 champignons phytopathogénes parmis les 04 avec un
diamétre de zone d’inhibition qui varient entre 08 et 35 mm, on a remarqué aussi que
phytophtora infestans est fortement inhibé par les souches actinomycétales A17, A9, B6, TO2
avec des zones d’inhibition de (35,33,33,25mm) respectivement (Figure 27,28,29,30 et 31) .

Les Actinomyceétes
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Figure 27. L’activité antifongiques des isolats d’actinomyceétes isolées de la région de Ain

Safra contre les souches fongiques indicarices.
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Figure 28. L activité antifongique des isolats d’actinomycetes isolées de la région de Bougtob

contre les souches fongiques indicatrices.

Cette activité est trés répondue chez les actinomycétes (Dhanasekaran, 2009). D’ailleurs,
I’activité antifongique des actinobactéries a ét¢ déja montré contre plusieurs champignons

phytopathogenes tel que : Verticillium dahliae (Entry et al., 2000 ; Harir et al., 2017),
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Phytophthora sp. (Xiao et al., 2002) et Fusarium oxysporum (Getha et Vikineswary,
2002).Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Aspergillus parasiticus, Aspergillus
ochrasus, Penicillium expansum (Belgacem et al., 2023). Selon (Asselineau et Zalta, 1973),
Certains champignons auraient la capacité de synthétiser des enzymes qui inactivent les
antibiotiques d’actinomycetes en modifiant leur structure chimique et d’aprés (Jinhua et al.,
2010), le genre d’actinobactérie, Streptomyces Malayasiensis MIM1968 produit de
I'Azalomycine, un composé antifongique qui réduit efficacement l'effet inhibiteur des
champignons phytopathogénes : Fusarium oxysporum, Rhizoctonia- Solani et Alternarioa
mali. Cette activité antibiotique peut étre liée a la sécrétion de substances antifongiques
(Badji et al., 2005) ou bien a I’action mycolytique des isolats d’actinobactéries par la
sécrétion d’enzymes lytiques représentées par les chitinases, qui dégradent la chitine présente

sur la paroi des champignons (Mane et Deshmukh 2009).

Parmis les 79 isolats d’actinomycetes testées dans notre travail , 15 souches codées A6, TR14,
TO2,TC4,A2,TR10,TR9,B4,TO3,TC6,TO3,TC2,TO9,TR13,TO4 présentent une activité anti-
Candidosique avec un diamétre d’inhibition de (30,30,25,25,23,20,20,20,18,17,15,13,10,9 ,9)
mm respectivement soit 19% . Cette activité prouvée par plusieurs études (Belyagoubi, 2014)
qui a travaillé sur 38 isolats d’actinomycétes telluriques provenant de la couche superficielle
de différents sols en Algérie, I’activité anti-Candidosique de ses souches contre Candida
albicans et Candida tropicalis révele des zones d’inhibition allant de 7 a 21 mm pour 10
souches parmi les 38 testés soit 26,3%. Notant que d’aprés les résultats des expériences
réalisées par (Lemriss ef al., 2003) parmi les 110 actinomycetes d’origine clinique, 42 (soit
38%) sont actives contre Candida albicans avec des zones d’inhibition qui varient entre 03 et
52mm. De méme (Slavica et al., 2005) ont mentionné que des souches appartenant au genre
Streptomyces montrent des zones d’inhibition entre 11 et 31mm vis-a-vis de Candida

albicans.

En revanche, 81% de notre isolats étaient inactifs contre Candida albicans ceci serait di soit
au fait que les substances produites par ces souches d’actinomycétes ne sont pas fongicide
soit a une éventuelle résistance des souches de levures testées vis a vis des substances
produites par les actinomycetes meéme si ces substances sont fongicides. Les résultats sont

mentionnés dans (Annexe 2).
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Figure 29. L’activit¢ antifongique des isolats d’actinomycetes isolés de la région de

Tamanrasset (Oued) contre les souches fongiques indicatrices.
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Figure 30. L’activit¢ antifongique des isolats d’actinomycétes isolées de la région de

Tamanrasset (Cité) contre les souches fongiques indicatrices.

63



CHAPITRE III Résultats et discussion

E . \

£E Les Actinomycetes

c 40

0

X

2 30

<

£

(7]

! m | |

: | |

N

o 0

© — ~ %) < LN © ~ ) o) o — ~ ) < Ln ©0
17 o o o 2 o o o o o — — — — — — —
b F  FF F F F F F F ¥ x x© o© @ «
£ F F F F F F F
‘g B Aspergilus niger B Penicilluim spp Endosporuim spp

'g B Phytophtora infestans B Candida albicans

Figure 31. L’activit¢ antifongique des isolats d’actinomycetes isolées de la région de

Tamanrasset (Rhizosphére d’acacia) contre les souches fongiques indicatrices.

2. Résultat de choix de meilleur isolat d’actinobactérie antagoniste

Selon les résultats du screening la souche prometteur «TR10» isolé de rhizosphere d’acacia de
la région de Tamanrasset présente une activité antimicrobienne significative, une importante
action antibactérienne, antilevurienne et antifongique vis-a-vis des micro-organismes testés.
Cette souche a été sélectionnée pour d'autres travaux d'identification moléculaire, d'extraction
et de caractérisation des substances antibactériennes produites. A partir des résultats obtenus,
on note l'intérét d'explorer les sols sahariens, qui pourraient contenir de nouveaux taxons

capables de produire de nouvelles molécules antimicrobiennes.

ITI. Résultat d’étude de P’activité antibiotique de la souche sélectionnée «TR10»

L'activité antimicrobienne de l'isolat TR10 a été évaluée par la technique de cylindres d’agar
qui a permet une meilleure visualisation et une meilleure observation des zones d'inhibition,
compte tenu du fait qu'il s'agit d'une méthode dans laquelle I'inoculum de la bactérie cible
utilisée est précis a 0,5 mac Farland. La souche TR10 a montré une activité significative
contre certains des pathogeénes indicateurs sélectionnés comme Escherishia coli, B. subtilis,
P.aeruginosa, S. aureus, Acinetobacter boumanii, Listeria monocytogenes et Klebsiella
pneumonie. Elle était également puissante contre Aspergillus niger, Phytophtora infestans,
Penicilluim spp, Endosporuim spp, Rhizopus oryzae.Apres la fermentation sur le milieu AF,
nous avons utilis¢ l'acétate d'é¢thyle comme solvant car il permet une extraction
antimicrobienne plus efficace, 1'activité antibactérienne de l'extrait brut de I'isolat TR10 a été

testée sur le milieu (MHA) en utilisant la technique de diffusion en puits. Les résultats ont
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démontré que Escherichia coli a la plus grande zone d'inhibition (40 mm), suivi par
Enterobacter aerogenes (22 mm), Acinetobacter boumanii (20 mm), Staphylococcus aureus
multirésistant (MRSA) (18 mm), Citrobacter frendii (18 mm), Klebsiella pneumonie (15
mm), Bacillus cereus (13 mm), Listeria monocytogenes (12 mm), Micrococcus luteus
(12mm), Staphylococcus aureus ATCC 44300(1 1mm), Staphylococcus aureus ATCC 25923
(10mm), Pseudomonas aeruginosa(10mm) et la levure Candida albicans(20mm) et les
champignons phytopathogenes Rhizopus oryzae(35mm), Penicilluim spp(20 mm), Aspergillus
niger(18mm), Phytophthora infestans(16 mm), Endosporuim spp(15mm) Tableau 13.La
capacité antibactérienne des actinomycetes contre les micro-organismes pathogeénes peut
s'expliquer au moins en partie par l'action de substances biologiquement actives. Par ailleurs,
les actinomycetes sont connus pour leurs capacités mycolytiques et surtout antibiotiques

(Sabaou, 1998 ; Toumatia ef al., 2015).

Tableau 13. Zone d'inhibition (mm) de 1’extrait brut produit par la souche TR10 en
utilisant la méthode de diffusion en puits sur le milieu MHA

Organismes Test Zone d’inhibition en (mm)

Bacterie Gram-positive

Bacillus cereus 13
Micrococcus luteus 12
Enterococcus faecalis 22
Staphylococcus aureus ATCC44300 11
Staphylococcus aureus ATCC
25923 10
Staphylococcus aureus( MRSA)
Listeria monocytogenes 18
Micrococcus luteus 12
Bacterie Gram-Negative 12
Escherichia coli 40
Pseudomonas fluorescens 10
Klebsiella pneumonia
Citrobacter frendii 15
Acinetobacter baumannii 18
Enterobacter aerogenes 20
Levure 22
Candida albicans
Souches fongiques 20
Aspergillus niger 13
Phytophthora infestans
Endosporuim spp 16
Penicilluim spp 15
Rhizopus oryzae 20
35
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Figure 32. Mise en évidence de I'activité antibiotique de I’extrait brut produit par la souche

TR10 en utilisant la méthode de diffusion en puits sur milieu MHA aprés 24H d’incubation.

