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Introduction générale

Pendant de nombreuses années, les sols arides ont été considérés sans importance
économique ou écologique, y compris I'examen des caractéristiques microbiennes, était
sporadique. Au cours des deux derniéres décennies, l'utilisation économique et agricole des
terres arides est devenue un élément essentiel du maintien et de I'amélioration de
I'approvisionnement alimentaire mondial ; par conséquent, les recherches biologiques et
environnementales sur ces sols sont multipliées (Brock,1979 ; Williams,1981). Les sols
sahariens d’Algérie représentent des écosystémes particuliers. Leur exploration a permis de
mettre en évidence leur richesse et leur biodiversité en actinobactéries rares (Boudjella et al.,
2014).

Les actinomycétes sont des bactéries Gram positives filamenteuses qui présentent une
véritable ramification. Ils sont reconnus depuis plus de cent ans principalement sur leurs criteres
morphologiques (Srinivasan MC,2022). Leur hétérogénéité biochimique, leur diversité
écologique et leur exceptionnelle capacité a produire des métabolites secondaires font d’eux
des producteurs potentiels de nombreux composeés intéressants en industrie pharmaceutique et

alimentaire (Hamaki et al., 2005).

La valeur des actinomycetes dans la production d'enzymes est renforcée par leurs
rendements relativement élevés, leur rentabilité et leur facilité de manipulation génétique. Les
enzymes d'origine microbienne sont largement utilisées dans la transformation des aliments, les

détergents, le textile, I'industrie pharmaceutique et la thérapie médicale (Srinivasan MC, 2022).
La capacité naturelle de production des antibiotiques est associée aux actinobactéries
(Melouah, 2015), ce groupe représente la source de 70% ces antibiotiques et plus de 80%

De ces molécules sont produits par le genre Streptomyces (Watve et al., 2001). D’autres
molécules bioactives sont produites par les actinobactéries telles que, les vitamines, les

immunosuppresseurs, les insecticides, les herbicides, les antioxydants ...etc.
(Genilloud et al.,2011), ces métabolites jouent un réle important dans différent domaines :
L’industrie, ’agriculture, science vétérinaire et pharmaceutique (Oskay et al., 2004).

La contamination des sols par les métaux lourds est un phénomeéne répandu occurrence
due a des activités humaines, agricoles et industrielles (Beladi et al., 2011). Ces activités se
traduisent par I’accumulation de métaux traces dans les sols agricoles, créant une menace pour

la sécurité alimentaire et la santé publique en général (Dary et al., 2010).
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Pour minimiser les risques des métaux lourds, différents processus ont €té mis en place y
compris le traitement biologique qui, consiste a utiliser des microorganismes ayants une

résistance vis-a-vis des métaux lourds (Hamedi et al., 2015).

Plusieurs études ont montré I’efficacité de certaines souches d’actinomycetes dans le

traitement biologique et I’élimination des métaux lourds (Hozzein et al., 2012).
Alors quels sont les actinomycetes qui peuvent étre isolées a partir des sols arides en
Algérie ? Quels sont leurs caracteres phénotypiques ? et est-ce qu’ils ont une aptitude pour

synthétiser des substances antimicrobiennes et des enzymes d’intérét industriel ?

Dans cette étude, nos principaux objectifs sont les suivants :

» La recherche et I’isolement des actinomycetes a partir d’échantillons de sols

arides provenant du Sahara Algérienne des régions lllizi, Touggourt et Tindouf.

» Etude phénotypiques des isolats d’actinomycétes qui implique la caractérisation

micro-morphologique et macromorphologiques.
» Etude de I’activité enzymatique (dégradation des substrats) de ces isolats.
» Recherche d’activité antimicrobienne des souches étudiées.
» Recherche de la résistance des souches étudiées vis-a-vis aux métaux lourds.
Ce travail est structuré en deux parties :

Premiére partie : il s’agit d’une étude bibliographique répartie en deux chapitres ; le
premier présent des généralités sur les actinomycetes, alors que le deuxiéme chapitre examine

I’intérét de ces derniers en différents domaines.

La deuxieme partie concerne 1’étude expérimental effectuer en deux chapitres: un
chapitre regroupe 1’ensemble des matériels et des méthodes utilisés pour la réalisation de cette

étude et le dernier chapitre représente et discutes les résultats obtenus.
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Chapitre 1 Généralités sur les actinomycetes

1.1 Définition

Etymologiguement le mot actinomyceétes du grecs « Aktis », synonyme rayon et « mykes
» veut dire champignon ; « champignons a rayons » ou « champignons rayonnants » (Lamari,
2006). Bactéries filamenteuses de Gram-positif, a taux élevé de G+C (compris entre 60-70%),
elles ont un mode de vie mycélien et subissent une différenciation morphologique complexe
(Barka et al., 2016).

Les actinomycétes présentent certaines caractéristiques particulieres, notamment au
niveau de leur paroi constituée de peptidoglycane mais ne constituée pas de chitine ou de
cellulose. Leur organisation cellulaire est de type procaryotique. Ils sont sensibles a certains

antibiotiques antibactériens mais pas aux antifongiques (Reghioua et al., 2006).

1.2 Morphologie
Morphologiquement, les actinomycétes peuvent étre classés en deux groupes.

Le premier groupe : se compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques
morphologiques particuliéres et forment seulement une masse de filaments ramifiés

(mycélium).

Le second groupe : comprend les organismes qui sont morphologiquement plus

complexes que le premier (Lechevalier, 1985).

Les colonies formées par les actinomycetes sur des milieux solides présentent différents

aspects macroscopiques qui peuvent étre regroupés en trois types :

e des colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement attachés

au milieu.

e des colonies pateuses rugueuses ou lisses qui peuvent étre facilement détachées des

milieux solides.

e des colonies exemptes de mycelium de substrat et se composent d’hyphes aériens

attachés au milieu par des crampons.
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Figure 1: La coupe transversal d’une colonie d’Actinobactéries qui se développant sur
gélose (Prescott et al., 2018)

En culture liquide et sans agitation, les hyphes formés apres la germination des spores
montent en surface pour croitre en contact de l'air (Keulen et al., 2003). Cependant, en milieu
liquide avec agitation, les Streptomyces forment d'abord des filaments libres, qui se ramifient

et s'agregent pour former enfin les pellets (Reichl et al., 1992 ; Tamura et al., 1997).

1.3 Physiologie et Métabolisme

En général, les actinomycetes sont des chimio-organotrophes utilisant une grande variété
de sources d'énergie y compris les polymeres complexes. Mais plusieurs especes sont des
chimio-autotrophes utilisant I’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz

carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald , 1990).

1.4 Ecologie et distribution
Les actinomyceétes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow et al., 1983).

Dans le sol : le sol est le réservoir principal des Actinomycétes spécialement dans les sols
alcalins et les sols fertiles riches en matiere organique (Lansing et al., 2003). Ces
Actinomyceétes produisent des substances spécifiques responsables de 1’odeur de géosmine

caractéristique des sols, telles qu’Actinomyces humiferus (Dommergurs et Mangenot, 1970).

Dans le milieu marin : les actinomycetes Streptomyces purpurascens isolés a partir des

milieux marins présentent des formes terricoles adaptées a la salinité de I’eau (Weyland, 1981).

Eaux douces : Certains genres d’Actinomycétes telle que Rhodococcus coprophilus et
Thermoactinomyces vulgaris préférent les eaux douces, en revanche, ils sont absents dans les
eaux minieres trés acides et les sources thermales trés chaudes d’origine volcanique.

(Boucheffa, 2011 ; Gerard et al., 2001).



Chapitre 1 Généralités sur les actinomycetes

Air : L’air n’est pas un habitat pour les Actinomycétes, mais il est un moyen de transport

des spores dispersées dans la poussiere (Michael et John, 2007).

Les composts : en présence d’oxygene et dans des conditions controlées, sous 1’action
de macro et micro-organismes comme Rhodococcus coprophilus la décomposition biologique
thermophile de déchets organiques produit du compost de type humique stable et de composés

minéraux (Mustin, 1987).

L’existence des actinomycetes est tres influencée par les conditions environnementales
tels que la température, ’humidité, pH et végétation (Basilio et al., 2003). Beaucoup sont
susceptibles de sporuler, ce qui leur permet de survivre en conditions défavorables (Zaitlinet
Watson, 2006). Cette propriété joue un réle principal dans leur distribution.

Les sols des oasis du Sahara Algérien, bien que soumis a un climat aride, se sont révélés

riches en actinomyceétes parfois réputé rares de par le monde (Boudemagh, 2007).

1.5 Cycle de développement

Les cycles de vie observée chez les Actinobactéries sont uniques parmi les procaryotes et
semblables aux eucaryotes multicellulaires, il résulte de trois processus physiologiques majeurs
- la croissance végétative, la différenciation et la sénescence cellulaire, suivies de la mort (Ait
Barka et al., 2016).

