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Introduction

Le sol est un produit écologique largement exploré comme niche pour les
microorganismes qui produisent des composés naturels biologiquement actifs (Ganesh Kumar
et al., 2010). Parmi les microorganismes présentant un intérét biotechnologique, les
actinomycétes ou bien les actinobactéries.

Généralement, les actinomyceétes, habitent le sol et sont d’importants décomposeurs de la
matiére organique, ce qui rend le sol fertile et par conséquent I’amélioration des récoltes. En
plus du sol, ils ont été isolés dans de nombreux environnements aquatiques ; a savoir les
écosystémes marins, 1’eau douce et les marécages salés (Al-Zarban et al., 2002 ;
Boughachiche et al., 2005 ; Kitouni et al., 2005).

L’importance des actinobactéries a été soulignée dans divers domaines : industriel,
médical et vétérinaire, ainsi que dans le domaine de I’agriculture et 1’agro-alimentaire
(George et al., 2012; Solecka et al., 2012). Les actinobactéries, surtout celle qui ont une
structure mycélienne sont réputées pour la production d’antibiotiques, en particulier le genre
Streptomyces.

D’autres molécules bioactives sont également sécrétées par les actinobacteries telles que,
les enzymes, les vitamines, les immunosuppresseurs, les insecticides et les herbicides
Genilloud et al. ( 2011) et les Streptomyces sont les meilleurs candidats pour la production
des métabolites secondaires biologiquement actifs. En effet, ce genre bactérien est a I’origine
d’environ 70% des molécules antibiotiques utilisées en médecine et 60% des antifongiques

utilisés en agriculture (Sujatha et al., 2005).

Plusieurs actinobactéries ont été isolés a partir du sol du Sahara algérien. Certains
d’entre eux appartiennent aux genres rares tels que Actinomadura, Nanomuraea,
Nocardiopsis, Saccharothrix, Spirillospora et Streptosporangium (Badji et al., 2005; Badji et
al., 2007; Zitouni et al., 2005; Hacéne et al., 2000; Hacéne et al., 1998). Certaines de ces
souches produisent de nouvelles molécules antimicrobiennes. A titre d’exemple, une nouvelle
espéce Saccharotrix algeriensis NRLL B-24137 a été caractérisée, obtenu un isolat de sol

collecté en la palmeraie de I’oasis d’Adrar (Zitouni et al., 2004).

L’objectif principal de notre étude consiste a 1’identification des souches, basé sur la
caractérisation phénotypique des souches bactériennes appartenant au groupe d’actinomycetes
isolés a partir d’échantillons de sols provenant des régions Touggourt et Biskra et la recherche

des activités enzymatiques et antibactériennes de ces souches.
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L’étude a portée sur les étapes suivantes :
e Etude phénotypiques des isolats d’actinomycétes qui implique Ila

caractérisation micromorphologique et macromorphologiques.

e Etude de I’activité enzymatique (dégradation des substrats) de ces souches.

e Recherche d’activité antibactérienne des souches étudiées.
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Chapitre 1: Généralité sur des actinomycetes

1.1 Définition et caracteres généraux
Les actinomycétes sont des bactéries a Gram positif avec un coefficient de (G C) élevé,
saprophytes (Goodfellow et O'Donnell, 1989).

Bien que les actinomycetes soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie
ressemble fortement & celle des microorganismes eucaryotes comme les champignons
filamenteux (Osada, 1998). La plupart des actinomyceétes sont terrestres, certaines especes
sont marines (Mincer et al., 2002). Les actinomyceétes sont répandus dans l'environnement et
la plupart des espéces sont chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de facon
optimale dans la gamme de pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams
et Wellington, 1982a ; Goodfellow et Williams, 1983). Les facteurs importants contrélant
I’abondance et I’activité des actinomycétes dans le sol sont : la disponibilité des nutriments, la
nature et l'abondance de la matiere organique, la salinité, la teneur en humidité relative, la

température, le pH et la végétation du sol (Goodfellow et Williams, 1983).
1.2 Classification des actinomycetes

La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caracteres morphologiques,

physiologiques, chimio-taxonomiques et moléculaires:
1.2.1 Caractéres morphologiques

Les criteres morphologiques sont énoncés dans les "Bergey’s Manual™ des années 1989,
1994 et 2010. II s’agit de caractéristiques macromorphologiques et des caracteres

micromorphologiques (Tableau I).

Tableau I:Caracteres macromorphologiques et micromophologiques (Boudjalal ,2012; Harir
,2018).

Caracteristiques Caracteristiques micromophologiques
macromorphologiques

- Production ou non dun mycélium | - Fragmentation ou non du MS.

aérien (MA). - Présence de sporanges sur le MA ou sur le MS,
la forme et la taille des sporanges ainsi que la
longueur des sporangiophores.

- Formation de spores sur le MA et /ou sur le MS,
leur forme, leur taille et leur agencement : isolées,
par deux, par quatre ou en chaines.

- Mode de sporulation: spores porté par des
sporophores ou mycélium aérien se fragmentant
de maniéré anarchique en spores.

- Présence de spores mobiles ou non mobiles.

- Ornementation de la surface des spores (lisse,

- Présence d’un mycélium du substrat
(MS).

- Détermination de la couleur du MA et
du MS ainsi que des pigments diffusibles
dans le milieu de culture.
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rugueuses, épineuses ou chevelues).
- Formation de structures particuliéres: faux
sporanges, etc.

1.2.2 Caractéres chimio-taxonomiques
La composition de paroi cellulaire en acides aminées, en glucides et en lipides, constitue

la principale caractéristique utilisée en chimiotaxonomie:

1.2.2.1 Acides aminées

Détermination de la forme isomérique de I’acide diaminopimélique (DAP) (forme LL
ou DL) et présence ou non de glycine dans la paroi cellulaire. Les parois sont classées en huit
groupes chimiques ou chémotypes pariétaux en fonction de leur composition en DAP mais
aussi en d’autres acides aminés:
GI: Présent chez Arachnia, Pimelobacter, Nocardioides et Streptomycetes.
GII: Présent chez Actinoplanes et Actinomyces.
GIII: Present chez Dermatophilus, Maduromycetes et Frankia....ect.
GIV: Present chez Micropolyspora et Nocardioformes.
GV: Présent chez Actinomyces.
GVI : Présent chez Microbacterium, Oerskovia, Promicromonospora, Actinomyces et
Arcanobacterium.
GVII: Présente chez Agromyces, Calvibacter.
GVIII:Présente chez Aureobacterium,Curtobacterium,Cellulomonas.
1.2.2.2 Glucides

Les glucides sont taxonomiquement importants et sont regroupé en 4 groupes représenté
dans le Tableau II.
Tableau IT: Types des glucides caractéristiques présents chez des actinomycétes (Lechevalier
et Lechevalier, 1970).