1. Résultat de la cinétique de croissance et production de la substance
antimicrobienne

Les cinétiques de croissance, de production des antibiotiques et de 1’évolution du pH de la
souche TR10 sont illustrées dans la (figure 33). Les cultures sont réalisées dans le milieu AF

liquide pendant 14 jours.
° Croissance :

La cinétique de croissance de la souche TRI10 révele deux phases exponentielles,
qui s'expliquent par le phénoméne de diauxie. La premiére phase se situe entre le ler
et le 4éme jour d'incubation. Il est possible que le phénomeéne de diauxie observé
chez la souche TRI10 soit également dii & une consommation précoce des acides
aminés présents dans I'extrait de levure ajouté au milieu, tandis que le glucose ne
serait utilis¢ comme source de carbone qu'au cours de la seconde phase
exponentielle. La seconde phase exponentielle se divise en plusieurs étapes : une
phase de croissance rapide du ler au 2¢éme jour, ou la biomasse atteint 2,4 g/l, suivie
d'une phase de ralentissement du 2¢me au 3éme jour, puis d'une phase stationnaire
du 3éme au 4éme jour, avec un poids sec de 2,9 g/l. A partir du Séme jour, une
seconde phase exponentielle est observée, avec une croissance maximale entre le
4¢me et le Séme jour, atteignant 4 g/l, suivie immédiatement d'une phase de déclin
jusqu'au 14éme jour d'incubation, ou le poids sec diminue a 2 g/l. Ce phénomene de
diauxie est généralement observé dans les milieux contenant deux sources de
carbone, telles que le glucose et le lactose, le galactose ou la xylose (Prescott et al.,
2013; Euzéby, 2010). Cependant, il peut également se produire parfois dans des
cultures ne contenant qu'une seule source de carbone et une source d'azote. Des
résultats similaires ont ¢été rapportés par plusieurs auteurs concernant la croissance

en diauxie des souches de Streptomyces, tels que (Driche, 2010 ; Aouiche et al.,
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2012 ; Toumatia et al., 2014), ainsi que pour d'autres souches d'actinobactéries,

notamment Saccharothrix algeriensis (Strub, 2008).

D'autre part, le glucose, qui est une source de carbone rapidement assimilable, est connu pour
stimuler efficacement la croissance microbienne (Hermans et al., 1989) .Sa concentration
joue un réle déterminant dans la production d'antibiotiques. En effet, pour de nombreux
microorganismes a des concentrations ¢levées, le glucose exerce un effet négatif sur la
synthése d'antibiotiques en raison de la répression catabolique glucidique, également connue
sous le nom d'effet glucose (Larpent et Sanglier, 1989). Des ¢tudes ont montré que des
concentrations ¢élevées de glucose ou d'autres sources de carbone facilement assimilables sont
généralement défavorables a la production d'antibiotiques. L'absence de la phase de latence
observée peut s'expliquer par le fait que les pré-cultures utilisées sont jeunes et préparées dans
le méme milieu.

o pH:

L'évolution du pH montre une tendance a l'alcalinisation progressive, se situant entre pH 7,2
et 8,5. Cette observation suggere que l'activité antimicrobienne se manifeste davantage dans
un environnement alcalin. En effet, la dégradation des sources organiques d'azote telles que
les acides aminés, la peptone ou l'extrait de levure présents dans le milieu entraine une
alcalinisation due a la libération et a l'accumulation d'ammoniac, résultant de la désamination
de ces acides aminés. Ces résultats rejoignent les conclusions de nombreuses études sur
'optimisation de la production d'antibiotiques, ou le pH optimal correspond a un pH alcalin
(Hata et al., 1971; Larpent et Sanglier, 1989; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992;
Boudjella, 2007; Strub, 2008; Jain et al., 2011; Merrouche, 2012; Boubetra et al., 2013b;
Boulkour, 2016; Hamza et al., 2018). Il est important de noter que les variations de pH
peuvent stimuler ou inhiber la production de métabolites secondaires, tels que les
antibiotiques. Des études antérieures (Augustine et al., 2005 ; Asanza-Teruel et al., 1997)
ont rapporté que chez Streptomyces aureofaciens, les changements de pH au cours de la
fermentation peuvent altérer I'équilibre entre la production d'auréomycine et de tétracycline.
Le milieu de culture peut également influencer cette production. Selon (Smaoui ,2010), un
pH acide favorise la production de chlortétracycline, tandis qu'un pH alcalin favorise la

sécrétion de tétracycline.
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e  Production d’antibiotiques :

Les activités antibactériennes de notre isolat TR10 se manifestent entre le milieu et la fin de la
phase exponentielle d'incubation (troisiéme jour) pour Staphylococcus aureus ATCC25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Elles
atteignent leur maximum au sixiéme jour, a la fin de la phase exponentielle et au début de la
phase de déclin, et persistent jusqu'a la fin de 'incubation. Les activités antifongiques contre
Phytophthora infestans INPV, Penicillium spp et Rhizopus oryzae apparaissent a partir du
quatrieme jour d'incubation, c'est-a-dire a la fin de la phase exponentielle, et atteignent leur
maximum au cinquiéme ou sixiéme jour, persistant jusqu'a la fin de l'incubation (Figure 33).
Ces résultats indiquent que ces activités antimicrobiennes sont dues a des métabolites
secondaires. La production de métabolites secondaires par les microorganismes se produit
généralement pendant les phases de ralentissement et stationnaire. Cependant, dans le cas des
actinobactéries, cette production peut commencer des la phase exponentielle (Zitouni, 2005 ;

Badji, 2006), ou méme pendant la phase de déclin (Aouiche, 2012).
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Figure 33 : Cinétiques de I’évolution du pH, de la croissance et des activités
antimicrobiennes dans le milieu AF contre  Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC29212 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Phytophthora
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infestans INPV, Penicilluim spp, Rhizopus oryzae. La croissance est mesurée par 1’évolution
du poids sec selon la méthode de (Pfefferle et al., 2000) .

2. Résultat de choix du solvant d'extraction optimal

La production d’antibiotique d’isolat TR10 a été réalisée sur milieu AF liquide, qui s'est avéré
étre le milieu le plus favorable a la production de cette molécule antimicrobienne. Apres 06
jours de fermentation (production optimale d’antibiotiques), les antibiotiques ont été extraits
avec 04 solvants organiques de polarités différentes (n-hexane : apolaire, dichlorométhane :
polaire, 1’acétate d’éthyle solvant de polarité moyenne et le n-butanol : polaire) dans
I’ampoule a décanter. L'activité de la phase organique et la phase aqueuse ont été testée contre
la bactérie test (Staphylococcus aureus (MRS) ATCC 33591 par la méthode du puits pour
sélectionner le meilleur solvant d'extraction. Les résultats de 1’antibiographie sont présentés
dans le Tableau 14. A travers ces résultats, I’extrait brut issu par ’extraction d’éthyle acétate
montre une meilleure activité antimicrobienne par rapport aux autres solvants organiques
testés. Cette activité est traduite Par un diamétre d’inhibition avoisinant 18mm en revanche,
les activités des extraits obtenus Par le reste des solvants se sont révélé moins importante et
parfois négligeables. Par ailleurs, ca été rapport¢ dans plusieurs recherche que I’acétate
d’éthyle est le meilleur Solvant pour I’extraction des métabolites( Joel et Bhimba, 2010) car
il permet d’extraire de fagon efficace une grande quantité d’antibiotiques. Donc, il est retenu

pour les extractions ultérieures (Aouiche et al., 2015).

Tableau 14. Zones d’inhibition (mm) des phases organique et aqueuse issues de I’extraction

Extrait brute Zones d’inhibition (mm)- Phase organique | Zones d’inhibition (mm) -Phase aqueuse
(TR10)
Solvants Butanol | Acetate | Dichloromethane | Hexane | Butanol | Acetate |Dichlomethane | Hexane
Organiques d’éthyle d’éthyle
Staphylococcus 15 18 12 08 11 14 10 07
Aureus(MRSA)
ATCC 33591
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3. Révélation microbiologique de la substance antimicrobienne « bio-autographie »

La bioautographie est une Technique qui permet de localiser l'activité antibactérienne des
extraits sur les chromatogrammes. Cependant, il permet une recherche rapide de nouveaux
agents antibactériens grace a l'isolement guidé par les bio-essais. Cette approche réduit les
colts de dépistage initiaux car elle évite la nécessité de purification préable des substances
(Scorzoni et al., 2007). Pour détecter les fractions actives contre les bactéries sensibles aux
extraits bruts, un systéme deux solvants ont été utilis€¢ pour I’extrait organique de TR10. La
meilleure séparation a ¢été obtenue avec les ¢€luant suivants :(dichlorométhane-méthanol,
96:04, v/v) comparé au (acétate d'éthyle-méthanol, 100:15, v/v). Malheureusement, aucune
des fractions n'était active contre les souches testées, probablement parce que les fractions des
extraits devaient agir en synergie pour exprimer l'activité, pour confirmer cette hypothéese, les
extraits devaient étre soumis a des méthodes de fractionnement sur colonne ou HPLC semi-

préparative.