La Figure ci-dessous montre le cycle de développement des actinobactéries.

e ~——

Croissance du

Mycélium  mycelium
végétatif egetatif

Figure 2 : Cycle de développement de Streptomyces (Barka et al., 2016)
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1.6 Critéres d’identification des actinomycétes
Pour la caractérisation et I’identification des actinomycetes, ensemble des données
phénotypiques et génotypiques doivent étre rassemblées, pour arriver jusqu’au niveau de

I’espéce ou de la souche (Holt et al., 2000).

1.6.1 Criteres morphologiques

La forme, la taille et la texture de la colonie des actinomycetes sont des critéres qui aident
a différencier les genres. Les mycéliums, végetatif et aérien, peuvent avoir des pigments
intracellulaires différents. La couleur des pigments varie selon les espéces (Shirling et Gottlieb,
1966).

1.6.2 Criteres physiologiques

Il s’agit de réaliser des tests de dégradation de différents composés : glucidiques,
lipidiques, protidiques, polymeres complexes, ...etc. Ainsi que d’autres tests comme la
résistance aux agents antimicrobiens, chimiques (métaux lourds), biochimiques et aux

variations des conditions extrémes (température, pH,), (Goodfellow et al., 1990).

1.6.3 Criteres biochimiques
La composition de la paroi cellulaire en acides aminés, glucides et lipides constituent le

principal caractere utilisé en chimio-taxonomie (Aouar, 2006).

1.6.3.1 Les acides aminés

La paroi cellulaire des actinomycetes est composée d’un peptidoglycane dont les chaines
peptidiques sont composées d’acides aminés trés diverses. Certains ont une grande valeur
taxonomique, telle que : lysine, 1’acide 2.6-diaminopimélique (DAP) (forme LL ou DL), I’acide
2.4-diaminobutiriqueet la glycine. La combinaison des d’acides aminés et de glucides du
peptidoglycane permet un classement en 8 groupes principaux (Lechevalier et Lechevalier,
1970).

Tableau 1 : Types de parois des actinomyceétes en fonction des constituants en acides aminés
et en sucres (Lechevalier et Lechevalier, 1970).

Type de paroi Constituants majeurs Exemples de genres
I LL-DAP Streptomyces
I Méso-DAP, Gycine, Xylose, Micromonospora
Arabinose
] Méso-DAP, Maduroseo ou Actinomadura
aucun sucre
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v Méso-DAP, Arabinose, Actinomaces israelii
Galactose
\ Lysine, Ornitine Nocardia
VI Lysine Oerskovia
1 DAB, Glycine Agromyces
VI Ornithine Cellulimonas
DAP : Acide 2.6-diaminopimélique ; DAB : Acide 2.4-diaminobutirique

1.6.3.2 Les sucres

L’arabinose, le galactose, la xylose et le madurose sont les sucres ayant une importance

taxonomique (Lechevalier et Lechevalier, 1970).
Tableau 2 : Les sucres totaux cellulaires des actinomycetes (Lechevalier et Lechevalier,

1970).
Profils de sucres Sucres caractéristiques Genres représentatifs
A Arabinose, Galactose Nocardia, Rhodococcus,
Saccharomonospora
B Madurose Actinomadura,
Streptosporangium,
Demaphilus
C Aucun Thermomonospora,
Actinosynnema,
Geodermatophilus
D Arabinose, Xylose Micromonospora,
Actinoplanes

1.6.3.3 Les lipides

Les lipides taxonomiquement importants peuvent étre représentés par quatre groupes : les

lipides polaires, les ménaquinones, les acides mycoliques et les acides gras.

» Les lipides polaires (phospholipides)
Les lipides polaires les plus communs chez les actinomycetes sont les phospholipides.

Tableau 3 : Les types de phospholipides présents chez les actinobactéries (Boukahili et al.,

2019).
Type de phospholipides | PE | PC | PG | PGI | Genre
Pl - - - V | Actinomadura




Chapitre 1 Généralités sur les actinomycetes

Pl + |- - - Streptomyces, Pseudonocardia
PHI - + - \/ 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 P est présent chez toutes les actinobactéries.

» Les ménaquinones

Micrococcus kristinae, M. lylae et M. nishinomiyaensis, M. sedentarius possedent les
ménaquinones présentes au niveau de la membrane plasmique qui sont des lipides et participent

dans le transport des électrons et dans la phosphorylation oxydative (Collin et al., 1980) exp :
> Les acides mycoliques

Ce sont des composeés des parois constituées de 20 a 90 carbones, présents uniquement
chez certains genres : Rhodococcus coprophilus, R. equi, R. erythropolis, Mycobacterium bovis.
IIs sont utiles pour différencier certains genres de ce type entre eux, par leur présence ou leur
absence (Mordarska et al., 1972).

> Les acides gras

Ce sont des chaines qui peuvent étre droites ou ramifiées, saturées ou insaturées
(Kroppenstedt et al., 1990 ; Minnikin et Goodfellow, 1981). Le nombre d’atomes de carbone
comportant de 12 a 20 atomes de carbone et caractéristique du genre Nocardia kirovani (M.
guinand et al., 1970).

1.6.4 Criteres moléculaires

Les déterminations portent sur le GC%, sur le spectre obtenu par électrophorese des
fragments de I'ADN, sur le taux d'hybridation ADN — ADN et sur la séquence de I'ARNr 16S.
Deux souches sont sans relation si la différence de plus de 10 %. Au-dela de 70 % de similitude,
deux souches sont estimées comme appartenant a la méme espéce (Larpent et Larpent-
Gourgaud, 1985).

1.7 Taxonomie
Les actinomycétes sont classes dans le Regne des Procaryotes, le Domaine des Bacteria
ou Eubacteria, le Phyllum des Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria, la Sous-Classe des

Actinobacteridaeet 1’Ordre des Actinomycetales (Euzéby, 2011).
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Tableau 4 : la classification hiérarchique de la classe Actinobacteria basée sur I'analyse
phylogénétique de I'ADNr / ARNr 16S (Garrity, 2004)

‘ Classe Actinobacteria ‘

‘S/Cl ‘Acidimfcrobi(fae Rubrobacteridae ‘ Coriobacteridae | Sphaerobacteridae | Actinobacteridae
s/l Actinobacteridae
Ordres Bifidobacteriales Actinomycetales
| Ordre Actinomycetales |
§/0 S/0 S/0 S/0 S/0
Actinomyecineae Micrococcineae | Corynebacferineae Micromonosporineae | Propionibacterineae
Famille Familles Familles Famille Familles
Actimomycetaceae Micrococcaceae Conynebacteriaceae Micromonesporiaceae | Propionibacteriaceae
Bogoriellaceae Dietziaceae Nocardioidaceae
Rarobacteraceae Gordoniaceae
Sanguibacteraceae Mycobacteriaceae
Brevibacteriaceae Nocardiaceae
Cellulomonadaceae | Tsukamurellaceae
Dermabacteraceae Williamsiaceae
Dermatophilaceae
Dermacoccaceae
Intrasporangiaceae
Jonesiaceae
Microbacteriaceae
Beutenbergiaceae
Promicromonosporceae
S/I0 S/0 S/I0 S/0 SI0
Psuedonocardineae | Streptomycineae | Streptosporangineae | Frankinea Glycomycineae
Familles Famille Familles Familles Famille
Pseudonocardiaceae Streptomycetaceae | Streptosporangiaceae Frankiaceae Glycomycetaceae
Actimozymemataceae Nocardiopsaceae Geodermatophilaceae
Thermomonosporaceae | Microsphaeraceae
Sporichthyaceae
Acidothermaceae
Kineosporiaceae

SICI: sous classe,

S/0: sous ordre
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L’hétérogénéité biochimique, la diversité écologique et la capacité exceptionnelle des
actinomycetes permettre de produire des métabolites secondaires intéressants en industrie
pharmaceutique, alimentaire, médicale et environnementale (Mincer et al., 2002 ; Behal, 2003
; Overbye et Barrett, 2005 ; Abbas, 2006 ; Baltz, 2008).

2.1 Amélioration de la qualité de sol agricole

Les actinomycétes ont un role important dans 1’amélioration de la qualité du sol agricole.
IIs contribuent aux processus de recyclage et de la biodégradation de la matiere organique et
des éléments minéraux (Goodfellow et al., 1984). Les Actinomyceétes ont un grand pouvoir de
transformation des substances organiques complexes difficilement dégradable ou non, par les
autres microorganismes, comme les polyméres complexes : les polysaccharides, les

lignocelluloses, la chitine (Goodfellow et Williams, 1983).

Quelques especes d'actinomycetes sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-
Gourgaud, 1985). Le genre Frankias’intégre aux racines avec plus de 200 espéces des
angiospermes, en offrant une protection contre les phytopathogenes (Sardi et al., 1992 ; Thirupl
et al., 2001 ; Pawlowski et Sirrenberg, 2003) et en résistant aux stress environnementaux
(Guilherme da Cruz Silva.2022). Ils améliorent aussi 1’infiltration de 1’eau dans le sol et

permettent ainsi une bonne aération du sol (Mckenna et al., 2002).