Type de glucide Genres
Arabinose + galactose Nocardia ,Actinopolyspora,Prauserella
Madurose Actinomadura

Streptosporangium

Pas de sucres caractéristiques Nocardiopsis

Arabinose + xylose Micromonospora ,Actinoplanes
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1.2.2.3 Lipides
Les lipides sont taxonomiquement important sont:
a- Phospholipides
Les phospholipides sont regroupés en cing (05) types.
Tableau III: Types de phospholipides caractéristiques présents chez les actinobactéries
(Lechevalier et al., 1977).

Types de phospholipides Genres

-Phosphatidylglycérol. Actinomadura.
-Phosphatidyléthanolamine Streptomyces, Pseudonocardia.
-Phosphatidylcholine Nocardiopsis, Amycolatopsis.
-Phospholipides avec Nocardia, Nonomuraea.
glucosamine +

phosphatidyléthanolamine

-phosphatidylglycérol + Oerskovia.

Phospholipides glucosamine

b- Acides gras

On trouve les acides gras chez plusieurs genres tels que Nocardia, Mycobacterium et
Rhodococcus (Harir, 2018).
c- Acides mycoliques

Les acides mycoliques sont présents chez les genres tels que Nocardia et Rhodococcus.
d- Ménaquinones

Les ménaquinones sont présentes chez les genres tels que Thermopolyspora,
Microbispora et Nocardiopsis (Saker, 2015, Boudjella, 2007, Logman, 2009).
1.2.3 Caractéres moléculaires

Détermination du (G+C)%, séquencage des génes de I’ARNr 16S et hybridation ADN-

ADN. La classification phylogénétique des actinobactéries est montrée dans la Figure 1.
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83 — Thermoleophilaceae
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95 Solirubrobacteraceae
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Figure 1.1: Classification phylogénétique des Actinobacteria, basée sur les séquences du géne

codant d’ ARNr 168 (Zhi, 2009).

1.2.4 Caractéres physiologiques
En plus de ces caractéres, la détermination des espéeces se base également sur les

caractéres physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de différents
composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polyméres complexes, stéroides, etc.

D’autres tests interviennent parfois dans la détermination des espéces, comme la résistance
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aux différents agents chimiques (antibiotiques, divers autres agents), et la tolérance a des
conditions extrémes (température, pH, salinité, etc.).
1.3 Distribution des actinomycetes dans la nature

Les actinomyceétes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow et Williams
1983). Ainsi, ils peuvent étre dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans I’air.
Toutefois, ils sont particulierement abondants dans le sol, spécialement dans les sols alcalins
et les sols riches en matiéres organiques ou ils constituent une part importante de la population

microbienne (Logman, 2009).

Le premier dénombrement des actinomycétes dans le sol est réalisé par Hiltner et
Stormer (1903) qui ont indiqué que le pourcentage des actinomycetes représente (13 a 30) %
de la totalit¢ microbienne du sol. Les actinomycetes ont été également isolés dans de
nombreux environnements aquatiques. Ils ont éte isolés a partir des eaux de mer et sédiments
marins Jensen et al. (1991) et Ghanem et al. (2000), d’eau douce Kitouni et al. (2005) et dans
les marécages salés (Al-Zarban et al., 2002; Boughachiche et al., 2005).

Les actinomycétes se rencontrent également sur les débris des végétaux qu’on trouve au
bord des rivieres et des lacs, les champs de riz Wang et al.(2006) et les cavernes naturelles
Lee (2006), Beaucoup sont capables de sporuler, ce qui leur permet de survivre en conditions
défavorables tel que la salinité (Zaitlin et Watson, 2006). Cette propriété joue un réle principal

dans leur distribution.

Tableau IV: Répartitions des actinomycétes dans la nature (Goodfellow, 1983).

Genre Habitats
Actinomodura Sol
Actinoplanes Sol, eau et litiere
Frankia Nodule de racine
Microbispora Sol
Micromonospora Sol et eau
Nocardia Sol et eau
Rhodococcus Sol, eau, fumier et litiére
Sacharomonospora Matiére en décomposition
Streptomyces Sol, eau et litiere
Streptosporangium Sol
Thermomonospora Matiére en décomposition et fermentation

1.4 Cycle de développement des actinomycétes

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, les actinomyceétes possédent un cycle de vie complexe,

qui est le résultat de trois processus physiologiques majeurs : la croissance végétative, la

9
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différenciation cellulaire puis la mort Tighidet (2010) et Danilenko et al. (2005), leur cycle de
vie commence par la germination des spores, ce processus nécessite la présence d’ions

calcium. La germination donne naissance a un mycélium primaire ramifié (Figure 2) (O'Gara

et al., 2008).

/—_N

Chromosome

segregation and septation
Aerial
hypha

Spore 3
maturation V'
L LI A ) Formation of -
‘ ,(A\% (\1/ fW F reproductive .

J% . aerial hyphae
) ) 3 Spore
) .
e dispersal

W
O Free spore

7]

Spore
germination

Vegetative
\ growth ﬁ :
Antibiot.ic \ B {
production %/i 5 §B i » |

Substrate
mycelium

Figure 1.2: Cycle de développement du genre Streptomyces sur milieu solide (Barka et al.,
2016).
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Les actinomycetes possedent une importance économique majeure et aussi possedent
des rdles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes, mais également pour
la synthése de nombreux métabolites d’intérét biotechnologique ayant des applications dans
divers domaines industriels, et en particulier pharmaceutiques. Ils présentent une variété de
cycles vitaux qui sont uniques parmi les procaryotes et jouent un rdle majeur dans le
recyclage de la matiére organique dans 1’écosystéme du sol.

2.1 Importance dans le domaine agronomique

Les actinomycétes jouent un rble trés important dans les phénoménes de Ila
biodégradation et de transformation de la matiére organique. Ils peuvent dégrader les
substances organiques non biodégradables par les champignons et les bactéries, tel que les
polyméres complexes, les polysaccharides, la chitine et les lignocelluloses des plantes
(Lechevalier, 1981 ; Goodfellow et Williams, 1983 ; Goodfellow et al, 1984). Ils jouent par
conséquent un réle important dans la fertilité des sols grace a un potentiel enzymatique riche,
les actinomycétes peuvent dégrader la biomasse et décomposer des déchets agricoles ou
urbains (Goodfellow et al., 1984).