La synergie entre les molécules est considérée comme un phénoméne largement reconnu en
médecine, mais il existe peu de rapports dans la littérature sur 1'évaluation de la synergie des
produits naturels (Belofsky et al., 2004). Ainsi, plusieurs complications rendent difficile la
recherche d'effets synergiques de produits naturels, que 1'on distingue comme difficiles a
prédire les effets des associations, les mécanismes d'action pharmacologiques sont souvent
méconnus, et les explications de la perte d'activité courante lors du fractionnement guidé par
bio-essai, en auquel cas deux inférences principales peuvent étre établies : perte de principe
actif et effet synergique (Inui ef al., 2007). Les résultats obtenus par (Boucheffa, 2011) ont
indiqué que les substances avaient une bonne migration sur plaque CCM, mais malgré les
répétitions, l'activité antibactérienne était toujours indétectable par la technique de bio-

autographie. Cela peut étre di a la quantité insuffisante de molécules produites.

4. Séparation de I’extrait brut sur chromatographie couche mince(CCM).

Nous avons effectué une chromatographie sur couche mince avec I’extrait brut issu de
I’extraction par I’acétate d'éthyle. La phase organique obtenue des filtrats de culture sur
milieu AF est analysée. Le systéme de solvant de migration utilisé¢ est le(Dichlorométhane /
Me¢éthanol 96 : 04, v/v) et ( Acétate d’éthyle / Méthanol 100 : 15, v/v) (Figure 34). On a
constaté que le systetme de solvant (Dichlorométhane / Méthanol 96 : 04, v/v) a donné une
bonne séparation de notre extrait avec plusieurs spots par rapport le systeme ( Acétate
d’éthyle / Méthanol 100 : 15, v/v) qui a donn¢ seulement 2 spots.
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Figure 34. Chromatogramme de I’extrait méthanolique de I’isolat TR10 sous UV a 365 nm

(UV)

Les résultats de la CCM apres la séparation montrent que 1’extrait méthanolique de I’isolat

TR10 est constituée de 15 composés qui ont migré chacun avec sa polarité et observee
sous UV a 365nm possédant des Rf de (0.98 - 0.96- 0.69 - 0.63 - 0.53 - 0.45 -0.37 -0.31 -
0.29 - 0.26 -0.18 -0.14 -0.10 - 0.050 - 0.031) respectivement .Ces résultats sont répertoriés

dans le Tableau 15.

Tableau 15: résultat de la chromatographie sur couche mince syst¢tme Toluéne - acide

acétique (8 :2)

’extrait brut RF ( TR10)

Les spots

1ére spot 0.98
2¢éme spot 0.96
3¢éme spot 0.69
4éme spot 0.63
Séme spot 0.53
6éme spot 0.45
7éme spot 0.37
8éme spot 0.31
O¢me spot 0.29
10éme spot 0.26
11éme spot 0.18
12éme spot 0.14
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13éme spot 0.10
14éme spot 0.050
15éme spot 0.031

4.1. La semi-purification des fractions séparées par CCM
Un volume de 600 pl de chaque extrait concentré est déposé en une bande mince et
continue sur les plaques de gel de silice. Celles-ci, sont ensuite développées dans I’éluant
s¢lectionné auparavant (Figure 35). Aprés migration et grattage des différentes bandes
séparément, le contenue des taches actives révélées par UV a 254 nm et les taches
fluorescentes a 365 nm sont dissoutes dans 2ml de méthanol. Une filtration est effectuée pour

¢liminer la silice et garder le surnageant contenant les activités.

Figure 35. Chromatogramme représentant les résultats de la semi purification de I’extrait de
la souche TR10 sur couche mince de silice sous UV a 365 nm.

4.2. Controle de ’activité de chaque composant séparé :
L’activité des filtrats est testée sur une souche indicatrice Escherichia coli ensemencer sur
milieu (MH) Tableau 16 et la (Figure 36) démontrent les rapports frontaux des fractions

actives, ainsi que les diamétres des zones d’inhibitions obtenues aprés incubations de 24h
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Tableau 16. Résultat du test d’activité des extraits semi purifiés et les Rf des fractions actives

Les extraits Les rapports frontaux (Rf) | Zones
Bruts a254 nm d’inhibition
(Uv) (mm)
Extrait méthanolique | 0.98 20 mm
TR10 0.96 18 mm
0.69 15mm
0.63 16mm
0.53 18mm
0.45 14mm
0.31 10mm
0.29 08mm
0.26 08mm
0.18 10mm
0.14 09mm

Figure 36. Illustrations des zones d’inhibitions des fractions actives purifiées

Les résultats ont montré que les 5 premiers spots de I’extrait de la souche TR10 ont
une forte activités inhibitrice par contre les autres spots ont une faibles activités inhibitrice et
parfois inexistante donc les molécules bioactives se situer dans ces 5 fractions actives ou le
RF : (0.98- 0.96- 0.69- 0.63- 0.53) .(Sharon et al, 2013) ont rapporté que les résultats de la
chromatographie en couche mince a haute performance (HPLC) de I’extrait actif obtenu a
partir de Streptomyces sp.2011 ont montrés la présence de quinone, d’ester, de terpénoides et
de macrolide avec des Rf allaient de 0.01 a 0.95. Des résultats supplémentaires de I'analyse
des composés par CCM ont montré que les composés antimicrobiens produits par
Streptomyces isolés a partir d'éponges marines présentaient un Rf allant de 0,40 a 0,78
(Selvakumar et al., 2010). Les résultats de CCM d'extraits d'isolat d'actinomycetes AIA26
ont montré la présence de plusieurs taches dans Rf est entre 0,05 et 0,74 (Kumari et al.,

2020).
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5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

Les CMI du I’extrait brut TR10 vis-a-vis des microorganismes pathogénes sont données dans
le Tableau 17. Les résultats indiquent clairement que 40 ug/ml de cet extrait tuent
complétement les souches microbiennes. Et qu’il est trés actif envers les bactéries Gram
négatives, les résultats sont cohérents avec le dépistage des actinomyceétes contre les agents
pathogenes microbiens. La CMI est égale a 10 ug/ml pour les levures et de 01 a 25 ug/ml pour
les champignons filamenteux, 10 a 40 ug/ml pour les bactéries a Gram positif et 0.5 a 25
ug/ml pour les bactéries a Gram négatif, les plus sensibles sont ces derniers et surtout
Escherichia coli et Rhizopus oryzae avec CMI allons de (0.5 a 1 ug/ml) les autres souches sont
sensibles (CMI entre 10 et 20 ug/mL) ,Les microorganismes qui sont moyennement sensibles
sont Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
fluorescens avec CMI de 40 ug/ml, I’absence de corrélation entre 1’activité de ’isolat TR10 et
la résistance des germes cibles aux antibiotiques connus, suggere que 1’antibiotique sécrété par

la souche d’actinomycéete TR10 diffeére de ceux Auxquels ces germes sont résistants.

Tableau 17.Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’antibiotique sécrété par 1’isolat
TR10 contre divers champignons et bactéries.

Microorganismes-cibles CMI (mg/ml) CMI (ug/ml)
Escherichia coli 0.5
Rhizopus oryzae 1
Enterobacter aerogenes 10
Enterococcus faecalis 10
Penicilluim spp 10
Acinetobacter baumannii 10
Candida albicans 10
Penicilluim spp 15
Staphylococcus aureus (MRSA) 15
Citrobacter frendii 15
Aspergillus niger 15
Phytophthora infestans 20
Endosporuim spp 25
Klebsiella pneumonia 25
Bacillus cereus 30
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Micrococcus luteus

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus 40
Pseudomonas fluorescens

6. Identification des composés bioactifs par chromatographie en phase gazeuse-
spectrométrie de masse (GC/MS) :

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une
technique d'analyse quantitative des composés organiques volatils et semi-volatils. Apres
avoir utilisé la GC-MS pour identifier les substances chimiques de I’extrait méthanolique
de l'isolat TR10, nous avons identifi¢ 15 composés actifs ayant des activités antimicrobiennes

et d'autres activités biologiques. Tels que les produits anticancéreux, antioxydants et anti-

inflammatoires sont présentés dans (Tableaul8;Figure37).
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Figure 37. Chromatogramme de l'analyse de I’extrait actif de 1'isolat TR10 par GC-MS.