Augmentation de la biodisponibilité des nutriments : fixation biologique de 1’azote,

solubilisation des phosphate et production de sidérophores (Guilherme da Cruz Silva,2022).
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[1]: Biological Nitrogen Fixation (BNF)
[2]: Phosphate Solubilization

[3]: ACC deaminase production

[4]: Siderophores production

[5]: Phytohormones production

Figure3 : Principaux mécanismes d'action des bactéries promotrices de croissance des plantes
(Guilherme da Cruz Silva,2022).

2.2 Importance dans le domaine médical, vétérinaire et industriel
Les actinobactéries sont la source la plus courante des antibiotiques et constituent une
source prometteuse d'un large éventail des enzymes, des inhibiteurs d'enzymes, et des vitamines

(Silva et al., 2013), des herbicides, des pesticides ou des antiparasitaires (Oskay et al., 2004),
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de facteurs de croissance, de substances probiotiques, anticholestérolémiques,
antihistaminiques, et des anticancéreuses...etc (Buckingham ,1997).Certaines espéces de
Propionibacterium jouent un réle important dans la fermentation propionique lors de la

fabrication du fromage suisse (Tortora, 2003).

2.3 Production des antibiotiques
En effet les actinomycetes constituent une source importante d’antibiotiques, plus de 70%
des antibiotiques d’origine microbienne sont produits par ce vaste groupe bactérien (Gundlifte,

2006). Le genre Streptomycesa produit 75% des antibiotiques.

Les actinomycétes sont aussi une grande source de molécules possédant des activités
biologiques variées comme des agents antitumoraux (Petit et al., 1999), des médicaments
cliniguement utiles, des antiviraux (Wehrli et Staehelin, 1971). Ainsi, des inhibiteurs
d’enzymes, des vitamines, des immunomodulateurs (Badji, 2006), ou des antiparasitaires
(Oskay et al., 2004).

2.4 Production des enzymes
Aprés les antibiotiques, les enzymes représentent le second grand groupe de produits
industriels synthétisés par les actinomycetes.

2.4.1 Protéases
Elles constituent plus de 65% des applications industrielles : agents blanchisseurs dans
les détergents ou dans la synthése des peptides (Thumar et Singh, 2007) telle que : Streptomyces

griseus, Nocardiopsis dassonvillei

2.4.2 Cellulases

Les cellulases sont utilisées en industrie pharmaceutique dans des formules
médicamenteuses & vocation d’aide digestive (Scriban, 1993) telle que : Thermomonospora
curvata, Thermobifida, Saccharomonospora, Streptomyces, Pseudonocardia,

Micromonospora, Microbispora and Rhodococcus.

2.4.3 Lipases
Les lipases ont de nombreuses applications dans les industries des détergents, des produits
alimentaires, des procédés oléochimiques, ainsi que dans les domaines pharmaceutiques

(Schmid et Verger, 1998). Commes les : Amycolatopsis mediterranei, Streptomyces halstedii.

2.4.4 Chitinases
Les chitinases ont une action antagoniste la plus efficace dans le contréle de certaines

maladies fongiques (Macagnan et al., 2008) telle que : Actinoplanes philippinensis,
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A. missouriensis, et S. clavuligerus

2.4.5 Amylase

Les enzymes amylolytiques produisant par Streptomyces albus, Streptomyces
aureofaciens et Streptomyces griseus jouent un rble majeur dans les applications
biotechnologiques telles que I'industrie agro-alimentaire, la fermentation et les industries du
textile et du papier (Pandey et al., 2000).

2.4.6 Kératinases
Ces enzymes sont principalement utilisées pour I'hydrolyse de la kératine qui produit par

les Thermoactinomyces candidus.

2.5 Résistance des actinomycétes aux métaux lourds

Les métaux lourds tels que le zinc, le cadmium, le cuivre, le chrome, le fer et le plomb
sont présents de facon naturelle dans les sols. lls proviennent en grande partie de l'altération de
la roche mére. Toutefois, les concentrations les plus importantes de métaux lourds dans les sols
sont liées a l'activité humaine : stockage de déchets industriels et urbains ; pollution dues a des
retombées atmosphérique (Belanger, 2009).

Généralement, les métaux lourds se trouvent sous forme de traces ayant une densité
supérieure a 6 g/cm3. lls sont indispensables pour les réactions métaboliques et fonctionnent
d'ordinaire comme un centre coordinateur de la structure et de la stabilité des enzymes et des
protéines (Behrouz, 1995). Mais ils sont considérés aussi comme éléments toxiques a des

concentrations élevées (Monchy, 2007).

Pour minimiser les risques des métaux lourds, différents processus ont été mis en place y
compris le traitement biologique qui, consiste a utiliser des microorganismes ayants une

résistance vis-a-vis des métaux lourds (Hamedi et al., 2015).

Plusieurs études ont montré I’efficacité de certaines souches d’actinomycetes telle que
Streptomyces albus et Arthrobacter nicotianae dans le traitement biologique et I’élimination

des métaux lourds (Hozzein et al., 2012).
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3.1 Echantillonnage du sol
Notre étude est basée sur trois types d’échantillons du sol aride du Sahara Algérien qui

ont été prélevés a partir de trois régions differents (Illizi, Touggourt, Tindouf).

Le prélevement est effectué selon la technique de Pochon et Tardieux (1962) : a I’aide
d’une grande spatule stérile, les cinq premiers centimetres de la couche superficielle du sol sont
écartés, on préleve alors notre échantillon dans la couche sous-jacente (entre 5 et 15, jusqu’a 30
centimetres de profondeur) tout en écartant les gros débris (pierres, racines, etc.). Les
échantillons sont ensuite transportés et stockés dans de bacs en plastique hermétique, étiquetés
et stockés a 4°C jusqu'a I'analyse (Mokrane et al., 2020).

3.2 Matériel biologiques (souches cibles)
Les souches bactériennes référentielles utilisées sont des espéces Gram négatif
(Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus).

La souche fongique utilisée est la levure (Candida albicans).

3.3 Matériel utilisés, Milieux de culture
Le matériel utilisés, les milieux de culture et leurs compositions sont donnés au fur et a

mesure dans la partie des méthodes.

3.4 Isolement a partir du sol

Un échantillon de 1gramme de sol étudié est pesé ensuit mélanger dans un tube contenant
9ml d’eau distillée stérile, la suspension ainsi obtenue est ensuite agitée vigoureusement durant
4 a5 minutes au Vortex, le mélange est laissé sédimenté quelques minutes, on prend 100uL de
surnagent, et étalés sur la surface des boites de Pétri contenant le milieu de culture Amidon
caséine Agar (annexe 1) (Robert. S et al., 1962).

L’isolement des actinomycetes est réalisé sur des milieux de cultures sélectifs (exp :
milieu amidon-caséine) qui favorisent la croissance des microorganismes particuliers (Delarras,
2014).

3 .5 Caractérisation des actinomycetes

3.5.1 Caracterisations macroscopiques

L’aspect macroscopique et les caractéres culturaux sont mis en évidence apres culture des

isolats d’actinomycetes sur le milieu amidon-caseéine.

Les critéres sont d’ordre macroscopique ; il s’agit de : la forme générale des colonies, leur
taille, leur consistance, la couleur du mycelium végetatif et du mycélium aérien, la diffusion ou

non de pigments dans le milieu, la couleur des pigments diffusables.
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3.5.2 Caractérisations microscopiques
Les isolats d’actinomyceétes sont observés au microscope optique apres une coloration de

Gram (Annexe 2). Examiné a immersion (a I’objectif x100).

Cet examen microscopique, nous permet de déterminer quelques propriétés
morphologiques des Actinomyceétes, concernant le type de Gram et des indications sur leurs

formes des filaments et absence ou présence de spores isolées (William et al., 2010).

3.6 Test catalase
Cette enzyme permet la dégradation du H202 qui résulte de 1’oxydation par 1I’oxygéne de

I’air selon I’équation suivante :

H,O, catalase. H>O+ %0,

Une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en présence d’un échantillon d’isolat.

Si le test est positif un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle
traduit la décomposition de dioxygene, s’il n’y a pas de bulles le test catalase est négatif
(Delarras. C et al., 2007 ; F. Denis et al., 2007).

3.7 Conservation des souches

Les souches pures obtenues aprés purification, par repiquage successif sur le milieu
amidon-caséine, sont conservées par ensemencement dans des tubes de gélose incliné de méme
milieu, ensuite on les incube a 30°C pendant 7 jours. Aprés croissance et apparition des souches,
les tubes sont retirés de I’étuve et conservés a 4°C pour assurer la viabilité du matériel
biologique et mettre en place des procédures permettant la gestion de nombreux d’échantillons

(C. heraud et al.,.2010 ; F. Denis et al., 2007).

3.8 Mise en évidence des activités enzymatiques

Standardisation de I’inoculum des bactéries
Tous les tests suivants sont réalisés a partir du méme inoculum préparé comme suivant :

Les souches d’actinomyceétes sont mises en culture sur gélose Amidon caséine de 4-7
jours a 30°C, Apres incubation, quelques colonies d'actinomycétes sont diluées dans 10 ml

d’eau distillée stérile pour 1’obtention d’une suspension bactérienne.