Gréace a leurs proprietés antagonistes, les actinomycetes sont également utilisés dans la
lutte biologique des maladies des plantes (Sutthinan, 2009).

Le genre Frankia est trés connu en foresterie pour son rdle dans la fixation d’azote
atmosphérique en symbiose dans les nodules racinaires de certains arbres dicotylédones
(Lechevalier, 1981).

2.2 Production des substances biologiquement actives
2.2.1 Production des antibiotiques

Les antibiotiques constituent la part la plus importante des applications industrielles
des actinomycétes, ces molécules d’origine naturelle manifestent a faibles concentrations des
activités biologiques de nature principalement antibactérienne, antifongique, anticancéreuse,
antivirale, ou antiparasitaire. Les antibiotiques sont des molécules issues du métabolisme
secondaire qui ont été particulierement étudiées du fait de leur importance en thérapie
humaine et vétérinaire. Les antibiotiques produits par les actinomycetes sont de différentes
classes, y compris les aminosides, les anthracyclines, glycopeptides, B-lactums, macrolides
nucléosides, peptides, polyenes, polyéthers, terpenes et tétracyclines, qui possédent une large

gamme des activités (Tableau V) (Ravi Ranjan, 2015).
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Tableau V: Exemples d’antibiotiques produits par des actinomycétes (Boughachich, 2012).

Principal classes structurales
d’antibiotiques

Exemples
d’antibiotiques

Actinobactéries

Aminocyclitols

Gentamicine
Paromomycin
Streptomycine

Micromonospora purpurea
Streptomyces rimosus
Streptomyces griseus

Ansamycines

Rifamycine

Nocardia mediterranei

Anthracyclines

Daunorubicine

Streptomyces peucetius

B-lactamines Céphamycine Streptomyces
Thiénamycine clavuligerus
Streptomyce cattleya
Macrolides Avermectine Streptomyces avremitilis
Spiramycine Streptomyces ambofaciens
Tylosine Streptomyces fradiae
Nucléosides Polyoxine Streptomyces cacaoi
Peptides Nosiheptide Strepotomyces actuosis
Pristinamycine Streptomyces pristinaespiralis
Thiostrepton Streptomyces azureus
Polyénes Amphotérine Streptomyces nodosus
Nystatine Streptomyces noursei
Polyéthers Lasaloside Streptomyces lasaliensis
Mononsine Streptomyces cinnamonensis

Tétracycline Chlortétracycline

Oxytétracycline

Streptomyces aureofaiens
Streptomyces aureofaiens

Parmi les microorganismes producteurs de metabolites secondaires possédant une
activité anti-cellulaire, 70% appartiennent au groupe des actinomycétes et parmi eux, on
trouve 95% de Streptomyces et environ 21% de ces métabolites présentent une activité
antifongique (Badji, 2006).

2.2.2 Production des enzymes

Les actinomycetes sont d’excellents producteurs d’enzymes a utilisation industrielle
variée telles que des protéases, des chitinases, des amylases, des cellulases, des xylanases et
des lipases (Park et al., 2002).
2.2.2.1 Protéases

La protéase est une enzyme importante sur le plan industriel applications en
pharmaceutiques, cuir, blanchisserie, alimentaire et les industries de traitement des déchets

Vonothini et al.(2008), qui sont produites par Thermoactinomyces sp., Nocardiopsis sp.,
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Streptomyces pactum, Streptomyces thermoviolaceus et Streptomyces sp.
2.2.2.2 Chitinases

Les chitinases utilisées dans la protection contre les champignons phytopathogénes et
dans le traitement des déchets des crustacés. Elles sont généralement produites par
Streptomyces thermoviolaceus et Nocardiopsis prasina (Tsujibo et al., 2003).
2.2.2.3 Amylases

Les amylases (produites par Streptomyces erumpens et Thermobifida fusca) sont
utilisées dans I’industrie alimentaire comme conservateur dans la production des gateaux, les
jus des fruits et les sirops a base d’amidon et dans I’élimination des polluants
environnementaux (la bioremediation) (Mobini-Dehkorde et Javan , 2012).
2.2.2.4 Xylanases

Les xylanases sont utilisées dans la biotransformation des textiles et la fabrication des
aliments pour animaux (exemple des producteurs : Streptomyces sp. et Actinomadura sp.).
2.2.2.5 Lipases

Les lipases sont couramment utilisées en boulangerie, en biscuiterie, en chocolaterie et
dans le traitement des sols contaminés par des hydrocarbures comme celles produites par
Streptomyces exfoliates et Nocardiopsis alba.
2.2.2.6 Cellulases
Les cellulases sont utilisées dans I'industrie du textile, I’industrie des pates et du papier

et dans la production des vins. Elles sont synthétisées par Streptomyces ruber et Thermobifida
halotolerans (El-Sersy, 2010 ; Mukhtar, 2017).
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3.1 Matériel biologique
Le matériel biologique de cette étude qui comporte 24 isolats d’actinobactéries ont été
donné par Mme BABA ARBI Souad pour la réalisation de ce travail.
3.2 Revivification et conservation des souches
La revivification des souches actinomycetes a été réalisée par des repiquages
successifs, sur le milieu de culture de Gausse (Annexe 1) jusqu’a I’obtention d’une culture
pure. Les cultures des actinobactéries sont ensuite incubées a 28°C pendant 5-7 jours.
3.3 Examen microscopique aprés coloration de Gram
La coloration de Gram a été effectuée selon la méthode classique; dont les étapes sont les
suivantes:
e Coloration par le violet de Gentiane (1 minute) puis ringage a 1’eau.
e Mordancgage avec le lugol (Iminute) suivi d’un ringage a 1’eau.
e Décoloration a I’alcool-acétone puis ringage abondant avec de I’eau.
e Recoloration a la fuchsine (30 secondes).
e Lavage doucement a I’eau.
e Séchage avec du papier absorbant.
e Observation a immersion (a I’objectif x100).
3.4 Conservations des isolats
Les isolats purs obtenus ont été conservé par ensemencement sur une gélose incliné de
Gausse ou d’ISP2, puis incubé pendant 7 jours a 28°C. Les tubes sont ensuite conservés a
4°C.
3.5 Tests des hydrolyses
3.5.1 Hydrolyse de I’amidon
Ce test se réalise sur differents milieux : Bennett, ISP9, gélose de Gausse (Annexe
1)...etc, additionné d’une concentration d’amidon de 1 a 2 %.
L’ensemencement s’est fait par spot de la souche a tester, et incubé a 28°C pendant 7-10 jours
(dos Santos et al., 2012; Khwaja et al., 2011).
Aprés incubation, I’hydrolyse de I’amidon est mise en évidence par 1’inondation des boites
avec une solution de lugol & 0,1%. L’absence de la coloration autour des colonies, indique que
I’amidon a été hydrolysé. Les zones contenant de I’amidon se colorent en brun soit par la
solution d’iode pendant 1 min jusqu’a ce que tout le milieu devienne coloré en bleu. La
formation d’une zone jaune clair autour des colonies en milieu bleu a indiqué I’hydrolyse de