Tableau 18. Composition chimique des composés de 1’extrait de TR10 détectée par GC-MS

#| TR Scan | Hauteur Zone Zone |montant | Composé
% %
1| 3.62 202| 14,408,365| 961126 0.648 1.21 Butanoic acid, 3-methyl-
2| 5.45 1268| 577,284,096 | 561278 13.359| 0.69 [Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 3,6,6-
trimethy
3] 6.52 1528 | 27,324,374|27121390 0.940| 33.23 |Phenol
4| 891 1626 20,164,352 (4785179 0.884| 5.86 [Linalool, formate
5| 9.90 1939| 97,274,064 | 3328957 2.357| 4.08 |p-Menthan-3-one
6/10.18 2234| 63,316,620| 4629497 1.640| 5.68 |Rhodinal
7(10.32 2294| 76,925,952|4739185 2.280| 5.81 |Levomenthol
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8/11.59 2334| 88,278,568 | 8120394 2.334| 9.95 [Cyclohexanone,5-methyl-2-(1-
methylethylidene)

9/11.88 2578 | 28,491,446 (16517460 0.821| 20.24 |1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-,
formate

10|14.76 2689 | 150,839,632 | 5595565 4.000| 6.86 (Caryophyllene

11]15.32 2770 325,315,168 | 587420 8.136| 0.72 |cis-a Bisabolene

12115.75 2689 | 150,839,632 | 843359 4.000| 1.03 B-Cubebene

13]18.19 3580| 110,766,128 | 1228445 2.756| 1.51 [Tau-Cadinol acetate

14]18.52 3923 18,218,334 | 1579566 0.676| 1.94 |Propanoic acid

15(21.14 4633 | 23,873,226|1011448 0.778| 1.24 |Versalide

Tableau 19. Composés, temps de rétention, formule moléculaire et masse moléculaire
présents dans l'extrait brut méthanolique de l'isolat rhizosphérique TR10 détecté par la

technique GCMS.
Pic Retention Composé Formule Masse
Time (TR) moléculaire moléculaire

1 2.720 2,3- Butanediol C4H,00, 90.12

2 3.620 Butanoic acid, 3-methyl- CsH,0,0, 102.13

3 5.450 Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 3,6,6- CioHs 136.23
trimethy

4 6.521 Phenol CsHsO 94.11

5 7.440 Limonene CioHg 136.23

6 7.448 Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1- CioH;60 152.23
methylethenyl)-, acetate

7 7.797 1,5-Dimethyl-1-vinyl-4-hexenyl Ci4H,40, 224.34
butyrate

8 8.913 Linalool, formate C;1H30, 182.26

9 9.900 p-Menthan-3-one C,oH;30 154.25

10 9.965 Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1- C,oH;60 152.23
methylethyl)-, cis-

11 10.179 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7- C,oH;50 154.24
trimethyl-, (1S-endo)-

12 10.180 Rhodinal C,oH;30 154.25

13 10.322 Levomenthol C;0H200 156.27

14 11.192 Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1- C,oH;60 152.23
methylethylidene)-

15 11.590 Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1- C,oH;60 152.23
methylethylidene)-

16 11.880 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, C1H 302 182.25
formate

17 11.876 Linalylacetate C2H500, 196.29

18 14.764 Caryophyllene CsHaa 204.35

19 15.320 cis-o- Bisabolene CisHoy 204.35

20 15.750 B-Cubebene CisHoy 204.35

21 15.987 Cycloheptasiloxane, C,4H4, 0,817 519.07
tetradecamethyl-

22 18.190 Tau-Cadinolacetate C;7H50, 264.40

23 18.518 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl- | C;,H40Si 593.2

24 18.520 Propanoicacid C;H(0, 74.0

25 21.140 Versalide CsH,60 258.40

26 36.556 Hexasiloxane, C4H4,06S17 503.07
1,1,3,3,5,5,7,79,9,11,11-
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dodecamethyl-

27 36.681 Heptasiloxane, C4H4,06S17 503.07
1,1,3,3,5,5,7,79,9,11,11,13,13-
tetradecamethyl-

28 36.742 Demecolcine C,Hy5NOs 371.4

Tableau 20. Principaux composants et activités biologiques de I'extrait au méthanol de 1'isolat

TR10
Temp de Masse Activité Références
Rétention Composé Formule Moléculaire
( TR) Moléculaire
3.62 Butanoic acid, 3- CsH,00, 102.13 Activité antibactérienne, antioxydante Kennedy et al.2019
methyl-
5.45 Bicyclo[3.1.1]hept2ene, CioHis 136.23 Activité antibactérienne Aghoutane et .al.2020 ; Zhang et al.2014 ;
3, 6,6-trimethyl Doughari et al.2012 ;
Sun et al.2005; Shu et al.2019 ;
Marchese et al.2017
6.52 Phenol C¢HsO 94.11 Activité antibactérienne,
antioxydante, anti-inflammatoire Marchese et al.2017 ; Nrendhran et
182.26 1 al.2014; Chandrasekar et al.2005
Activité anti-inflammatoire,
8.9 Linalool, formate C1H 50, 182.26 antimicrobienne, anticancéreuse Ramteke et al.2019
9.90 p-Menthan-3-one CioH ;5O 154.25 Activité
antimicrobienne Haiyan et al.2016 ; Park et al.2016
Activité antibactérienne,
10.18 Rhodinal CioH 5O 154.25 Antioxydante, antifongique Hassene et al.2011
10.32 Levomenthol CioH200 156.27 Activité antifongique, antibactérienne, Kosalec et al.2007;Sermakkani and
antioxydante Thangapandian 2012;Abdulsalami et
al.2022;Turgumbayeva et al.2021
11.59 Cyclohexanone, 5- CoHs0O 152.23 Activité antibactérienne Hussein et al.2021;Fouillaud and
methyl-2- (1-methylethyliden) Dufosse2022
11.88 1.6-Octadien-3-ol, 3,7-
dimethyl-, formate C1Hi30, 182,25 Activité anticancéreuse
, anti-inflammatoire Sermakkani and Thangapandian
2012. Ramteke et al.2019 Dahham
14.76 Caryophyllene CisHos 204.35 Activité antifongique, et al.2015 Raymond et al.2022
anticancéreuse, antioxydante
antibactérienne
15.32  Cis-a Bisabolene CisHas 204.35 Activité antifongique, antibactérienne Raymond et al.2022
15.75 - Cubebene CisHas 204.35 Activité antioxydant, anti- inflammatoire ,antimicrobienne Nazir et al. 2021
18.19  Tau-Cadinol acetate Ci7H250 264.40 Activité antimicrobienne Su et al.2015 ; Eldeghedy et al.2022
18.52 Propanoic acid C;H60, 74.00 Activité antimicrobienne Shaala et al.2020
21.14 Versalide Cy3H,60 258.40 Activité anticancéreux Cheng et al.2020
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La bibliothéque NIST14 a été utilisée pour identifier la structure, le poids moléculaire, la
formule moléculaire, le temps de rétention (RT) et le % de surface des quinze composés
recueillis par GCMS. Les principaux composés identifiés sont les suivants : acide butanoique,
3-méthyl- (1,21%), Bicyclo[3.1.1]hept-2-¢ne, 3,6,6-triméthy(0,69%), phénol (33,23%),
formate de linalol (5,6%), p-menthan-3-one (4,0%), rhodinal (5. 6%), lévomenthol (5. 1%),
Cyclohexanone, 5-méthyl-2-(1-méthyléthylidéne)- (9,95%), 1,6-Octadiéne-3-ol, 3,7-
diméthyl-, formate (20,24%), Caryophylleéne (6,6%), cis-a Bisaboléne (0,72%), Acétate de
Tau-Cadinol (1,51%), Acide propanoique (1,94%), Versalide (1,24%) (Tableau 3). Ces
Streptomyces sont capables de produire une large gamme de composés qui ont une bonne

activité contre une variété d’indicateurs pathogenes.

L'activité antimicrobienne de l'extrait méthanolique de la souche TR10 contre les bactéries
(Gram-) pourrait étre associée a la présence de monoterpene (3, 7, 7-triméthyl bicyclo [4.1.0]
hept-3-¢éne). Selon des recherches antérieures, cette substance posséde une activité
antibactérienne synergique. Contient d'autres substances comme le limonéne et l'a-terpinéne.
Par conséquent, 1'efficacité antibactérienne contre les bactéries pathogeénes a été augmentée
(Doughari et al., 2012 ; Sun et al.2005 ; Marchese et al., 2017). Les membranes
cytoplasmiques des micro-organismes sont endommagées par le composé (3, 7, 7-triméthyl
bicyclo[4.1.0]hept-3-¢ne), qui modifie également la perméabilité¢ et résultant a la fuite de
composants biologiques spécifiques, y compris les ions et les protéines, ainsi que la puissance
motrice de dissipation du proton et l'inhibition des enzymes respiratoires (Aghoutane et
.al.,2020 ; Zhang et al., 2014 ). Selon des recherches antérieures, la chute brutale de la
concentration bactérienne d'ATP apres I'ajout de 3-caréne (3,7,7-triméthyl bicyclo[4.1.0]hept-
3-¢éne) peut avoir été provoquée par l'inhibition de la synthése d'ATP, l'augmentation de
I'hydrolyse de 'ATP et la perturbation de la structure du biofilm, confirmant les dommages
causés au métabolisme énergétique et aux voies de biosyntheése de la bactérie(Shu et

.al.,2019).