Cette suspension est ajustee a une valeur de densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a

600 nm correspondant & 10"cellules/ml
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3.8.1 Recherche de I’amylase
Ce test est réalisé sur le milieu : ISP9 additionné d’une concentration d’amidon de 1 a 2
%. L’ensemencement est fait a partir d’inoculum d’actinomycétes par strie et incubé a 30°C

pendant 7-10 jours (dos Santos et al., 2012 ; Khwaja et al., 2011).

Apres incubation, 1’hydrolyse de I’amidon est mise en évidence par 1’inondation des
boites avec une solution de Lugol. Les zones contenant 1’amidon se colorent en brun, les
souches a halo clair sont considérées comme productrices d’amylases. Le diamétre des zones
d’hydrolyse est pris en considération pour la sélection de la souche amylolytique la plus

performante (Tatsinkou et al., 2005 ; Boudemagh, 2007 ; Haritha et al., 2010).

3.8.2 Recherche de la caséinase
Les inoculums des souches d’actinomycétes sont ensemencés sur un milieu gélosé ISP9

contenant 1-2 % de la caséine puis incubé a 30°C pendant 4-7 jours. L’apparition d’une auréole
claire autour des colonies indique la dégradation de la caséine (Raval et al., 2012 ; Roy et al.,
2014).

3.8.3 Recherche de la pectinase

Pour tester I’activité pectinolytique, nous avons utilisé le milieu gélosé¢ ISP9 additionné
de 1 % de pectine. L’ensemencement se fait par des stries de chaque inoculum de la souche a
tester, puis les boites sont incubées a 30 °C pendant 4-7 jours (Priyanka, 2019 ; Saleh ghamari
et al., 2010). Les colonies produisant de la pectinase montrent des zones claires par contre une
couleur opague du milieu non hydrolysé indique un résultat négatif (Saoudi et al., 2015 ; Das
etal., 2012).

3.8.4 Recherche de la gélatinase

Ce test a été réalisé sur un milieu gélosé ISP9 additionnée de 1-2 % de la gélatine selon
la méthode de Williams et Gross (1971). L’ensemencement de chaque inoculum de souche a
tester se fait par des stries suivies d’une incubées a 30 °C pendant 4-7 jours. La dégradation de
la gélatine se manifeste par 1’apparition d’une auréole claire autour des colonies (R. Rizvi et
al., 2013).

3.9 Recherche de I'activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne des isolats d’actinomycétes est mise en évidence par deux

méthodes : les stries croisées et la méthode des puits.

Une suspension microbienne est obtenue par dilution dans 10 ml d’eau distillée stérile

de quelques colonies, pour chaque espéce cible (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
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candida albicans), d'une culture de 24-48 heures a 37°C sur milieu favorable agar nutritif. Cette
suspension est ajustée a une valeur de densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a 620 nm,

correspondant.

3.9.1 Recherche de ’activité antimicrobienne par méthode des stries croisées

Cette méthode consiste & ensemencer les isolats d’actinomycétes par des traits dans un
tiers de la surface du milieu solide ISP2. Les boites sont incubées pendant 7 jours a 30°C.
Ensuite, chaque espéce cible (E. coli, staphylococcus aureus, Candida albicans) en suspension,
sera ensemencée par une strie croisée perpendiculaire a celle des actinomycetes. L’ incubation

est faite a 37 °C pendant 24 heures. (Aouiche et al., 2012).

Nous avons ensemencé trois especes cibles par boite de pétri qui contient une souche

d’actinomycete.

Aprés D'incubation, un résultat positif ; c’est a dire présence d’une activité
antimicrobienne, qui se traduit par ’apparition d’une zone d’inhibition (absence de la
croissance de la souche cible). Les diamétres d’inhibition sont mesurés a 1’aide d’une régle

graduée.

L’absence de zones d’inhibition claires (présence de la croissance de la souche cible)

indique un résultat négatif.

zones d’mhibitions

La souche testée

(Actimobacteries)
incubation

Germes cibles 2448ha 37°C

Figure 4 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne sur milieu solide ISP2 par la
technique des stries croisees.

3.9.2 Recherche de P’activité antimicrobienne en milieu liquide par méthode des
puits

Les souches d’actinomyceétes sont mises en culture dans 10 ml du bouillon ISP2
(Lechevalier et al., 1986 ; Hulya et al., 2006) dans des tubes a essais, puis incubées 7-14 jours

a 28+1°C avec agitation (nous avons utilisé bain marie avec agitation, en mettant les tubes en
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position dans un état incline), les cultures ont été arrétées, apres une centrifugation a 5500rpm

pendant 15 munites, les surnageant brutes de chaque souche sont obtenus.

Des puits de 6 mm de diamétre sont creusés dans des boites (de trois répétition) de milieu
Mueller Hinton ensuit ensemences (par écouvillonnage) avec le germe cible, 50 uL de
surnageant brutes de chaque souche d’actinomycéte est déposé dans chaque puits. Les boites
de Pétri sont incubées a 37+1°C pendant 24 h. La lecture des résultats s’effectue en mesurant
le diametre des zones d’inhibition autour des puits. Le test est illustré dans la figure (5) (Lemriss
et al., 2003 ; Valanarasu et al., 2010).

1).Ensemencement des germes cibles sur milieu M-H (10'UFC).

/ Puits de 6mm.

2).Reéalisation des puits de 6mm de diametre sur le milieu ensemenceé 5 g0l

chaque puits est rempli par 100ul d’extrait en (mm)

3).Mesure des diametres des zones d’inhibition apres 24/h d’incubation a 37°C.

Figure 5 : Mise en évidence de I’activité antimicrobienne par la méthode des puits.

3.10 Etude la résistance des souches aux métaux lourds

Afin d’étudier la résistance ou la sensibilité des isolats aux métaux lourds, les souches
isolées sont ensemencees sur des milieux de culture gélose Amidon-caseine additionnes de
différentes concentrations des métaux lourds sous forme de sels hydrosolubles suivant (Daboor
etal., 2014) :

- Sulfate de Zinc (Zn Sos,7 H20) :200, 400, 600 pg/ml ;
- Sulfate de Cuivre (Cu Sos, 5H20) : 25, 50, 70 pg/ml ;

- Chlorure de mercure (HgCly) : 10, 15, 20, 25 pg/ml.
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Puis couler dans des boites pétries et inoculé par les souches a tester avec anse de platine
en spot (Imen C. Fatnassi et al., 2014).

L'appréciation de la résistance ou de la sensibilité des isolats testes vis-a-vis des métaux

lourds est traduite par la croissance ou non des souches sur les milieux respectifs.
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Chapitre 4 Résultats et discussion

Dans ce chapitre nous allons présenter et discuter les résultats obtenus dans les quatre
parties de cette étude : les caracteres macro et microscopiques des souches d'actinomycetes
isolées, leurs capacités a dégradé des composees complexes et leurs activités antimicrobiennes

vis a vis des souches cibles et en fin la sensibilité de nos souches aux métaux lourds.

4.1 Caractérisation macroscopique
Les caractéristiques morphologiques et culturales des souches d’actinomycétes sont

¢tudiées par I’ensemencement de ces derniéres dans milicux de culture amidon-caseine.

Apres I’isolement et la purification de 18 souches bactériennes provenant de trois sols
différents on a pu retenir que 9 souches qui sont : lliz1, 1liz3, lliz4, lliz5, Ttl, Tt2, Tf 1, Tf 2,
Tf 3 pour la réalisation de cette étude.

Des repiquages successifs de ces 9 souches sur le milieu de culture amidon caséine ont
été effectués. Apres incubation a 30 °C pendant 21 jours. Différents caractéres macroscopiques

a savoir : I’aspect et la couleur des colonies et la production de pigmentation, rassemblés dans

le tableau 05 et illustrés par la Figure 6.

Tableau 5 : Caractéristiques culturales des isolats d’actinomycétes sur milieu Amidon-

caséine.
Couleur de | Pigmentation Spore Aspect de la colonie
colonie

lliz1 Beige Beige + Plate poudreuse

iz 3 Beige Blanc + Légerement rugueuse
poudreuse

iz 4 Blanc Vert + Légerement rugueuse
poudreuse

iz 5 Violet Rose violacé + Légérement élevée
poudreuse

Tt1l Gris Beige Marron + Rugueuse élevée en chou-

fleur

Tt2 Gris verdatre Gris + Légérement rugueuse
poudreuse

Tf1 Beige Beige + Rugueuse légérement élevée

en chou-fleur
T2 Blanc Beige + Plate poudreuse
T3 Beige Beige + Elevée rugueuse
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Ttl

Figure 6 : Aspect macroscopique de quelque souche apres I’isolement et plusieurs repiquages
sur milieu Amidon caséine agar

D’aprés le tableau 05 et la figure 6, les isolats des actinomycétes montrent un aspect
morphologique tres caractéristique. La croissance des actinomyceétes est plus lente que celle des
autres bactéries ; le temps de génération moyen est d’environ 2 a 3 heures (Ottow et Glathe,
1968 ; Larpent et Sanglier, 1989), pour tous les isolats, les premiers stades de la croissance
apres 3 a 4 jours consistent en I’apparition de colonies pateuses avec production d’une odeur
terreuse. Du 14éme jour jusqu’au 21éme jour d’incubation, la majorité des isolats donnent des
colonies poudreuses, crayeuses ou granuleuses de différentes couleurs (blanc, beige, gris, gris
verdatre et violet), cet aspect est particulier pour les isolats développant un mycélium aérien et
ce changement de couleurs correspond a la formation de spores sur les extrémités des hyphes

aériens.