I’amidon et confirmé la production d'a-amylase (Tatsinkou et al., 2005; Boudemagh, 2007;
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Haritha et al., 2010).
3.5.2 Hydrolyse de la cellulose
L’activité cellulolytique peut étre réalisée sur le milieu gélosé : SCA, ISP9, additionné 1% de
CMC (carboxymethyl cellulose), soit en utilisant la gélose moyenne minimale (MMA)
(Annexe 1). Les cultures étaient inoculées et incubées a 28 °C pendant 7 jours (Saini et al.,
2016; Jeffrey, 2008). Pour la visualisation de la zone claire par inondation, on utilise soit le
rouge Congo soit I’iode de Gram :
- Une solution de colorant rouge Congo a 0,1% (Annexes 2) pendant 15 min suivie d’une
décoloration en utilisant une solution de NaCl 1 M(Annexes 2) pendant 15-20 min (Rathore et
al., 2012; Das et al., 2012).
- Une solution de I’iode de Gram (Annexes 2) qui forme un complexe bleu-noir avec de la
cellulose mais pas avec cellulose hydrolysee, donnant une zone nette et distincte autour du
microorganisme producteur de cellulase en 3 & 5 minutes (Kasana et al., 2008; Rathnan et
Ambili, 2011).
3.5.3 Hydrolyse de pectine

Pour tester I’activité pectinolytique, on utilise differents milieux gélosé a base de
pectine. Ils sont comme suit pectine agar (Annexe 1) ou ISP9 additionné 1 % de pectine.
L’ensemencement s’est fait par des stries de la souche a tester ou par touches, puis ont été
incubées a 28 °C pendant 7 jours (Priyanka, 2019 ; Salehghamari et al., 2010).
Des halos d’hydrolyse ont été détectés par inondation en utilisant 12/KI (0,3% 1> et 0,6% Kil),
ou une solution a 1% (p/v) de précipitant de polysaccharide bromure de cétyltriméthyl
ammonium (CTAB), dissoutes dans une solution alcoolique a 15% et ensuite utilisées et reste
pendant une heure (1h), les colonies produisant de la pectinase ont montré des zones claires
contre une couleur opaque du milieu non hydrolysé (Saoudi et al., 2015; Das et al., 2012).
3.5.4 Hydrolyse de caséine

Pour détecter I’activité protéolytique, des milieux de culture solide gélosé contenant
des sources de protéines comme 5% du lait écrémé (Annexe 1), ou ISP9 avec 20% de lait
écrémé (Viswanathan et al., 2015 ; Habbeche et al., 2013 ; Jani et al., 2012).
L’ensemencement s’est fait par des stries de la souche a tester et I’incubation a été effectuée a
28°C pendant 7jours, ’apparition d’une auréole claire autour des colonies indique la
dégradation de la caséine (Raval et al., 2012 ; Roy et al., 2014).
3.5.5 Hydrolyse de tween 80

La méthode de Sierra (1957), avec quelques des modifications est utilisé pour détecter

I’activité lipolytique. L’étude de I’hydrolyse de Tween 80 est démontrée en ajoutant des
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Tweens hydrosolubles & un milieu nutritif de Sierra (Annexe 1), ou remplacé tween 80 par
tween 20. Ce test a été réalise en prenant 1% Tween 20 avec le milieu ISP2 aussi.
L’ensemencées est fait en spots et les boites de Pétri sont incubées a 28°C pendant 7 jours
(Jeffri et Halizah, 2014 ; Kishore, 2011).
L’apparition d’un halo opaque autour de la colonie indique la dégradation de tween 80
(Korayem et al., 2015 ; Mansour et al., 2015).
3.5.6 Hydrolyse de xylene

Ce test est réalisée par I’ensemencement des boites de Pétri contenant la gélose 1SP9
additionnées de 1% de xylene liquide.
Les boites ont été inondées d’éthanol absolu (99% v/V) et laissées pendant 1 h a température
ambiante. Les colonies produisant I’enzyme xylanase présentaient des zones claires contre
une couleur opaque du milieu non hydrolyse (Das et al., 2012).
3.6 Utilisation des différentes sources de carbone

L’utilisation des glucides est généralement vérifiée sur milieu ISP9 (Annexel) selon la
méthode décrite par Pridham et Gottlieb (1948).
Les glucides testés sont : Xylose, Fructose, Saccharose, Mannitol, Sorbitol, Arabinose,
Ribose, Lactose et Glycérol. A une concentration a 0,1% (P/V), les sources de carbones sont
sterilises par filtration et ajoutés au milieu juste avant inoculation. Deux contrbles sont
réalisés a chaque fois : un control positif avec le glucose comme source de carbone et un
control négatif sans source de carbone (Pridham et Gottlieb, 1948 ; Hsu et Lockwood, 1975 ;
Williams et al., 1983b).
a-Préparation de I’inoculum a partir d'un milieu liquide

A partir d’une culture de bactérie sur milieu ISP1 liquide pendant 2 a 3 jours sous
agitation permanente de 100 rpm, environ 5 a 10 ml de culture sont prélevés dans un tube de
centrifugation stérile. La suspension est généralement centrifugée a 5500g pendant 15 min, le
surnageant est éliminé et remplacé par un volume égal d’eau stérile pour restaurer le volume
initial. La suspension est ré-centrifugée a 5500 rpm pendant 15 min. L’opération de lavage est
répétée trois fois, puis le culot est récupéré pour servir d’inoculum.
b-Préparation de I’inoculum a partir d’un milieu solide

Les souches tests d’actinomycétes sont ensemencées sur milieu gélose ISP4. Aprés 14
jours d’incubation a 28°C, des suspensions denses de fragments mycéliens et de spores sont
préparées en eau physiologique stérile. Notant que les inoculums doivent étre utilisés dans un
délai de 3 heures maximum.

c-Ensemencement et lecture
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Les bactéries testées sont ensemencées par stries sur milieu ISP9 contenant une seule
source de carbone. Les boites sont examinées & 10 et 16 jours et comparées aux control positif
et négatif. Les résultats sont notifiés comme suit :

Utilisation positive (+): La croissance sur la source testés significativement pulsé levée que
celle obtenue sur le milieu dépourvu de glucide, mais légérement inférieure a celle avec le
glucose.