L'acide butanoique, 3-méthyl-acide gras a chaine courte (AGCC), semble étre un inhibiteur
efficace de la croissance des agents pathogénes gram-positifs et gram-négatifs, tels que

Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, et Staphylococcus pseudointermedius. 11 en
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provoquait une inactivation importante via une perturbation de la membrane et une

acidification cytosolique (Kennedy ef al.,2019).

Les composés phénoliques ont une activité antioxydant et sont isolés de Streptomyces
cavouresis KUV39 (Marchese ef al., 2017 ; Nrendhran et al., 2014 ; Chandrasekar et al.,
2005).

Le formate de linalool s'est révélé étre le principal composant de l'extrait acétonique des
graines de Coriandrum sativum. Le linalool est déja signalé comme un agent anticancéreux en
participant a la peroxydation lipidique dans le cancer et d'autres tissus tels que I'estomac et le
foie. En plus de ses propriétés anti-inflammatoires et antibactériennes (Ramteke ez al., 2019).
La P-Menthan-3-one est connue pour son activité antimicrobienne contre S. aureus, E. coli, et
Klebsiella spp, Candida albicans, dans les huiles essentielles d'Agastache rugosa et Mentha

spp (Haiyan et al., 2016 ; Park et al.,2016).

Le rhodinol, qui constitue environ 63,23% de 'huile essentielle de Pelargonium asperum des
Comores, a un effet antibactérien significatif contre M. luteus et B. subtilis, l'activité
antifongique de cette huile essentielle est plus importante contre les trois champignons
Aspergillus niger, Penicillium expansum et Penicillium digitatum. De plus, elle est dotée d'un

grand pouvoir antioxydant vis-a-vis des radicaux libres( Hassene et al., 2011).

Le composé Levomenthol a montré une activité antifongique plus forte contre dix especes de
moisissures Aspergillus, Penicillium, Absidia, Chaetomium, et Trichoderma(Kosalec et
al.,2007 ; Sermakkani et Thangapandian 2012 ; Abdulsalami ef al.,2022; Turgumbayeva
et al.,2021).

La Cyclohexanone, 5-méthyl-2-(1-méthyléthylidéne) a été signalée comme un composé
antibactérien efficace de la plante Mentha viridis L. contre les souches bactériennes négatives
a deux grammes, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (Hussein et al.,

2021;Fouillaud et Dufosse 2022).

Le 1.6-Octadien-3-ol, 3, 7-diméthyl-, formate présent dans l'extrait méthanolique des feuilles
de Cassia italica a montré une activité anticancéreuse et anti-inflammatoire (Sermakkani et

Thangapandian 2012 ; Ramteke ef al., 2019).

L'activité biologique du B-caryophylléne contre divers champignons phytopathogeénes a été

évaluée. Sclerotinia et Fusarium oxysporum sont deux phytopathogeénes dont la croissance a
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¢té fortement ralentie par ces molécules. Les résultats ont montré que Staphylococcus aureus
était la seule bactérie dans laquelle le B-caryophylléne avait un effet antibactérien. L'effet du
B-caryophylléne a été examiné lorsque des cellules cancéreuses du colon ont été utilisées dans
diverses expériences de promotion antitumorale in vitro. Il s'est avéré qu'il avait de puissants
effets antinéoplasiques et antioxydants( Fouillaud et Dufosse 2022 ; Durham et al., 2015 ;
Raymond et al., 2022).

Le cis-bisaboléne extrait des huiles essentielles d'Aframomum alboviolaceum, d'Ocimum
gratissimum L, et d'Ocimum Suave L de Ridley et Zingiber a une efficacité antibactérienne et

antifongique contre Aspergillus flavus et Aspergillus niger( Raymond et al., 2022)

Le B-cubébene a été isolé de I'Eucalyptus robuste, a illustré les effets antifongiques les plus
significatifs envers Candida albicans et a montré des effets antioxydants, et a démontré une

activité anti-inflammatoire significative (Nazir et al., 2021).

Le composé acétate de Tau-cadinol extrait des feuilles d'une variété de lavandula cultivée en
Egypte et de l'huile essentielle de fleurs de diospyros discolor a Taiwan a montré une forte
activité antimicrobienne contre Candida albicans, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Enterobacter aerogenes(Su et al.,2015

; Eldeghedy et al., 2022)

Un composé d’Acide propanoique de l'actinomycete marin Streptomyces coelicolor LY001
isolé de la mer Rouge a montré une activité sélective significative contre Candida albicans,

Escherichia coli et Staphylococcus aureus( Shaala et al., 2020).

Le versalide s'est révélé €tre le principal agent stressant et le composé anticancéreux(Cheng
et al., 2020) .Les principaux composants de l'extrait méthanolique de 1'isolat TR10 testés,
notamment les alcools terpéniques, ainsi que la réaction synergique entre les différents

composés, sont principalement responsables de ses activités antibactériennes et antioxydantes.
IV. Caractérisation des isolats
1. Etude des caractéres morphologiques

1.1. Aspect microscopique

1.1.1. Coloration de Gram
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Le frotti bactérien de I’isolat TR10 est coloré par la coloration de Gram puis observé au
microscope optique a l'objectif (GX100) en utilisant ’huile d’immersion la coloration de
Gram montré qu’elle est une bactérie filamenteuse Gram positif aussi qu’elle représente la

méme forme des actinobacteries.

1.2. Aspect macroscopique

1.2.1. Isolation et identification de TR10

La souche.TR10 a été isolée a partir d'un échantillon de rhizosphére sur milieu
GYM et ISP2, a 28 £ 2°C, identifiée par sa sporulation ainsi que le développement
de mycélium végétatif et aérien. Ces colonies ont bien poussé sur la plupart des
milieux organiques utilisés et étaient opaques, de forme arrondie, avec des bords
irréguliers et noyés dans le milieu de culture, des Colonies poudreuses. Le mycélium
aérien ¢était gris. Le mycélium du substrat de la souche TRI10 ¢tait jaune pale, et
d'abondants pigments diffusibles brun jaunatre se sont développés sur les milieux
ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6 et GYM (Figurel). Les résultats des propriétés

physiologiques et biochimiques des isolats sont détaillés dans le Tableau 21.

Figure 38. Aspect macroscopique de la souche TR10 cultivée sur différents milieux de
culture (a: GYM, b: ISP2, c: ISP3, d: ISP4, e: ISP5, f: ISP6)
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Tableau 21.Caractéristiques physiologiques et biochimiques de la souche Streptomyces TR10

Tests biochimiques Résultats
Hydrolyse de I'amidon +
Hydrolyse de la caséine ++
Hydrolyse de la gélatine ++
Dégradation du glucose ++
Dégradation du lactose -
Dégradation du saccharose ++
Dégradation du citrate +++
Production d'hydrogéne sulfuré (H2S) -
Production d'uréase ++

Rouge de méthyle -
Voges-Proskauer -
Mannitol -
Catalase ++
Action sur le lait écrémé -

Tests physiologiques
Coloration de Gram +
Croissance aérobie +

Croissance anaérobie -
Production de pigments mélanoides sur ISP2, ISP3, ISP4, ISPS, ISP6 +.
Température de croissance 25 o C ++++
35-C +
45 °C -
55-C -
PH optimal 5 +
7 ++++
9 +
10 ++
Tolérance du NaCl (P/V) 3 % +
5% +++
7% +
10 % +

+: Positif, —: négatif. , ++: Bonne; +++: Signifiante.

Les résultats ont montré que la souche TR10 se développe mieux a 25°C, 5% de NaCl, et un
pH de 7. On a ¢également observé que la cas€ine, 1'amidon, la gélatine, le saccharose, le

glucose, le citrate et I'urée étaient dégradés par cette souche Tableau 21.

2. Le séquencage du géne de I'ARNr 16S

L'é¢tude du gene de I'ARNr 16S de Streptomyces sp. TR10 a révélé que cette isolat est une
nouvelle souche présentait des similitudes avec les autres especes de Streptomyces reconnues
(Figure 39). OP617665 est le numéro d'accession donné aux séquences de genes lorsqu'elles

ont été déposées.
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Streptomyces asenjonii KNN 35.1b (LT621750)
Streptomyces cellulosae NBRC 13027 (AB184265)
Streptomyces viridiviolaceus NBRC 13359 (AB184350)
Streptomyces africanus NRRL B-24243 (MUKAQT000156)
Streptomyces afghaniensis NBRC 12831 (AB184847)
Streptomyces swartbergensis HMC13 (GU220476)
Streptomyces azureus ATCC 14921 (DF968281)
Streptomyces djakartensis NBRC 15409 (AB184657)
Streptomyces rochei NRRL B-2410 (MUMDO1000370)
Streptomyces mutabilis NBRC 12800 (AB184156)
Streptomyces anandii NRRL B-3590 (AY995803)
Streptomyces zinciresistens K42 (AGBF0O1000432)
Streptomyces griseoviridis NBRC 12874 (AB184210)
Streptomyces niveoruber NBRC 15428 (AB184675)
Streptomyces sp TR10 (OP617665)

Amycolatopsis mediterranei IMSNU 20056T (AJ293754.1)

Figure.39  Arbre phylogénétique de voisinage basé sur les séquences presque
completes du gene de 'ARNr 16S montrant la relation entre la souche TRI10 et les
membres du genre Streptomyces.