L’observation de I’envers de la colonie (dos de la boite de Pétri) permet de déterminer la
couleur du mycélium de substrat qui peut étre (blanc, beige, vert, rose violacé, gris et beige

marron).
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Les colonies qu’ils forment sur milieux solides sont caractéristiques, elles résultent de
I’accumulation des hyphes ramifiés. Le diameétre des colonies est de 1 a 4 mm. L’aspect des
colonies est compact, sec, lisse ou rugueux en chou-fleur a bordures lisse ou échancré. Elles
sont freguemment pigmentées en blanc, créme, jaune, violet, rose, gris (Perry et al., 2004), ce

qui confirme les résultats constatés et mentionnés le tableau 05.

Selon Shirling et Gottlieb (1976), I’identification des actinomycetes repose en grande
partie sur les caractéristiques morphologiques qui sont considérées comme des propriétés
stables. Les actinomycetes sont reconnus par leur aspect morphologique caractéristique,
colonies ancrées dans la gélose apparaissent seches, rugueuses, colorées ou non, de taille
moyenne, poudreuses, réguliéres ou non, aplaties ou bombées, avec un mycélium moyen aérien
et veégétatif en général, certains d'entre eux montrent seulement un mycélium de substrat
(Boudemagh et al., 2005).

4.2 Résultat de la coloration de Gram
Les résultats de la coloration de Gram de quelques souches sont montrés dans la figure 7
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Figure 7 : Aspect microscopique de quelques souches apres coloration de Gram (Gx100).

L’observation microscopique, de nos isolats apres coloration différentielle de Gram, a
révélé que ces especes sont des bactéries Gram positif, possédant une forme filamenteuse fines
ramifiées. Les résultats obtenus par Zerizer et al. (2006) et Djaballah (2010), Boudjella (2007)
montrent que [’observation microscopique des Actinobactéries présentent un aspect
filamenteux avec existence des spores isolés ou en amas, spécialement les Streptomycetes qui

appartiennent au groupe des bactéries a coloration de Gram positive (Kitouni, 2007).

L'étude des caracteres morphologiques macroscopiques et microscopiques des souches

actinomycétales, les colorations cellulaires, les caractéristiques biochimiques et physiologiques
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sont d’une grande importance dans la détermination des genres d’actinomyceétes avec une plus

grande preécision (Boiron et al., 1993 ; Carlotti et al., 1994).

D’apres, Palaniyandi (2013), les couleurs des mycéliums aériens des actinomycetes sont
differents de celles des substrats et la plupart ont une couleur blanchéatre et d’autres ont des
couleurs différentes comme gris, beige, noir, marron, vert, jaune, ce qui confirme les résultats

constatés (fig 6).

Selon Holt et al. (1994), Cheriet et al. (2015), le mycélium aérien des actinomycetes est
bien développe, ramifié, non fragmenté, portant des spores ou des vesicules globuleuses et
sphériques contenant des spores et que les actinomycétes sont a Gram positif. Ces observations

confirent que les différentes souches sont du genre Streptomyces sp.

4.3 Résultat de test catalase

L’examen de la recherche de catalase, montre un résultat positif. L’apparition de bulles
d’air signifie la présence de catalase. Tous les isolats des actinomycetes sont catalase positive
(Tableau 6). Ces derniers présentent une oxydoréductase qui catalyse la réaction du peroxyde
d'’hydrogéne H202en eau et dioxygene O2. Les mémes résultats sont obtenus par les chercheurs
Boulahrouf (2016) et Maameri (2007).

Tableau 6 : Les résultats des tests catalase.

Enzyme
Catalase
Isolats

izl
Iiz3
iz 4
lliz5
Ttl
Tt2
Tf1
Tf2
Tf3

4.3 Mise en évidence des activités enzymatiques
4.3.1 Recherche de I’amylase

+| H| | ] | | ] |+

Les amylases des actinomyceétes sont des enzymes extracellulaires thermostables peuvent
étre utilisé dans 1’industrie pharmaceutique, la boulangerie, du papier et de la pate (Mukhtar et
al., 2017).
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Les résultats de ce test apparaissent genéralement aprés de 7 jours sur un milieu a base
d’amidon. L’hydrolyse d’amidon est témoignée aprés addition du lugol par I’apparition d’une
zone claire autour des colonies indique la dégradation de I’amidon, alors que 1’apparition d’une
couleur brune du milieu notifie que I’amidon n’a pas été hydrolysé (Santos et al., 2012), ce qui

correspond au nos resultats illustrés dans la figure 8.

Les résultats des etudes menées pour rechercher de ’activité amylase rapportés par
Khwaja et al. (2011) et Janaki (2017) montrent que plusieurs espéces d’actinomycétes comme
les Streptomyces limosus et Thermomonospora curvata et Thermomonospora viridis ont été

révéler comme une source puissante d’enzyme d’amylase.

1 Témoin

Figure 8 : Test d’hydrolyse de I’amidon est positif pour les isolats des actinomycétes

4.3.2 Recherche de la pectinase
Apres incubation aux conditions favorables, la lecture des résultats s’effectue par
I’apparition d’une zone claire autour des colonies montre la présence d’une activité

pectinolytique (Ladjama et al., 2007).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Praveenkumar et suneeth (2015), dont la
production des enzymes pectinolytiques a été mise en évidence chez quelques genres
d’actinomycétes tel que : Micromonospora, Microbispora, Actinoplanes, Streptosporangium et

Streptomyces.

Ces enzymes sont utilisés dans I’industrie alimentaire pour 1’extraction et clarification
des vins, jus, huiles, composes aromatisants et industrie de textile pour la préparation de tissus
de lin et la fabrication de chanvre (Saoudi et al., 2006 ; Saoudi et al., 2015).

4.3.3 Recherche de protéase (caséinase)
Autour de chaque souche des isolats testés apres une incubation de 7 jours a une

température de 28 a 30°C, on remarque la présence d’un halo claire autour de la culture signifie
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gue ces souches sont a protéase positive (tab.7 et fig. 9) (Ara et al., 2012). Cette dégradation de
caséine est due a des syntheses extracellulaires des caséinases des différents isolats dans le

milieu caséine-amidon.

La présence de ces zones claires signifie que la caséine présente dans le milieu de culture
a été hydrolysée par les enzymes des souches Streptomyces. Plusieurs travaux réaliser sur les
actinomycetes prouvent que la plupart de ses souches peuvent hydrolyser les caséines du lait
(Mihaela et al., 2011 ; Palaniyandi et al., 2013).

Témoin

Figure 9 : Test d’hydrolyse de la caséine est positif pour les isolats des actinomycetes

Les protéases des Actinobactéries comme Streptomyces sp peuvent étre utilisé dans le
traitement de différents déchets agroindustriels comme les plumes, les ongles, les cheveux et
les déchets végétaux. Les protéases produites par Nocardiopsis spp sont connus comme des
enzymes industrielles importants et ont le potentiel d’étre largement utilisés dans les industries

de cuir, patisserie, textile, détergent, brasserie, fromage et épilation.

4.3.4 Recherche de la gélatinase

Les résultats obtenus sont positifs, la gélatine du milieu a été dégradé par la gélatinase
sécretes par toutes les souches des actinomyceétes. Des zones larges claires autours des cultures
reflétent une bonne dégradation de la gélatine. Les diamétres de ses zones varient selon 1’espece

des actinomycetes (tab.7 et fig. 10).

Ces résultats ressemblent aux résultats des travaux de Boulahrouf (2016) sur le sol de
Sebkha et le travail de Messaoudi (2013) sur le sol foresterie de Bechar qui confirment les

capacités de genre Streptomyces sp a dégrader certains substrats et déchets. (Bergey, 2012).
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Témoin

Figure 10 : Test d’hydrolyse de la gélatine est positif pour les isolats des actinomyceétes

Les résultats des tests des activités enzymatiques sont affichés dans le tableau 07 :

Tableau 7 : Les résultats des tests des activités enzymatiques des isolats.

Enzyme
Amylase | Caséinase | Gélatinase | Péctinase
Isola
liz1 + + + +
liz3 + + + +
iz 4 + + + +
lliz5 + + + +
Ttl + + + +
Tt2 + + + +
Tf1 + + + +
Tf2 + + + +
Tf3 + + + +

(+) : test positif, présence d’enzyme chez les souches. (-) : test négatif, absence d’enzyme chez les

souches.