Utilisation douteuse () : La croissance sur la source test est significativement plus élevée que
celle obtenue sur le milieu dépourvu de glucide, mais significativement inférieure a celle avec
le glucose.

Utilisation negative (-) : La croissance est similaire a celle obtenue avec le milieu dépourvu de
glucides (Morakchi, 2011).

3.7 Recherche de I'activité antibactérienne

L activite antimicrobienne des isolats d’actinomycetes est mise en évidence par deux
criblages, le premier criblage, réalisé sur le milieu solide, consiste a sélectionner le meilleur
isolat qui sera utilisé dans le deuxieme criblage réalise sur le milieu liquide.

3.7.1 Recherche de I’activité antibactérienne en milieu solide
3.7.1.1 Technique de cylindre d’agar

Les isolats d’actinomycetes sont ensemencés en strie serré a la surface du milieu
Bennett, ISPlet ISP2,GYEA (Aouiche et al., 2012; Meklat, 2012) et incubés a la température
de 28°C pendant 14 jours. Des cylindres de 3 mm a 16 mm de diamétre sont alors prélevés a
I’emporte-piece et déposés a la surface du milieu Muller-Hinton préalablement ensemenceé par
les bacteéries tests (Escherichia coli et Staphylococcus aureus). Les boites de Pétri sont ensuite
placées a 4°C pendant 02 heures pour permettre une diffusion des substances (kitouni, 2007;
Leulmi, 2018). Apres, elles sont incubées a la tempeérature de 37°C pendant 24 heures. Les
zones d’inhibition formée autour des cylindres sont alors mesurées (Pazhanimurugan et al.,
2012).

Les disques des antibiotiques peuvent étre utilisés : ampicilline (10pg) et de chloramphénicol
(30pg) sont utilisés comme des molécules de référence.
3.7.1.2 Technique de stries croisées

Cette méthode consiste a ensemencer les isolats d’actinomyceétes en un seul trait a la surface
du milieu solide ISP2. Les boites sont incubées pendant 7 jours a 30°C. Ensuite, chaque bactérie cible
(en suspension), sera ensemencée par une strie croisée perpendiculaire & celle des actinomycetes.
L’incubation est faite a 37 °C pendant 7 jours.

Apres agitation, chaque milieu est coulé en double couche sur la gélose ISP2 renfermant la
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souche d’actinomycete. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries.
Apres le temps d’incubation les diamétres d’inhibition sont mesurés (Aouiche et al., 2012).
3.7.1.3 Technique des puits

Les souches d’actinomycétes sont mises en culture dans 5 ml du bouillon M65, SCA,
ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 (Lechevalier et al., 1986 ; Hulya et al., 2006), puis incubées 14 jours a
28+1°C et agitées chaque 2 h. Des puits de 6 mm de diamétre sont creusés dans les milieux
tests préalablement ensemencés avec un germe cible pour les bactéries 100 pL de la culture
d’actinomycéte est déposé dans chaque puits sur le milieu Mueller Hinton. Aprés 2 heurs
d’incubation a la température ambiante, les boites de Pétri sont incubées a 37+£1°C pendant 24
h. Les diameétres de la zone d’inhibition sont alors mesurés (Lemriss et al., 2003 ;Valanarasu
et al., 2010).
3.7.1.4 Technique de doubles couches

La souche d’actinomycete a tester est ensemencée au centre d’une gélose ISP2coulée
en boites de Petri. L’incubation se fait a 30°C pendant 8 jours. 1 ml de la suspension des
microorganismes cibles est ensemencé généralement en masse dans 100 ml de milieu Mueller
Hinton gélosé en surfusion (environ 45°C). Les milieux utilisés sont : BCP pour Escherichia
coli et gélose Chapman pour Staphylococcus aureus.

Aprés agitation, chaque milieu est coulé en double couche sur la gélose ISP, renfermant la
souche d’actinomycete. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries.
Aprés le temps d’incubation les diamétres d’inhibition sont mesurés (Morakchi, 2011).

3.3.1.5 Technique des disques

Les isolats bactériens ont été ensemencés sur la gélose nutritive durant 72 heures a
30°C. Apres, le milieu a été découpé en petits cubes et mis dans des erlenmeyers contenant 40
ml de chaque solvant. L’extraction a été réalisée sous agitation pendant deux heures a
température ambiante. L’extrait organique obtenu de chaque solvant a été filtré, puis évaporer
a 45°C a I’aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu sec de chaque solvant a été récupéré avec 5
ml du méme solvant qui a servi a I’évaporation.

L’activité antibactérienne a été évaluée en utilisant des disques en papier (6 mm de
diametre) imbibés par 100 pl des différents extraits et déposés sur la gélose Muller- Hinton
déja ensemencée par les bactéries test dont I’inoculum était préparé de la méme fagon que
celui de ’antibiogramme réalisé par la technique du CLSI (2010). Les boites ont été incubées
a 4°C pendant deux heures et plus tard a la température adéquate pour chaque type de
bactéries test pendant 24 heures. Les diametres des zones d'inhibition ont été mesurés par
suite (Ayari et al., 2012).
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3.3.2.Recherche de I’activité antibactérienne en milieu liquide
A partir d’une culture sur boite de I’actinomycéte (2 a 4 semaines), préparer une

suspension dense qui servira d’inoculum, la densité optique de I’inoculum 0,5

McFarIand(~108ufc/mI).
Préparer des Erlenmeyer de 150 ml de milieu de cultures (différents milieux peuvent étre
utilisés sont ISP1, ISP2 ) (Loucif,2006).