Les valeurs Bootstrap, exprimées en pourcentage de 1000 réplications, sont indiquées aux
points de branchement. Barre 1 substitution de nucléotides par 100 nucléotides.
Amycolatopsis mediterranei (AJ293754.1) a ¢été utilis¢ comme outgroup. Les numéros

d'accession GenBank sont indiqués entre parentheses.

Ce travail nous a permis d'isoler 79 souches d'actinomycetes a partir de 5 échantillons de sol
provenant de différentes régions aride et semi-aride d'Algérie. La caractérisation moléculaire
nous a permis de confirmer que notre isolat TR10 appartenait au genre Streptomyces, le genre
le plus abondant dans les échantillons teluriques. Nos résultats sont cohérents avec ceux
obtenus par de nombreux auteurs. (Elwan et al., 1985; Sabaou et al., 1998; Peela et al.,
2005; Vijayakumar et al., 2007). Selon la littérature, les actinobactéries peuvent synthétiser
plus d’une trentaine d’antibiotiques (Trujillo et al., 1997). L exemple le plus édifiant est celui
de Streptomyces hygroscopicus qui sécréte plus de 180 antibiotiques (Demain et Fang,
1995). Certaines molécules sont actives uniquement contre les bactéries alors que d’autres ne
sont actives que sur les champignons. En revanche, d’autres sont actives sur les deux groupes
de microorganismes c’est le cas de notre isolat TR10. D’aprés la littérature, le genre
Streptomyces est parmi les germes les plus producteurs d’antibiotiques (Jensen ef al., 1991;

Hassan ef al.,2011). 70% des antibiotiques commercialisés sont sécrétés par ce genre (Perry,
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2004). Cette biodiversit¢ des antibiotiques a ¢été signalé par des nombreux auteurs
(Staufenberger et al, 2008 ; Wiese et al., 2009). ces Streptomyces a large spectre
(antibactérien et antifongique) est fréquemment décrit dans la littérature (Duraipandiyan et
al., 2010 ; Thakur et al., 2007 ; Valanarasu et al., 2008 et 2009). Certains sont méme actifs
contre les champignons pathogénes humains et les bactéries multirésistantes (Kumar et

Kannabiran, 2010), et méme contre les larves d'insectes (Valanarasu et al., 2010).

En Algérie, plusieurs souches de Streptomyces isolées du sol, de l'eau et de l'écorce ont
montré des activités antibactériennes et antifongiques intéressantes contre divers micro-
organismes. et plusieurs études portant sur 1I’isolement des actinobactéries, la taxonomie des
souches isolées et I’étude des antibiotiques secrétés, ont été réalisées (Hacéne et al., 1994 ;
Nouasri, 1996 ; Kecha, 1996 ; Sabaou ef al., 1998 ; Lamari ef al.,2002a,b ; Zitouni et al.,
(2004 a,b et 2005) ; Boughachiche ez al., 2005 ; Badji et al.2006 ; Boudemagh et al., 2005 ;
Kitouni, 2005 ; Boudjella ez al., (2006 et 2010) ;Merrouche et al., 2010 ; Aouiche et al.,
2012 ; Meklat et al., (2012 et 2013) ; Boubetra ez al., 2013 ; Toumatia et al., 2014 ; Messis
et al., 2014,....). Ces travaux ont montré que les sols sahariens, qui représentent un écosystéme
particulier, renferment un potentiel assez riche en actinobactéries tant du point de vue
quantitatif de biodiversité et d’activité antimicrobienne (Sabaou et al., 1998). Les travaux
réalisés par (Zitouni et al. (2004 a, b et2005) ont montré qu’une souche du genre
Saccharothrix SA 103, sécrete plusieurs antibiotiques originaux appartenant aux familles des
anthracyclines, des macrolides et des nucléotides. Plusieurs études (Cadet et al., 1996;
Kauffman et Carver, 1997; Kang et al., 2010 ; Mendes et al., 2013) ont été faites
concernant 1’activité antimicrobienne des Actinomycetes vis-a-vis de germes pathogenes .Les
¢tudes sur les caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques des
souches d'Actinomycetes sont largement utilisées pour caractériser ce genre . Selon Shirling
et Gottlieb (1976), l'identification des actinomycetes est principalement basée sur des
caractéristiques morphologiques considérées comme des caractéristiques stables. Certains
genres d'actinomycetes (Streptomyces, Streptoverticillium, micromonospora, microbispora...)
peuvent étre identifiés plus précisément par simple observation microscopique (Williams et
al., 1983) que d'autres (Nocardia, Actinoinmadura...), car ces genres d'Actinomycétes ont
une micromorphologie caractéristique par rapport a d'autres genres appartenant aux
Actinomycetes voir (Bergey Manuel, 2012). La qualité de la séquence obtenue apres le
séquencage de I'ARNr 16S a été vérifiée par le logiciel Sequench pour obtenir une seule
séquence, qui a ensuite été comparée a d'autres séquences valides dans BLASTn.
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L'analyse de séquencage du gene de I' ARNr 16S, la méthode la plus couramment utilisée pour
la caractérisation bactérienne, bien qu'utile et rapide, a montré une ambiguit¢ dans la
distinction des souches de Streptomyces étroitement apparentées (qui partagent 99 % de
similitude)(Guo et al., 2008). Cependant, les progres du séquencage du génome et son coiit
réduit ont permis de différencier des especes de Streptomyces étroitement apparentées au
niveau génomique et ont révélé des voies de biosynthése cryptiques inexplorées que

posseédent les souches de Streptomyces ou les bactéries en général (Wakefied et al.,2017).

Les résultats d’analyse GCMS de I’extrait brut de notre isolat TR10 ont montré la présence
d’Acide propanoique ce composé est déja isolé de l'actinomycete marin Streptomyces
coelicolor LY001 extrait de la mer Rouge. Les résultats ont également révélé la présence des
composés phénoliques, ces composés sont largement trouvé chez Streptomyces cavouresis
KUV39 (Marchese et al., 2017 ; Nrendhran et al., 2014 ; Chandrasekar et al., 2005).
Alors que le reste des composés identifier dans notre extrait méthanolique sont généralement
trés répondu chez les huiles essentielles et les grains des plantes ce qui confirme que cette

souche elle est nouvelle tres intéressante produise des nouveau molécules bioactives.
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L’émergence de la résistance microbienne aux antibiotiques est une
préoccupation majeure lorsqu'il s'agit de microorganismes pathogénes. Cette
résistance a permis aux microbes d'acquérir la capacit¢ de résister aux effets des
agents chimiothérapeutiques auxquels ils sont habituellement sensibles ; Ia
propagation de ces Dbactéries est devenue une crise sanitaire mondiale, Par
conséquent, la recherche de nouveaux composés comme alternative a l'utilisation
d'antibiotiques est devenue une nécessité permanente, avec des efforts de recherche
ciblant des molécules ayant des effets plus larges sur différents types de bactéries
pathogeénesetmoins agressif pour 1’hote. La capacité des actinomycctes a produire
des composés bioactifs en fait l'un des groupes microbiens les plus explorés parmi
les procaryotes. Ces métabolites secondaires produits sont connus pour leurs rdles

dans divers processus physiologiques, cellulaires et biologiques.

En Algérie, plusieurs études préliminaires ont ét¢é menées sur l'isolement des
actinomycetes, la taxonomie des isolats et la sécrétion d'antibiotiques. Plusieurs
¢tudes ont montré que les sols sahariens, représentatifs d'écosystémes spécifiques,
sont assez riches en potentiel d'actinomycétes en termes quantitatif, de biodiversité

et de propriétés antimicrobiennes.

Le travail présent¢ dans cette theése vise a rechercher dans des biotopes
naturels de 1’Algérie de nouvelle souche d'actinomyceétes productrices des
substances antimicrobiennes et caractérisation de sa molécule bioactive.Nous avons
isolé un nombre important d'actinomycetes de différents habitats naturels de notre
région (arides et semi-arides).Nous avons pu constater une diversité culturale sur le
milieu GYM et ISP2 qui est appréci¢ par la couleur du mycélium arien et la présence
ou non des pigments solubles.La premiere partiec de ce travail est consacrée a
I’isolement et le criblage des souches d’actinobactéries productrices de substances
antimicrobiennes.L’isolement a été réalis¢é a partir de cinq échantillons prélevés de
trois ¢écosystemes différents : la région de Ain Safra, Boughtob et Tamanrasset a
permis d’obtenir 79 isolats dont 29 a partir d'échantillons prélevés du sol d'Ain
Safra, 18 de Bougtob (Wilaya a El Bayadh), 06 du sol de la cit¢ de Tamanrasset, 10
du sol de l'oued Tamanrasset, 16 de la rhizosphére d'Acacia isolée de la région de

Tamanrasset. Toutes les souches obtenues ont ét¢ subi un Criblage de 1activité
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antibactérienne et antifongique, la deuxiéme ¢étape concerne la production de
métabolites secondaire par une fermentation en milieu liquide AF suivi d’une
extraction liquide-liquide par des solvants organiques de polarités différentes.Des
antibiographies d’extraits organiques vis-a-vis /Jes microorganismes indicatrices ont

été réalisées par la méthode des puits.