Les processus de dépistage systématique de la diversité microbienne ont permis

d’identifier un grand nombre d'Actinobactéries (R. Sathya, T. Ushadevi 2014). Nos souches ont

été obtenus a partir de différents sols aride (lllizi, Tindouf, Touggourt) elles ont donné les

résultats présentes dans le tableau 7 qui expriment que ces souches possédent une grande

capacité d’activité enzymatique telle que les quatre enzymes étudiées. Ces données sont

pertinentes avec la plupart de recherche sur I’activité enzymatique des Actinobactéries.
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4.4 Résultat de recherche de I'activité antimicrobienne
4.4.1 Méthode des stries croisées

Le spectre d’activité antimicrobienne des isolats d'actinomycetes a été recherché par la

méthode des stries croisées vis-a-vis une souche de bactéries & Gram positif (S. aureus) et une

souche bactérienne a Gram négatif (E. coli), et une levure (Candida albicans). Les résultats

obtenus aprés incubation a 30°C pendant 24h a 48h pour les bactéries et la levure, permet

d’indiquer la présence ou non d'activité antimicrobiennes contre les germes cibles.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 11 et tableau 08

Figurell : Résultats d’activité antimicrobienne *technique striée croisée*

Tableau 8 : Résultat de test antimicrobienne * Méthode stries croisé*

cterie cible Candida Staphylococcus - .
Isolats albicans aureus Escherichia col
liz1 04 mm 08 mm +
liz3 13 mm 08 mm 12 mm
iz 4 + 05 mm +
Iliz5 + 35 mm +

26



Chapitre 4 Résultats et discussion

Ttl 10 mm 25 mm +
Tt2 + 15 mm +
Tf1 + 10 mm 22 mm
Tf2 + - +
T3 - - 07 mm

(...mm) : distance d’inhibition de la croissance bactérienne cible.
(+) : inhibition totale de la croissance bactérienne cible.
(-) : aucun inhibition (croissance bactérienne cible).

Candida albicans S. aureus E. coli Suoches cibles

Diamétre de la zone d'inhibition (mm)
= N w N [ o) ~
o o o o o o o

o

Hlliz1 mlliz3 mlliz4 =lliz5 ETtl ETt2 ETfl1 WTf2 WT3

Figure 12 : Activité antimicrobienne des isolats d’actinomycétes sur les bactéries-tests par la
technique des stries croisées

Les résultats obtenus montrent une activité antimicrobienne importante vis-a-vis les

microorganismes testés par la méthode des stries croisées.

D’apres les informations illustrées dans la Figures 12, les résultats obtenus indiquent que
100% de nos isolats présente une activité antibactérienne contre E. coli, tandis que parmi les 09
isolats obtenus, on a relevé que 77,77% (soit 7 isolats) produits des substances antibactériennes
contre la bactérie Gram positif Staphylococcus aureus, alors que 88,88% (8 isolats) ont montré

une activité antimicrobienne vis-a-vis Candida albicans.

Tous les isolats semblent actifs envers au moins un microorganisme-test avec des zones
d’inhibition variables de 4 a 35 mm de diamétre ou une zone d’inhibition totale, sur le méme

milieu de culture.

27



Chapitre 4 Résultats et discussion

Les isolats Iliz1, 1liz3 montrent une activité antifongique faible contre C. albicans avec
des zones d’inhibition de 4 et 8 mm respectivement et une activité antibactérienne aussi faible
vis- a- vis de S. aureus avec une méme zone d’inhibition de 8 mm, par contre I’isolat Ilizl a
une activité antibactérienne importante vis -a- vis E. coli avec une zone d’inhibition totale
(absence totale de croissance bactérienne) tel que 1’isolat Iliz3 avec une zone de 12 mm de

diametre.

Par ailleurs, les isolats Iliz4, 1liz5 montrent une activité antifongique contre C. albicans
et une activité antibactérienne vis -a- vis de E. coli trés importante avec une zone d’inhibition
totale, mais 1’isolat Iliz4 montre une activité antibactérienne faible vis -a- vis S. aureus avec un
diamétre de 5mm, tandis que I’isolat Iliz5 montre la plus grande zone d’inhibition (35 mm)

contre S. aureus.

L’isolat Tt1 a présenté un potentiel antifongique faible contre C. albicans avec une zone
d’inhibition de 10 mm, tandis que I’isolat Tt2 a présenté un potentiel antifongique important
contre la méme levure C. albicans avec une zone d’inhibition totale. Les mémes isolats
montrent une activité antibactérienne moyenne vis -a- vis de S. aureus avec une zone
d’inhibition 25, 15 mm respectivement et une inhibition totale par les deux isolats contre E.

coli.

Les derniers isolats Tf1, Tf2 ont montré une activité antifongique importante contre C.
albicans avec une zone d’inhibition totale, mais une absence d’activité d’inhibition pour 1’isolat
Tf3, Pour I’activité antibactérienne vis -a- vis de S. aureus seulement 1’isolat Tfl qui montre

une zone de 10 mm tandis que les deux autres isolats aucune activité n’a été¢ déterminée.

Concernant ’activité antibactérienne vis -a- vis de E. coli, les trois isolats Tfl, Tf2, Tf3

présentent un diametre variable (22mm, inhibition totale et 7mm) respectivement.

A partir des 09 isolats d'Actinobactéries obtenus, 6 isolats lliz1, lliz4, Iliz5, Tt1, Tt2, Tf2
ont montré une forte activité antibactérienne (inhibition totale) contre la bactérie Gram négatif
E. coli. Par contre, pour la bactérie cible Gram positif Staphylococcus aureus 1’activité
antibactériennes été faible. Ces résultats ne correspondent pas avec les travaux de Mellouk et
al ; 2016 ; qui montre que I’isolat Streptomycetes sp TA4 est fortement active contre les
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus) avec des diamétres d’inhibition de 40 et 32
mm, respectivement alors qu’aucune activité n’est enregistrée contre les bactéries a Gram

négatif.
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Dans le méme sens, les résultats de Fortas et al. (2017) ; Aouiche et al. (2012) ; Belghit
et al. (2016) ; Khebizi et al. (2018) (Badiji et al. (2006) montrent que toutes les souches isolées
d’actinomycétes ont une grande activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Par
contre nos résultats montrent une activité antimicrobienne presque faible contre Staphylococcus

aureus.

Nos résultats sont semblables avec ceux obtenus par Fortas et al. (2017) ; Aouiche et al.
(2012) et Badji et al. (2006) qui montrent que 71% des souches testées ont une activité

antimicrobienne contre Escherichia coli.

Nos résultats sont parfaitement cohérents avec ceux obtenu par Fortas et al. (2017) ;
Belghit et al. (2016) et Badji et al. (2006) qui montrent que 57% des souches ont une activité
antimicrobienne contre Candida albicans. Ainsi que, Aouiche et al. (2012) ; Khebizi et al.
(2018) et Badji et al. (2006) indiquant que 42% des souches n’ont pas une activité

antimicrobienne contre Candida albicans.

En effet, Aouiche (2012) a montré dans une étude qu’un isolat Streptomyces sp possede
une activité antimicrobienne importante sur les bactéries (Staphylococcus aureus =10 mm ; E.
coli = 20 mm) et un seul champignon Candida albicans d'une zone d'inhibition entre 7 a 13

mm.

Des résultats similaires ont été rapportés par Loucif (2011) indiquant que I’activité
antimicrobienne se différe d’une souche Actinobactéries a 1’autre d’une part, et d’autre part,

pour la méme souche d’Actinobactéries contre les différentes souches cibles.

Selon Srivibool et Sukchotiratana (2006), les résultats obtenus sont semblables, et
illustrent que I’absence d’activité antibactérienne ou antifongique n’indique pas forcément que
la substance est absente ou pas assez active, mais cela peut étre dd a une mauvaise diffusion de

celle-ci, dans le milieu, car n’étant pas polaire ou bien constituée de composés non polaires.

D’autre part, Boughachiche et al. (2005) et Boudemagh et al. (2005), expliquent que les
variations des zones d’inhibition sont dues au fait qu’une souche d’Actinobactéries peut
constituer plusieurs molécules antimicrobiennes (différents spectres d'action) dont la nature

dépend de la composition du milieu de culture.

Drailleurs les différences en composition de la paroi entre les bactéries Gram positive et
négative peuvent étre responsables de leurs différences de sensibilité. En effet, les bactéries

Gram négative portent dans leurs membranes externes des sucres de nature
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lipopolysaccharidique (LPS) ce qui rend leurs parois imperméables au passage des solutés
lipophiles, contrairement aux bactéries a coloration de Gram positif qui ont une paroi tapissee

uniquement par le peptidoglycane qui n’est pas une barriére efficace (Sateesh ef al., 2011).