Inoculer (a raison de 1ml/100ml de milieu) les Erlenmeyer qui seront placés dans un
incubateur agitateur a 28°C sous rotation continue de 150 tours/min pendant 15 jours.
Chaque jour, 10ml sont prélever stérilement, centrifugés, ensuite 50ul du surnageant sont
pipetés (micropipette) et placés sur un disque de papier Wattman n °1, séchés a I'étuve (37°C
pendant 30 min).
La préparation d’une suspension bactérienne :
A partir d’une culture jeune (18h) pour S. aureus et E.coli, préparer une suspension d’une
densité de 0,5 Mac Farland pour les bactéries.
Aprés inoculation du milieu avec les microorganismes cibles, les disques sont placés a la
maniére d’un antibiogramme, placé a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 h pour les bactéries
(Joffin et Leyral, 2001 ; Joffin et Leyral, 2006).
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Dans ce qui suit, seront abordes les résultats et les discussions des trois parties de ce
travail, relatifs & la purification des souches d'actinomycétes et la mise en évidence leur
capacité a dégradé des composées complexes et enfin leur activité antibactérienne vis a vis
des souches cibles.

4.1 Résultat de la coloration de Gram

La coloration de Gram est utilisé dans le cadre de cette étude afin d’identifier le type
de la paroi des actinobactéries. L’examen microscopique de nos souches permet a observer la
forme et ’aspect des colonies, et aussi déterminer a quel type des bactéries appartiennent, soit
Gram positif ou soit Gram négatif.

Les résultats de la coloration de Gram de quelques souches d'actinomycétes sont montrés dans
la Figure 3.

<
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-Figure 4.3: Aspect microscopique de quellques souches d'actinomycetes aprés coloration de
Gram (Gx100).

L’observation microscopique, de nos isolats aprés coloration de Gram, a révélé que
ces isolats sont des bactéries Gram+, possédant une forme filamenteuse fines ramifiées et
enchevétrées. Ces résultats sont en accord avec celle obtenus par Zerizer et al. ( 2006) et
Djaballah ( 2010), Boudjella ( 2007) montrant que I’observation microscopique des
actinomycetes et particulierement les Streptomycetes présentent un aspect filamenteux avec
présence des spores isolés ou en amas qui sont parfois a court ou a longues chaines ou
enchevétrés non fragmenté, qui appartiennent au groupe des bactéries a coloration de Gram
positive (Kitouni, 2007).

4.2 Résultats des tests d’hydrolyse des différents substrats
4.2.1 Résultats d’hydrolyse d'amidon : recherche de I’amylase
Les amylases extracellulaires des actinomycetes sont des enzymes thermostables

peuvent étre utilisé dans la boulangerie, I’industrie pharmaceutique, du papier et de la pate
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(Mukhtar et al., 2017).

Les résultats de ce test apparaissent généralement apres 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 traduit la dégradation de I’amidon, alors que I’apparition d’une
couleur brune des souches signifie que I’amidon n’a pas été hydrolysé (Santos et al., 2012).

Les résultats des études menées pour rechercher de I’activité amylase de 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
trouvés étre une source puissante d’enzyme d’amylase.

4.2.2 Résultat d’hydrolyse de cellulose : recherche de cellulase

Cette activité se traduit par ’apparition d’un halo jaune orangé entourant la colonie
aprés ’ajout du (rouge Congo a 1%) et d’une solution saline (1N da NaCl) (El- Sersy et al.,
2010).

Ces enzymes sont utilisées pour la production de la pate et le papier, les textiles, les
bioraffineries, les matiéres premiéres pour animaux, le vin et la brasserie, cuisson au four
(Janaki, 2017).

Des rapports ont montré la production de cellulase par différents actinomycétes appartenant
aux genres Cellulomonas, Streptomyces, Micromonospora, Actinopolyspora, Actinoplanes,
Microbiospora, Thermomonospora, Rhodococcus, Nocardia et Thermoactinomyces (Jang et
Chenks, 2003 ; De Menezes et al., 2008, 2012; Saratale et al., 2010).

4.2.3 Résultat d’hydrolyse de la pectine: recherche de la pectinase

Aprés incubation aux conditions favorables, la lecture des résultats s’effectue par
I’addition de la solution d’acétate de cuivre et laisser a température ambiante pendant
quelques minutes. Si on obtient une apparition d’une zone claire autour des colonies cela
indique la présence d’une activité pectinolytique (Ladjama et al., 2007).

Dans des travaux précédents de Praveenkumar et suneeth (2015), la production
d’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 ’industrie alimentaire pour 1’extraction et clarification
des vins, jus, huiles, composés 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).

4.2.4 Résultats d’hydrolyse de la caséine : recherche de protéase (caséinase)
L’apparition d’une zone claire autour des colonies des souches testées apres une

incubation de 7 jours a une température de 28 a 30°C indique une activité d’hydrolyse de
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caséine positive (Ara et al., 2012).

Les résultats de I’étude des activités enzymatiques des actinomycetes ont montré que
les genres Streptomyces, Micromonospora, Nocardia et Streptosporangiums possedent une
activité protéolytique importante (Okpukpara et George-okafor, 2016).

Les protéases de 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 importants enzymes
industrielles et ont le potentiel d’étre largement utilisés dans les industries de cuir, patisserie,
textile, détergent, brasserie, fromage et épilation.

4.2.5 Résultats d’hydrolyse xyléne : recherche de xylanase

L’enzyme extracellulaire xylanase a plusieurs applications biotechnologiques en
particulier dans I’industrie des pates et papiers (Ninawe, 2005; Taibi et al., 2012).

Les résultats de ce test sont généralement obtenus par la visualisation des halos clairs
autour des colonies correspondent aux zones d’hydrolyse du xyléne (Rahmani et al., 2018).

Les travaux précédents sur isolement et criblage des actinomycetes producteurs de
xylanase du sol de Mamasa, Sulawesi occidentasur Putri et Setiawan ( 2018) ont mise en
évidence la capacité des souches d’actinomycétes a synthétiser des enzymes xylanase étaient
tres faibles telle que les genres: Asanoa, Kribella et Streptomyces.

4.2.6 Résultat de I’hydrolyse de tween 80: recherche d’estérase

Le tween 80 ou le polysorbate 80 est un ester d’acide gras et polyoxyéthylene
sorbitane (dérivé d’éthoxylé du sorbitane). C’est une molécule amphiphiles utilisées comme
émulsifiants et additifs alimentaires (E432, E433, E434, E435 et E436).

La dégradation de tween 80 est traduite par I’apparition d’un halo opaque autour des
colonies, ce qui traduit la présence des estérases.

Les résultats ont montré la capacité de quelques actinomycetes appartenant
principalement au genre Streptomyces (comme Streptomyces fradiae et S. coelicolor) a
synthétiser des enzymes lipases (Brault et al., 2012; C6té et Shareck , 2008).