La bioautographie (révélation microbiologique) réalisée a révélé une activité
antibactérienne indétectable. Cela peut étre di a la quantit¢ insuffisante de

molécules produites ou a la réaction synergique entre les différents composés.

L’isolat d’actinobactérie « TRI10 » a ¢été sélectionnée comme meilleur isolat
antagoniste. Les Propriétés antagonistes de la souche TRI10 ont été étudiées par la
méthode des cylindres d’agar sur une large gamme de microorganismes cibles. Les
résultats ont montré que cette souche avait des effets antagonistes a large spectre
contre la plupart des micro-organismes testés, en particulier une bonne activité
contre  Staphylococcus aureus résistant a la  méthicilline ATCC 33591,Une
caractérisation  partielle  des  antibiotiques  secrétés a  ¢été  effectuée  par
chromatographie sur couche mince (CCM), en utilisant différents systémes
d’¢lution, les résultats révelent que le systéme (Dichlorométhane / Méthanol 96 :04)
est le meilleur solvant d’extraction pour la souche TRI10.Afin d’étudier ces
composés actifs on a utilis¢ la chromatographie en phase gazeuse-spectrométriec de
masse (GC/MS) pour identifier ses composés bioactifs.nous avons identifi¢ 15
composés actifs ayant des activités antimicrobiennes et d'autres activités biologiques

tels que les produits anticancéreux, antioxydants et anti-inflammatoires.

Grace a diverses ¢étapes telles que l'extraction de 1'ADN génomique,
I'amplification, la purification et le séquencage du gene de I'ARNr 16S de notre
souche TR10, nous avons réussi a confirmer que ces échantillons appartiennent au
genre Streptomyces. Cette confirmation s'est basée sur la comparaison des
séquences extraites avec celles enregistrées dans la banque génomique GenBank. En
utilisant la méthode d'alignement des séquences appelée '"Neighbor-joining", nous
avons effectu¢ des ¢tudes phylogénétiques en réalisant plusieurs alignements de
séquences. Ces études nous ont permis de construire un arbre phylogénétique des
isolats d'espéces apparentées, mettant en ¢évidence un degré ¢élevé de similarité.
L'analyse de Streptomyces sp TRI0 a révélé qu'il s'agit dune nouvelle souche

présentant des similitudes avec d'autres espeéces de Streptomyces déja connues. Les
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séquences génétiques correspondantes ont été déposées avec le numéro d'accession

OP617665.

D'autre part, la chromatographie en phase gazeuse (GCMS) est principalement
utilisée pour détecter les composés volatils. Cependant, les extraits actifs nécessitent
des études plus approfondies, car la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) est devenue la méthode de choix pour la plupart des métabolites secondaires
non volatils. D'autre part, certains métabolites secondaires sont trés fluorescents et
peuvent donc ¢étre détectés en trés petites quantités avec des détecteurs a
fluorescence. En outre, l'extraction a partir du fractionnement sur colonne et de
l'analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) est nécessaire pour
potentiellement caractériser de nouvelles molécules et tester d'autres activités

biologiques, notamment des activités antioxydantes et anticancéreuses.

En conclusion, les actinobactéries présentes dans les milieux extrémes
notamment Streptomyces sp TR10 isol¢ a partir de la rhizosphére d’Acacia de la
région de Tamanrasset(le désert Algérien) représentent une riche source alternative
de composés bioactifs qui peuvent étre exploités pour développer de nouveaux
médicaments.Et peuvent étre potentiellement utilis¢é pour de nouvelle biomolécules
commercialement importantes, De nombreuses études ont prouvé la bioactivité
potentiel de ces actinobactéries extrémophiles. Néanmoins, d'autres études
approfondies sont nécessaires pour explorer les capacités bioactives de ces

actinobactéries extrémophiles.
Perspectives

En perspective a cette étude, nous prévoyons de compléter et d’exploiter ces

données théoriques en réalisant des ¢tudes sur terrain avec :

v Optimisation de la production des antibiotiques sur milieu liquide par la
recherche des conditions optimales (sources carbonées, azotées, ¢éléments minéraux,

aération, pH).

v Tester des souches d’actinobactéries ou de leurs extraits dans des champs de

culture contre diverses catégories de phytopathogénes qui sont a [’origine de dégats

et de pertes économiques considérables pour notre agriculture locale.
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v Appliquer des ¢études physiologiques tels que: la capacité des isolats a
dégrader les surfactants tel que pétrole, a réduire les nitrates, 1’azide de sodium et le

Crystal violet.

v Appliquer des études chimio-taxonomiques plus approfondies tels que
I’analyse des acides aminés, des sucres et les phospholipides éléments discriminants

dans I’identification.

v Déterminer les activités biologiques autres qu'antibactériennes, telles que

l'activité anti-inflammatoire, antitumorale, antioxydant, enzymatique etc).

v Analyser le génome de la souche TRI10 (recherche de clusters de génes

responsables de la biosyntheése de métabolites spécialisés).

v L’exploration de niches écologiques sous-étudiées (tellurique et marine)

ainsi que le renforcement de I’enquéte sur le désert algérien.

v'Le développement de techniques culturales plus adaptées a l'isolement de

nouvelles espéces d'actinobactéries rares de ces niches.

v'Le développement de nouvelles espéces biotechnologiquement exploitables.
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Annexe 1 Milieux de cultures et révélateurs

Annexe 1
1. Composition de milieu de culture
1.1. Milieux d’identification des actinobacteries
1.1.1. Etude morphologique

Milieu GYM (Glucose-Yeast-Extrait de Malt).
Extrait de levure : 4g ; Extrait de Malt : 10g ; CaCo3 :2g; Glucose : 4g ; Agar : 12g ; Eau
distillée : 1000ml ; pH : 7.2.

Les milieux ISP ont été préconisés lors de I’« International Streptomyces Project » (Shirling et

Gottlieb, 1966).

ISP2: Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; eau distillée g.s.p. 1000 ml;
agar: 20 g. pH 7,2.

ISP3: Farine d’avoine: 20 g; solution saline standard(*): 1 ml; agar: 20 g; eau distillée

q.s.p- 1000 ml. pH 7,2.

(*) Solution saline standard: FeSO,, 7H,0: 0,1 g; MnCl1,, 4H20: 0,1 g; ZnSO4, 7H,0: 0,1g;
eau distillée g.s.p. 100 ml.

ISP4: Amidon: 10 g; K2HPO4: 1 g; MgSO4, 7H20: 1 g; NaCl: 1 g; (NH4)2SO4: 2 g;
CaCOs: 2g; solution saline standard (voir ISP3): 1 ml; agar: 20 g; eau distillée g.s.p. 1000 ml.
pH 7,2.

ISPS: (Glycerol-asparagineagar): L-asparagine (anhydrous basis) 10 g; Glycerol10.0g,
K2HPO4 (anhydrous basis) 1.0g ; Eau distillée 1.0 litre, Trace solution saline 1.0ml, pH :
7.0-7.4, Agar : 20.0g.

ISP6 : Peptone 15.00 g, Protéose Peptone :5.00g , Citrate d'ammonium ferrique :0.50 g,
Phosphate dipotassique: 1.00g, Soduim Thiosulfate: 0.08 g, Extrait de levure: 1.00 g,
Agar : 20.00, Eau distillée 1000 ml.

119



Annexe 1 Milieux de cultures et révélateurs

Gélose nutritive: Peptone: 5 g; extrait de viande: 1 g; extrait de levure: 2 g; NaCl: 5 g; agar:

15 g; eau distillée g.s.p. 1000 ml. pH 7.,5.

1.2. Milieux utilisés pour I’activité antimicrobienne :

Milieu Mueller Hinton : infusion de viande de beeuf : 300,0 ml, peptone de caséine : 17,5 g,

amidon : 1,5 g, Agar :17,0g, pH=7,4 .

Milieu Sabouraud: Peptone:10g; Glucose : 40g ; Agar : 15g ; Eau distillée : 1000ml
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1.3. Production de pigments mélanoides :

Milieu ISP7 (Tyrosine-agar) (Shirling et Gottlieb, 1966)

Glycérol: 15 g; L-tyrosine: 0,5 g; L-asparagine: 1 g; K2ZHPO4: 0,5 g; MgS0O4, 7H20: 0,5 g;
NaCl: 0,5 g; FeSO4, 7H20: 0,01 g; solution saline standard (voir ISP3): 1 mL; agar: 18 g;
Eau Distillée g.s.p. 1000 mL. pH 7,2.