C’est probablement la structure de la paroi cellulaire, constituée principalement de
peptidoglycane, qui rend de groupe de bactérie a Gram positif plus sensible aux extraits. Par
contre la paroi des bactéries & Gram négatif est formée d’une couche externe composée d’un
complexe lipopolysaccharides, des phospholipides et des protéines. Cette couche est une
barriére sélective ce qui les rend moins vulnérables aux extraits que les bactéries a Gram positif
(Kim et al., 1994 ; Sateesh et al., 2011 et Singh et al., 2016). Plusieurs chercheurs ont aussi
observé une résistance remarquable des bactéries a Gram négatif par apport a leur homologues
bactéries Gram positif (Ullah et al., 2012).

4.4.2 Méthode des puits

Sur la base des résultats précédents, obtenus sur milieu gélosé (strie croisée), nous avons
retenu les 9 souches d’actinomyceétes ayant montré des activités intéressantes vis-a-vis des trois
germes cibles utilisés dans le but de confirmer la capacité de ces souches a produire des

antibiotiques en appliquant une autre méthode.

Apres culture d’Actinobactéries sur milieux ISP2 liquide au bout de 10 jours
d’incubations les cultures ont été arrétées, aprés une centrifugation a 5500rpm, les surnageant
brutes de chaque souche sont obtenus et ces derniers ont été testés vis-a-vis des trois germes

cibles Escherichia coli. Staphylococcus aureus, Candida albicans.

La mesure des diametres des zones d’inhibition est effectuée apres 24 heures d’incubation

a 37°C. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 13 et le tableau 9.
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Figure 13 : Résultats d’activité antimicrobienne *méthode de puits*
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Tableau 9 : Résultat de test antimicrobienne * Méthode des puits*

actérie
cible Candida albicans Staphylococcus aureus Escherichia coli
Isolat

izl - - - 07mm | 07mm C 07mm C 07mm
[liz3 | 03mm - - 08mm | 08mm | 08mm | 07mm | 07mm | 07mm
lliz 4 - - - 07mm | 07mm | 05mm | 07mm | 05mm | 05mm
Iliz5 - 01lmm - 02mm | 02mm C 12mm | 15mm | 15mm
Ttl 02mm | 02mm - 04mm | 04mm C + +
Tt2 0lmm | 01lmm - 06mm | 06mm C C + +
Tf1 05mm | 05mm | 05mm | 04mm | 04mm C + + C
Tf2 03mm | 03mm | 03mm | 05Smm | 03mm C + + C
Tf3 - - - 03mm | 03mm C + + C

(...mm) : diamétre d’inhibition de la croissance bactérienne cible.

(+) : inhibition totale de la croissance bactérienne cible.

(-) : aucun inhibition (croissance bactérienne cible).

(C) : Contamination de la boite de pétri.
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Figure 14 : Activité antimicrobienne des isolats d’actinomycétes sur les bactéries-tests par la
technique des puits
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D’apres les résultats obtenus illustrée dans les Figures 13,14 et le tableau 12, on constate
un pourcentage de 100% de nos 9 isolats présente une activité antibactérienne contre
Staphylococcus aureus et E. coli, par contre seulement 66,66% (soit 6 isolats) montre une

activité antifongique contre Candida albicans.

On remarque la présence d’une activité antibactérienne faible contre les bactéries a Gram
positif (S. aureus) avec un diametre compris entre (2 et 8 mm), tandis que contre les bactéries
a Gram negatif (E. coli) nos isolats montrent une activité antibactérienne faible pour les isolats
Iliz1, 1liz3, 1liz4, Iliz5 avec une zone d’inhibition de 5 a 15 mm, et une activité antibactérienne

importante pour les restes isolats Ttl, Tt2, Tfl, Tf2, Tf3 avec une zone d’inhibition totale.

La souche cible Candida albicans est résistante par rapport aux 9 isolats d’actinomycétes
soit par 1’absence d’inhibition pour les isolats Ilizl, Iliz3, Iliz4, Iliz5, Tf3 soit par un petit

diamétre d’inhibition compris entre 1 et 5 mm pour les restes isolats.

Nous remarquons clairement que ’activité d’inhibition des 9 souches en culture liquide

est réduite ou perdu vis-a-vis des souches cible par rapport au milieu solide.

Ces résultats sont similaires a ceux rapporté par Nedialkova et Naidenova (2005) et Singh
et al. (2006) qu’ont observé une réduction voire une absence d’activité en milieu liquide en

comparaison avec celle observée par la culture en milieu solide.

D’autre résultats ont été rapporté indiquant que ’activité antimicrobienne des souches

d’actinomycétes n’apparait que sur milieu solide (Valan Arasu et al., 2008).

Les résultats de ce travail montrent aussi que I’activité antimicrobienne des isolats
d’Actinobactéries testées dépend de la méthode utilisée ce qui concorde avec les travaux de
Lemriss (2003) et Alharbi et al., (2012), rapportant que la production des métabolites
antibactériens est parfois influencée par la composition du milieu de culture et les conditions
de cultures, tels que I’aération, agitations, pH, température d’incubation, la salinité, temps

d’incubation, source de carbone et d’azotes, et cela varie d’un microorganisme a un autre.

Le potentiel antagoniste et inhibiteur des actinomycetes s’explique par que la capacité des
actinomycetes a produire plusieurs et difféerentes molécules antimicrobiennes est en relation
aux différences de composition et des concentrations de milieu de culture (ISP, Bennett... etc.)
et selon le milieu de culture soit solide ou liquide et aux méthodes utilisé (puits, des disques,
cylindre d'agar, doubles couches et stries croisées). Cette différence apparait dans les résultats

obtenus par les différents chercheurs.
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Autres résultats ont montré que I’activité antibiotique des souches d’actinomycétes, pour
lesquels les activités ont été rapportées uniquement sur milieux solides (Valan Arasu et al.,
2008). D’aprés Moncheva et al. (2002) cela peut probablement étre di a I’inadéquation du
milieu de culture liquide utilisé pour la production d’antibiotiques. Selon les études menées sur
la diversité¢ des actinomycetes des sols sahariens, de nombreuses souches d’actinomycetes
productrices des antibiotiques ont été isolées. Parmi les caractéristiques distinctes de ces
souches, leurs aptitude a supporter les conditions halophiles (Saker et al., 2015 ; Boudjelal et
al ., 2015; Meklat et al., 2012; Djinni, 2009).

Plusieurs résultats montrent que les actinomycétes producteurs d’antibiotiques sont isolés

a partir des environnements extrémes, comme exemple :

- Une nouvelle espece Saccharotrix algeriensis NRLL B-24137 a été caractérisée. Cette

espece a été isolée de sol collecté de la palmeraie de 1’oasis d’Adrar.

- Streptomyces sannanensis, une actinobactéries halophile et alcaliphile isolée a partir
d’un sol de Phoomdi dans le lac Loktak Inde alcalin, produit un antibiotique puissant contre les
bactéries a Gram positif (Singh et al., 2006).

4.5 Etude de la résistance ou la sensibilité aux métaux lourds

Les 9 souches d’actinomycetes ont été ensemencées sur des milieux de culture a base
d’agar nutritif (milieu amidon casé€ine) supplémenté des métaux lourds a différentes
concentrations dans le but de mettre en évidence leur aptitude a se développer en présence de

ces métaux lourds.

Cette étape a pour objectif la sélection des souches d’actinomycetes présentant une
meilleure croissance sur les différents milieux de culture comportant les métaux lourds. Pour

cela une observation quotidienne est réalisée aprés 3, 7 et 14 jours d'incubation a 30°C.

D’aprés les résultats obtenus, les neuf souches testées présentent une sensibilité vis-a-vis
des 3 métaux lourds (cuivre, zinc, mercure) a différentes concentrations qui se traduit par une

absence de croissance.

Les souches d’Actinomycétes notamment le genre Streptomyces ont été rapportés
comme des bons candidats pour la bio remédiation des sols contaminés par les métaux lourds.
Des recherches ont démontré que le genre Streptomyces est capable de résister en présence de
concentration elevé de métaux lourds comme le Cadmium, le Mercure, le plomb, le nickel et le
fer (Desale et al., 2012) ainsi que le Cuivre (Maryan et al., 2012). Les Streptomyces sont

également démontrées comme espéces capable de bio remédier un sol contaminé par du métal
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lourds Cr et de pesticides (Lindane) (Marta et al., 2007 ; Aparicio et al., 2015). II s’est avéré
que nos résultats ne corroborent pas ceux obtenus par ces auteurs. Cela pourrait s’expliquer par

la qualité des métaux lourds disponibles au niveau du laboratoire.
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Conclusion

L’objectif essentiel de ce travail était la mise en évidence des caracteres phénotypiques
des souches d’actinomycétes de sol aride (Illizi, Touggourt et Tindouf) et leur biodiversité
métabolique (production des enzymes) et I’activité antimicrobienne des souches, et finalement

la résistance de ces souches vis-a-vis métaux lourds.