4.2.7 Résultat d’utilisation des composés glucidiques comme source de carbone

Les résultats de ce test apparaissent apres 7 a 14 jours d’incubation. Le résultat est lu
par rapport a un témoin positif (milieu ISP9 avec des isolats d’actinomycetes et ajout de
glucose comme source de carbone) et un témoin négatif (milieu ISP9 avec des isolats
d’actinomycétes en absence de source de carbone). Si le résultat est positif, cela se traduit par

une croissance de ses bactéries testées, donc il y a utilisation du glucide comme source de
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carbone. Alors que I’absence de la croissance bactérienne indique un résultat négatif, donc la
souche n’a pas la capacité d’utiliser le glucide comme source de carbone (Smaoui, 2010).

Paul Njenga et al. (2017) ont montré que les actinomycétes ont différentes sources
principales de carbone. Le principal déterminant des besoins en sources de carbone des
actinomycetes dépend largement mais pas entierement des activités physiologiques de I’isolat.
Cette étude a réalisé des isolats qui différaient avec une étude antérieure sur les besoins en
sources de carbone.

La raison possible pourrait étre des différences dans le type de souches isolés et les
voies métaboliques utilisées par les isolats.

Les résultats de Morakchi (2011) montrent que la plupart des souches des
actinomycétes de genre Streptomyces utilisent des glucides comme source de carbone mais
qui differe selon les besoins nutritionnelle de chaque souche.

Donc, I’environnement dans lequel les actinomyceétes se développent pour déterminer
leurs besoins en sources de carbone.

4.3 Résultat de recherche de I'activité antibactérienne

Le developpement des résistances bactériennes vis-a-vis des antibiotiques connus,
incite les chercheurs a rechercher de nouveaux antibiotiques pour traiter les diverses maladies
comme des bactéries multi-résistantes apparaissent telles que Staphyloccocus aureus (Demain
et lancini, 2006; Sharma et al., 2011)

Selon les etudes menées sur la diversité des actinomycetes des sols sahariens. De
nombreuses souches d’actinomycétes productrices des antibiotiques ont éte isolées. Parmi les
caractéristiques distinctes de ces souches leurs aptitude a tolérer les conditions halophiles
(Saker et al., 2015; Boudjelal et al., 2015; Meklat et al., 2012; Djinni, 2009).

Plusieurs résultats montrent que les actinomycetes 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, alcalin, produit un antibiotique puissant contre les bactéries a
Gram positif (Singh et al., 2006).

Selon Korare et al. (2004), les bactéries Gram négatif étant souvent moins sensibles
aux antibiotiques produits par les actinomycetes que les Gram positif a cause de la présence
d’une membrane externe qui rende leur paroi beaucoup moins perméable.

Le potentiel antagoniste et inhibiteur des actinomycetes est déterminé selon le milieu
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de culture soit solide ou liquide et selon les méthodes de recherche utilisées. Et cette
différence apparait dans les résultats obtenus par les différents chercheurs.

Les travaux de Boughachiche et al. (2005); Boudemagh et al. (2005); Reghioua et al.
(2008) rapportent que les variations des zones d’inhibition sont dues au fait qu’une souche
d’actinomycéte peut produire plusieurs molécules antimicrobiennes (différents spectres
d’action) dont la nature dépend de la composition du milieu de culture.

Autre résultats ont été rapportés par plusieurs auteurs qui étudierent [’activité
antibiotique des souches d’actinomycetes, 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. D’autres études ont présentés des résultats comparables. En effet,
Nedialkova et Naidenova (2005) et Singh et al. (2006) ont observé une réduction voir une
absence d’activité en milieu liquide en comparaison avec celle observée par la méthode des
cylindres d’agar (en milieu solide).

Les variations des résultats exprimes par les variations des zones d’inhibition
s’expliquent par la capacité des actinomycetes a produire plusieurs et différents molécules
antibactériennes est en relation aux difféerences des composants et des concentrations de
milieu de culture (ISP, Bennett... etc.) et aux méthodes utilisé (puits, des disques, cylindre
d'agar, doubles couches et stries croisées).

En plus, on peut remarquer que ’activité antibactérienne s’exprimé mieux par les
extraits bruts des isolats d’actinomycetes réalisé par la méthode des disques. Alors qu’on peut
aussi considerer la méthode des stries croisées comme non efficace pour confirmer 1’activité

antagoniste des isolats par rapport aux autres méthodes telle que celle des cylindres d’agar.
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De nombreux travaux ont été réalisés dans le but de 1’¢tude et la caractérisation des
souches d’actinomycétes a partir des différents types du sol. Ces travaux ont porté sur la mise
en évidence de leur biodiversité métabolique (production des enzymes) et I’activité
inhibitrices vis-a-vis de quelques bactéries pathogenes comme a Gram positif (Staphylococcus
aureus) et bactérie a Gram négatif (Escherichia coli). Les objectifs essentiels de ce travail
étaient la caractérisation phénotypique des souches d’actinomycétes du sol des régions arides
(Biskra et Touggourt) dont peu de recherche sont réalisés sur ces sols.

La caractérisation phénotypique des souches du sol des régions (Biskra et Touggourt) est faite
sur le milieu Gausse et 1’0observation microscopique de nos isolats d’actinomycetes montre
que ces derniers sont des bactéries a Gram positif, possédant une forme filamenteuse.
Plusieurs études physiologiques ont montré que les actinobactéries ont la capacité de dégrader
divers composants complexes : I’amidon, caséine de lait, la pectine, le xylene et le Tween 80,
ce qui indique gu’ils sont capables de produire des enzymes qui les aident a décomposer ces
substrats (amylase, protéase, pectinase, xylanase et estérase).

L utilisation des différentes sources de carbone est généralement vérifiée sur milieu ISP9 et
les resultats des differents travaux montrent que la plupart des souches d’actinomycétes
utilisent différents types des glucides comme source de carbone.

La recherches du pouvoir antibactérien vis-a-vis des bactéries Gram positif (Staphylococcus
aureus) et des bactéries Gram negatif (Escherichia coli) s’effectue sur différents milieux de
cultures a composition et concentration variables (Bennett, GLM et ISP) et se réalise par
différentes méthodes (stries croisées, cylindre d’agar, des puits, double couches et des
disques).