MPPM : modified phenoxazinone production medium) : Glycérol: 10 g; glucose: 10 g;
farine de soja : 10 g; casaminoacide :5 g ; extrait de levure :5 g ; CACO; : 4 g ; 1 ml solution
saline ( g/100 ml: 1 g FeSO4 ;0.9 g ZnSOy; 0.2g Mn SOy ) ; agar: 18 g; eau Distillée g.s.p.
1000 mL. pH 7,2.

1.4. Milieux De Production d’antibiotiques :
Milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966) :
Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; eau distillée: g.s.p. 1000ml. pH7, 2.

Milieu AF :

Extrait de levure: 4 g; Extrait de malt: 10 g; Glucose :2g; Nacl :2,5g ;CaCos.lg;
Agar :15g; eau distillée: q.s.p. 1000 ml. pH7, 2.

1.5. Milieu Pour Les Champignons
Milieu PDA (Rapilly, 1969)

Filtrat de pomme de terre: 500 ml; glucose: 20 g; agar: 20 g; eau distillée: 500 ml. pH 5,6. Le
filtrat est préparé en mettant a bouillir 200 a 250 g de pomme de terre épluchée dans 500 ml

d’eau distillée.

Milieu Sabouraud: Peptone:10g; Glucose : 40g ; Agar : 15g ; Eau distillée : 1000ml

2. Les colorants de coloration de gramme:
Lugol : Tode : 1g; lode de potassium : 2g ; Eau distillée : 300 ml.

Violet de gentian: Violet de gentiane : 1g; Ethanol a 90 : 10g Violet de gentian : 1g;
Phénol : 2g ; Eau distillés :1000 ml.
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Fuchsine: Fuchsine basique : 02g ; Acide phénique : 10g ; Alcool absolu : 20ml.

Milieu de culture de sporulation des actinobactéries

Farine de Soja Mannitol agar (MS or SFM) :
C’est un milieu de sporulation de plusieurs especes des Streptomyces : Mannitol : 2g; Farine

de soja (Holland and Barrett): 2g; CaCl2 :10 mM ; Agar : 2g ; Eau distillée : 100 ml ; pH :
7.2.
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Annexe 2

1. Analyses physico-chimiques du sol :

1.1. Mesure du pH
Echantillon du sol PH
Ain Safra 9.17
Bougtob 9.60
Tamanrasset(Oued) 9.73
Tamanrasset(Cité) 10.01
Tamanrasset ( Rhizosphere d’acacia) 8.99

2. Résultats de screening primaire de I’activité antimicrobienne en (mm) :

Tableau 1 : Résultats de screening primaire de 1’activité antimicrobienne des actinobacteries en (mm)

Microorgani Diamétre de zone d’inhibition (mm)
smes cibles

B.G+ A1 |A2 |A3 |A4 |AS |A6 [A7 |A8 |A9 |A10 [A11|A12]A13 [A14]A15 |Al6 [A17 [A18]A19 |A20 |A21 [A22 [A23 |[A24 |A25 |A26 |A27 |A28|A29

Bacillus |0 17150 |12]| 180 | 0 |0 | 10| 15{13| 6 |18|0 | O {19 |0 |16 {11 |0 {0 [0 [0 B (16 |10]0 |6
subtilis

Staphylococcl0 | 6 [14|0 (1411 {0 | 8 |13 |8 [15(9 |0 (12{0 |0 [0 |O|O |[O|O|O |0 |0 |11]|0 |IO [0 |7

us aureus

B.G-

Ecoli o0 0O OO OO |0 O (270 0 O 0 O 0 OO O O O OO OO O

Pseudomona|5 [18|16] 0 (17 | 190 812619 127|136 (20(0 6 120(0 |1 (19 o 0 (10 10 0 |0

S aeruginosa

Souches (A1 |A2 |A3 |A4 [AS |A6 |A7 |A8 A9 |a10|Al1]A12]A13 [A14[A15 |AL6 |A17 |a1s|a19 [A20 |A21 |A22 [A23 |A24 [a25 [a26 [a27 A28 |A29
fongiques

Aspergillus 0 (14| 01(12{0|{0 |0 |8 (10| 0 |11 | 8|0 |8 [0 |O |15|8|9|0|O0O|O0O [O|O|O|O (8]0
niger

Penicillium |0 |15/ 0| 0({0 |0 |8 [10|10[0 |22]|0 |0 |20{0 (0 [20(0|13[0 |0 |O|O[O|O]|0O |O [13]|0
spp

[Endosporuim|22|0 |0 |0 |0 2010 2810 |250 [0 (0 |0 0 |0 [20|18]10 01010 0 0 |0
spp

Phytophtora| 0 [0 |0 [14]|0 [0 (25|0 |33]|0 | 0|0 |[O| O8 |0 (35|18 00 (O 8 (0 |O|O [0 |O (O[O
infestans
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Microorganis- Diamétre de zone d’inhibition (mm)
mes cibles

B.G+ Bl B2 B3 |B4 BS [B6 B7 B8 [B9 [B10 B11 [BI12 [B13 [B14 B15 | B16|B17 |B18

Bacillus cereus | 0 0 0 16| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 010
Staphylococcus 0 0 0| 14] 0 0 0 0 8 0 0 0| 14] 0 0 0 0 0

aureus

B.G-

Escherichia coli |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas |11 |0 12 28 |0 11 0 0 12 {10 |11 |13 |0 13 0 30 |0 0
aeruginosa
Souches
fongiques

0

Aspergillus niger 17 | O 0 |0 8 |22 0 0 0 |30 |0 |O 0 0i (10 | O 0

Penicillium spp 0 |0 0o |0 0 20 (O 0 0 0 11 |0 0 0i 10 |0 0 0

14

Endosporuimspp |20 |11 (16 |8 15 (25 |15 |0 0 0 15 |20 |0 15i |0 15 |25

Phytophtora 20 |08 18 |25 |31 |33 |O 15 |0 0 20 (19 (15 |12 |25 |18 |25 8

infestans
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Micoorganis-
mes cibles Diamétre de zone d’inhibition

TR1 |TR2 |TR3 |TR4 |TR5 |TR6 |TR7 | TR8 |TR9 | TR10 | TR11 TR12 | TR1 | TR14 [R15 |TR16

3
BG+
Bacillus cereus / / / / 8 / / / / / / / / 7 1 |/
Staphyloccocus | 20 | 20 | / / 18 |/ / / / / 15 25 / 11 / /
aureus
BG-
Escherichia coli | [ 20 | 16 21 |30 |/ 30 {28 |40 |20 20 25 |/ 8 40 |/
Pseudomonas / 1/ / / 40 |/ / / / / 40 / / / 40 |/
aeruginosa
Souches
fongiques
Aspergillusniger | /| /1 20 (19 |12 |10 |/ |/ |17 |18 |/ 12 |/ / /|
Penicillium spp | / / 6 7 / 12 |/ / 8 20 |10 / / / / /
Endosporuim / / 8 9 / / / / / 15 / / / / / /
spp
Phytophtora 17 |/ / |/ / / / / / 18 | / / / 20 |15 |10
infestans
Candida.Albicane | / / / / / / / 20 |/ / / 9 / / /
Diamétre de zone d’inhibition
Micoorganis- | TO1 [O2 | TO3 |TO4 [TO5 [TO6 |TO7 |TO8 |TO9 [TO10 |TC1 |TC2 |TC [TC4 |[TC5 | TC6
mes cibles 3
BG+
Bacillus cereus / / / 8 7 / / / / / 9
Staphyloccocus / 15 10 | 12 | 10 14 17 19 | 25 19 |/
aureus
BG-
Escherichia coli | 13 / / 22 | 24 |/ 25 |/ / / 30 | 28 30 21 | 26
10

Pseudgmonas / / / / / / 8 / / / / / / 40 40 |/
aeruginosa
Souches
fongiques
Aspergillus niger | / 18 | 17 / / 12 | 20 | 17 | 10 / 15 |/ / 18 22 | 11
Penicillium spp / 6 |9 / / 13 / 7 / / / / / / 10 /
Endosporuim spp | / 9 7 / 6 8 10 11 / / 8 |/ 11 7 15 | 12
Phytophtora / / | 20 / / 1/ 9 |/ / / 10 |/ / / / /
infestans
Candida.albicane | / 25 | 15 / / |/ / 1/ / / / 13 |/ 25 / 17
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A : sol d’Ain safra, B: sol de bougtob, TR : Sol de Rhizospher d’Accacia
(Tamanrasset), TC : Sol de la Cit¢ (Tamanrasset), TO : Sol de 1’Oued

(Tamanrasset), BG+ : Bacterie Gram positive, BG- : Bacterie Gram négative.
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