L’étape d’isolement sur milieu en utilisant le milieu Amidon-Caséine, nous a permis
d’obtenir un total de 9 souches. Apres la sélection et la purification des souches
d’actinomycétes sur le méme milieu, les observations macro et microscopiques montrent que
les actinomycetes ayant une forme filamenteuse, ses colonies ont des tailles différentes varie de
1 a 3 mm. Leurs formes sont variables : bombé, aplatie, possédant un mycélium aérien et de
substrat de différentes couleurs selon la souche. Ils présentent des structures ramifiées, et une

coloration de Gram positif.

D'aprés les résultats des tests enzymatiques, on peut conclure que nos isolats des
actinomycetes du sol aride présentent une grande activité enzymatique, toutes les souches ont
une activité amylolytique et protéolytique et sont capables d’hydrolyser la gélatine, de plus ces

souches peuvent produit I’enzyme catalase et possedent une activité pectinolytique.

L’activité antimicrobienne a été cherchée sur un milieu solide par la technique des stries

croisées et la technique des puits sur un milieu liquide.

Apres les tests des propriétés antagonistes de I’ensemble des 9 isolats d’actinomycetes en
utilisant des méthodes de criblage : stries croisées sur un milieu de culture solide Muller-Hinton
contre 2 souches de référence dont une bactérie a Gram positif (Staphylococcus aureus) et une
autre a Gram négatif (Escherichia coli), et contre une levure (Candida albicans). Les résultats
de P’activité antibactérienne indiquent que la plupart des isolats sont actifs sur les bactéries a
Gram négatifs, que sur les bactéries a Gram positifs qui pourrait suggérer une action sur la
synthese des composants pariétaux. Aussi la moitié présente une forte activité contre Candida
albicans. Ces resultats signifient que nos souches sont des actinomycetes possedent des

activités antimicrobiennes a large spectre contre des différentes bactéries pathogénes et levures.

La technique des stries croisées a donné un pourcentage plus important d’isolats actifs
par rapport a la technique des puits. On pourrait donc supposer que la technique des stries
croisées est une technique préliminaire pour I’étude de Dl’activité antimicrobienne surtout

lorsqu’il s’agit d’une importante collection de souches a tester.
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Enfin, ’activité antimicrobienne de ces isolats différe entre les germes cibles utilisés et

d’un isolat d’actinomycétes a un d’autre.

L’évaluation de la résistance ou de la sensibilité des 9 isolats d’actinomycétes obtenus a
partir de différentes origines a été étudié sur le milieu de cultures solide Amidon-Caséine
additionné de métaux lourds (Cuivre, Zinc, mercure) a différentes concentrations, les résultats
obtenus affirment que I’ensemble des 9 isolats sont sensibles vis-a-vis aux concentrations

testées.
Les perspectives de recherche consisteraient a :
e Elargir les zones et le nombre des échantillons dans régions sahariennes.
e Fait utilisée dans le domaine de la lutte biologique.
e Recherche et mise en évidence de ’activité insecticide.
e Séparation et purification des molécules antibiotiques produites
o Caractérisation des molécules actives des Actinobacteéries testées,
e Compléter I’identification moléculaire des Actinobactéries testées,
e Tester la réduction d’autres métaux lourds par d’autres souches d’actinomycétes
e [’extraction et la purification des molécules antibactériennes,

o [ ’¢largissement des tests antagonistes contre de nombreux germes pathogénes a

I’Homme (bactéries ou champignon),
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I- Milieux de culture
Milieu ISP1 (Meklat, 2012)

Tryptone
Extrait de levure
Agar

Eau distillés
PH=7,2

Milieu I1SP2
Extrait de malt
Extrait de levure
Glucose

Agar

Eau distillée

PH =7,2

Milieu ISP9 (milieu de base)

(NH4)2S04
KH2PO4
K2HPO4
MgS0O4, TH20
Solution saline*
Eau distillée
Agar

PH = 6-8-7.

Milieu Muller-Hinton

Infusion de viande

Hydrolysat de caséine

Amidon
Agar

Eau Distillée
PH=5.6

Annexe 1

59

39

209
1000ml

10g
49
49
209
1000ml

2,649
2,389
5,659
19
1ml
1000 mi
20g

3009
17.59
1.59
179
1000ml
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Milieu SCA (Leulmi,2018)

Amidon 10g
KNO3 29
K2HPO4 29
NaCl 29
Caséin 0,39
MgSO4 7H20 0,059
CaCOs3 0,029
FeSO4 7 H20 0,019
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
PH=75
Réactifs

La solution de lugol
lodure de potassium 02 g
lode métalloide 12 0lg

Eau distillée 100 m
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Annexe 2

Coloration de Gram
Préparation de frottis :

On dépose une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame en verre, puis a 1’aide
d’une anse a boucle bien flambée, on préléve une colonie de la souche a étudier et étaler a la

surface de la lame,
Sécher la lame a la chaleur de la flamme du bec bunsen.

Fixer le frottis en passant la lame 3 fois dans la flamme du bec bunsen et laisser refroidir.

Il faut travailler dans les meilleures conditions d’asepsie (Joseph- Pierre Guiraud. 2003).
Etapes :
La méthodologie est la suivante (F. Denis et al 2007) (Joseph- Pierre Guiraud. 2003) :

- Quelque goutte de solution aqueuse de violet de gentiane est répandue sur le frottis

pendant O1minute, puis un ringage a I’eau de robinet.

- Le frottis est ensuite recouvert de Lugol de Gram pendant 01minute, puis un rincage a

I’eau de robinet.
- La lame décolorée a 1’alcool absolu goutte a goutte.

- Apres lavage a I’eau du robinet, le frottis est recoloré a la fuschine de ziehl pendant 30

secondes a O1minute, puis lavé a I’eau.
- Séché au buvard ou a ’air.

- Examiné a immersion (a 1’objectif x100).



Résumés

Résumé

Le présent travail s’intéresse a 9 souches d'actinomycetes qui sont isolées sur milieu
amidon-caséine a partir des sols de Sahara algérienne : Illizi, Touggourt, Tindouf dans le but
d’étudier leurs propriétés phénotypiques ainsi que leur capacité a décomposer des polymeres
tels que I'amidon, caséine, pectine, gélatine et leur aptitude a synthétiser des molécules
antimicrobiennes.

Les souches isolées montrent des propriétés phénotypiques identiques aux actinomyceétes
qui sont des bactéries filamenteuses a Gram positif sporulées a croissance lente.

Les isolats d'actinomycetes ont une capacité remarquable a dégrader les composée
complexe amidon, caséine, pectine et gélatine ce qui montre qu’ils possédent un reserve
enzymatique important.

L’activité antimicrobienne des isolats est étudiée selon deux méthodes sur les milieux
solide et liquide contre des micro-organismes pathogénes. Les isolats d'actinomycétes ont
montré une forte activité inhibitrice vis-a-vis des souches a Gram négatif Escherichia coli et
moins activité inhibitrice vis-a-vis des souches a Gram positif Staphylococcus aureus et de
levure Candida albicans, aussi bien le milieu solide qui a donné le meilleur résultat par rapport
au milieu liquide.

L’étude de la résistance ou de la sensibilité des isolats aux métaux lourds a été testé sur
le milieu de culture Amidon-caséine additionnes de différentes concentrations de 3 métaux
lourds (cuivre, zinc, mercure). En résultat, les neuf souches testées présentent une sensibilité
vis-a-vis des 3 métaux lourds (cuivre, zinc, mercure) a différentes concentrations qui se traduit
par une absence de croissance.

Mots clés : Actinomycétes, molécules antimicrobiennes, métaux lourds, sols de Sahara
algérienne, amidon-caséine.

Abstract

The present work focuses on 9 strains of actinomycetes isolated on starch-casein
medium from the Algerian Sahara soils of following regions; Illizi, Touggourt and Tindouf,
with the aim of studying their phenotypic properties, their ability to break down polymers such
as starch, casein, pectin and gelatin, and their capacity to synthesize antimicrobial molecules.

The isolated strains show phenotypic properties identical to actinomycetes, which are slow-
growing, Gram-positive, filamentous and spore-forming bacteria.

Actinomycetes isolates have a remarkable capacity to degrade complex compounds such as
starch, casein, pectin and gelatin, demonstrating an important enzymatic reserve.

The antimicrobial activities of the isolates were studied using two methods on solid and liquid
media against the pathogenic micro-organisms; Actinomycetes isolates showed strong
inhibitory activity against Gram-negative Escherichia coli strains and less inhibitory activity
against Gram-positive Staphylococcus aureus and yeast Candida albicans strains, with a solid
medium providing better results compared to the liquid medium.

Isolates were tested for resistance or sensitivity to heavy metals on a starch-casein culture
medium supplemented with different concentrations of 3 different heavy metals (copper, zinc,
mercury). As a result, the nine strains tested showed sensitivity to the 3 heavy metals (copper,
zinc, mercury) at different concentrations, resulting in an absence of growth.



Résumés

Keys words: Actinomyceétes, antimicrobial molecules, heavy metals, Algerian Sahara soils,
starch-casein.
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