Les résultats des études du pouvoir antibactérien, montrent que des souches d'actinomycétes
76% sont capables de produire des molécules inhibitrices contre les souches cibles utilisées.
La production des molécules antibactériennes a été plus remarquable sur le milieu solide que
le milieu liquide, ce qui indique que les méthodes de recherche sur milieux solides sont plus
efficaces. En plus, on constate que la méthode de cylindre d’agar est la meilleure méthode qui
permet de tester plusieurs souches d’actinomyceétes a la fois et la mesure de diametre de la
zone d’inhibition par rapport aux autres méthodes, au contraire la méthode de striés croisées
est la moins fiable parmi toute les méthodes testées sur milieux solides.

D’aprés les travaux étudiés on peut remarquer aussi que les actinomyceétes isolés
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possedent une activité antimicrobienne plus contre des bactéries & Gram positif que des

bactéries a Gram négatif.

Les perspectives de ce travail sont :
e Recherche et mise en évidence de ’activité antifongiques vis-a-vis des
champignons et des levures pathogenes.

e Recherche et mise en évidence de I’activité insecticide.

e FEtude de I'utilisation des différentes sources d'azote.
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Annexes 1

I- Milieux de culture

1-Les compositions des milieux utilisés pour la vérification des actinomycetes

Gausse (Morakchi, 2011)

KNO3 19

K2HPO,4 0,59
MgSO4 0,59

NaCl 0,59

FeSO4 0,01g
Amidon 209
Agar 30g
Eau distillée 1000ml
pH=7,4

2-Les compositions des milieux utilisés pour les testes hydrolyses et activité

antibacterienne:

Milieu ISP1 (Meklat, 2012)

Tryptone 59
Extrait de levure 39
Agar 209
Eau distillés 1000ml
pH=7,2

ili
Extrait de malt 10g
Extrait de levure 49
Glucose 49
Agar 209
Eau distillée 1000ml

pH =7,2



Annexes 1

Milieu 1ISP3

Farine d’avoine
Solution saline standard
Agar

Eau distillée

209
1ml
209
1000 ml pH=7,2

Solution saline standard: FeSO4, 7H20: 0,1 g ; MnC1;, 4H20: 0,1 g ; ZnSO4, 7H20:g;

Eau distillée
Milieu 1SP4
Amidon
K2HPO4
MgSOs4, 7TH.0
NaCl
(NH4)2S04
CaCOs
Solution saline standard
pH=7,2

ili
Glycérol
L-tyrosine
L-asparagine
KoHPO,
MgS04,7 H,0O
NaCl
FeSO4, 7TH20
Solution standard Agar
Eau distillée
pH=7,2

ili ‘milieu de base’
(NH4)2S0a4
KH2PO4
K2HPO4
MgSOa, 7TH20
Solution saline*
Eau distillée

Agar

100 ml

109
lg

15¢g
059
1g
059
059
05¢g
001g
209
1000 ml

2,649
2,389
5,659
19
1ml

1000 ml

209



Annexes 1

pH = 6-8-7.
Milieu Bennett

Extrait de levure
Extrait de viande
Peptone

Glucose

Agar

Eau distillée
Ph=7.2

Milieu Muller-Hinton
Infusion de viande
Hydrolysat de caseine
Amidon

Agar

Eau Distillée

pH=5.6

ilieu de Si ditionné d

Peptone
NaCl
CaClz2-1H20
Eau distillée
Agar

Tween 80
pH=7,4

19

19

29
109
209
1000ml

3009
17.59
1.59

179
1000ml

10g
05¢
0.1g
1000 ml
189
10 ml
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| lait écrémé

Peptone

NaCl

Extrait de levure
Agar

Eau distillée

Lait écrémé

Gélose a la cellulose
Cellulose

NaNOs

K2HPO4

MgSOs4

Extrait de levure
Agar

Eau distillée

pH=7

Milieu SCA (Leulmi,2018)

Amidon
KNO3
K2HPO4
NaCl

Caséin
MgSO4 7TH20
CaCOs3
FeSO4 7 H20
Agar

Eau distillée
pH =75

109
059
03g
209
1000 ml
100 g

01g

0.1g
0.05¢
0.05¢
15¢
1000 ml

10g

29

29

29
0,39
0,05
0,02
0,01
20
1000ml



Annexes 2

Réactifs

= Lasolution de lugol

lodure de potassium 02¢g
lode métalloide 12 0lg
Eau distillée 100 m

= Lasolution aqueuse de Rouge Congo al%
Rouge Congo O0lg

Eau distillée 100 ml

= Lasolution du NaCl (1N)
NaCl 56,5 ¢

Eau distillée 1000ml
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Résumé:
Dans cette étude, 24 souches d'actinomycetes ont été isolées du sol de la région de Biskra et Touggourt et leurs propriétés

phénotypiques ainsi que leur capacité a décomposer des composés complexes tels que I'amidon, caséine, pectine, cellulose, tween 80
et xyléne ont été déterminées. L’activité antimicrobienne des isolats obtenus est effectué sur les milieux solide et liquide contre les
bactéries pathogénes suivantes : bactéries Gram négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus).

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

Les isolats d'actinomycétes ont montré une capacité remarquable a dégrader certains composes (cellulose, amidon, caséine, pectine et
xyléne) ce qui montre qu’ils possédent un bagage enzymatique important.

Les isolats d'actinomycetes ont montré une forte activité inhibitrice vis-a-vis des souches a Gram positif (Staphylococcus aureus) et

le milieu solide qui a donné le meilleur résultat par rapport au milieu liquide.

Mots clés: sol, actinomycetes, propriétés phénotypiques, activité enzymatique, activité antibactérienne.

Abstract
In this study, 24 strains of actinomycetes isolated from soils from the Biskra and Touggourt were studied and their phenotypic

characteristics, as well as their ability to break down complex compounds such as starch, casein, pectin, cellulose, tween 80 and xylene
were determined. Their antimicrobial activity was performed on solid and liquid media against the following pathogenic bacteria: Gram
negative bacteria (Escherichia coli) and the Gram positive (Staphylococcus aureus).
The isolated strains showed phenotypic properties identical to the actinomycetes which are slow-growing, sporulated gram-positive
filamentous bacteria.
Isolates of actinomycetes have shown a remarkable ability to degrade certain compounds (cellulose, starch, casein, pectin, tween 80
and xylene) which shows that they have significant enzymatic capacities.

Isolates of actinomycetes showed strong inhibitory activity against Gram positive strains (Staphylococcus aureus) and solid medium
which give better result than liquid medium.

Keywords: Sol, actinomycetes, phenotypic properties, enzymatic activity, antibacterial activity
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