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Résumé

La résistance bactérienne aux antibiotiques et I’émergence de nouvelles maladies infectieuses justifient 1’urgence
de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes. L’objectif de ce travail s’inscrit dans le cadre de la
recherche et le criblage des actinomycetes capables de synthétiser des substances antibactériennes. Pour cela,
vingt-six isolats ont fait I’objet de cette étude. Le test de I’activité antibactérienne a été effectué envers six
bactéries pathogéne pour ’Homme dont quatre & coloration de Gram positive (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 21332 et Bacillus cereus ATCC 10876) et
deux autre a coloration de Gram négative (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Escherichia coli ATCC
25922) par la méthode des stries croisées et la méthode des cylindres d’agar. La caractérisation morphologique
montre que tous les isolats sont des bactéries filamenteuses, Gram positif, caractérisées par un mycélium de
substrat formé de longues hyphes fines et ramifiées avec de longues chaines de spores droites ou en crochets.
Ceci qui nous a permi de les assigner au genre Streptomyces. Par ailleurs, le test de ’activité antibactérienne
montre que la plupart des isolats sont actifs sur les bactéries a Gram positifs que sur les bactéries a Gram négatifs
et que la technique des stries croisées a donnée un pourcentage plus important d’isolats actifs par rapport a la
technique des cylindres d’agar avec un taux de 77% des isolats vis-a-vis Bacillus cereus, 73% vis-a-vis
Bacillus subtilis, 69% vis-a-vis les deux souches de Stapylococcus aureus, 19% envers K. pneumoniae et 15%
seulement envers E.coli. La méthode des stries croisées est souvent employée comme premier screening de
I’activité antimicrobienne, c’est une technique simple qui permet de tester I’activit¢é d’une souche
d’actinomycéte sur plusieurs microorganismes et sur la méme boite de pétri.

Mots clés. Actinomycétes, Activité antibactérienne, bactéries pathogenes, stries croisées, cylindres d’agars.

Abstract

The bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases justify the urgency of having
new antimicrobial molecules. The objective of this work is research and screen actinomycetes capable to
synthesizing antibacterial substances. For this, twenty-six isolates were the subject of this study. The
antimicrobial activity test was performed against Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 21332, Bacillus cereus ATCC 10876) and Gram-
negative bacteria (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and Escherichia coli ATCC 25922) by the crossed
streak method and the agar cylinder method. Morphological characterization shows that all isolates are
filamentous bacteria, Gram-positive, characterized by a substrate mycelium formed of long, thin, branched
hyphae with long chains of straight or square spores. This allowed us to assign them to the genus Streptomyces.
In addition, the antibacterial activity test shows that most isolates are active on Gram-positive bacteria rather
than Gram-negative bacteria and that the cross-streak technique has given a higher percentage of active isolates
compared to the technique of agar cylinders with a level of 77% of isolates against Bacillus cereus, 73% against
Bacillus subtilis, 69% against the two strains of Stapylococcus aureus, 19% to K. pneumoniae and only 15% to
E. coli. The cross-streak method is often used as the first screening of the antimicrobial activity, it is a simple
technique that makes it possible to test the activity of an actinomycete strain on several microorganisms and on
the same Petri dish.

Keywords. Actinomycetes, antibacterial activity, pathogenic bacteria, crossed streaks, agar cylinders.
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Introduction

Les actinomycetes sont des bactéries mycéliennes a Gram positif, généralement
saprophytes, hétérotrophes, aérobies, mésophiles et ubiquitaires ; sont rencontrés sur une
grande variété de substrats naturels: sols, débris végétaux, sédiments marins, lacs, mers et
oceans, etc. (Lacey, 1997).

Les produits naturels microbiens sont une source importante de médicaments existants
et nouveaux. Parmi les producteurs de meétabolites d'importance commerciale, les bactéries se
sont révélées étre une source prolifique avec un groupe étonnamment petit de taxons
représentant la vaste majorité des composés découverts jusqu'a ce jour (Solanki et al., 2008).

A I’heure actuelle, les problémes de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des
patients associe a l’incapacité de contrdler certaines maladies infectieuses ont conduit a la
recherche continue de nouveaux antibiotiques et d’autres substances bioactives, a fin de
combattre les organismes résistants parfois a plusieurs antibiotiques.

De nombreuses recherches se sont orientées vers le criblage de nouvelles souches
productrices d’antibiotiques. Parmi ceux-ci, les Actinomycétes sont les procaryotes les plus
précieux dans divers domaine : industriel, médical et vétérinaire, ainsi que dans le domaine de
I’agriculture et I’agro-alimentaire (George et al., 2012). Les actinomycetes, surtout celles qui
ont une structure mycélienne sont réputées pour la production d’antibiotiques (Solecka et
al., 2012) en particuliers le genre Streptomyces qui produit jusqu’a 75 % des antibiotiques
connus a I’heure actuelle (Alliouch, 2014). D’autres molécules bioactives sont également
sécrétées par les actinomycetes telles que, les enzymes, les vitamines, les
immunosuppresseurs, les insecticides, les herbicides (Genilloud et al., 2012).

A la lumiére des ces travaux et dans le méme ordre d’idée, nous avons jugé utile de
poursuivre la recherche dans ce domaine un peu délaissé de la microbiologie du sol et
d’apporter ainsi une modeste contribution. L’objectif de notre étude s’inscrit tout d’abord
dans le cadre d’améliorer la connaissance des communautés d’actinomycétes telluriques et
ensuite, la recherche et le criblage de souches capables de synthétiser des substances
antimicrobiennes.

Pour cela, notre travail est structuré de deux parties essentielles a savoir :

- Une synthése bibliographique sur les Actinomycetes.
- Une partie expérimentale traitant deux chapitres, le premier rapporte la méthodologie
détaillée du travail, le second est consacré aux résultats obtenus et leurs discussions.

- Enfin, nous présentons une conclusion et des perspectives.
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I. Généralités sur les actinomycetes

1. Définition et caractéristiques

Etymologigquement, le mot actinomycétes du grecs «Aktis», qui veut dire rayon et
«mykes» qui veut dire champignon; « champignons & 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). Toutefois, le diametre des hyphes,
habituellement de 0,5 & 2 um (Larpent et al., 1985), est deux a dix fois plus petit que celui
des champignons (de 2 a 5 um) (Gottlieb, 1973).

Les actinomycétes présentent certaines caractéristiques des bactéries, notamment au
niveau de leur paroi constituee de peptidoglycane mais jamais 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).

Les Actinomyceétes se séparent en deux groupes physiologiques. Le plus important est
composé de germes ayant un métabolisme oxydatif et habitant surtout le sol. Le second
rassemble des bactéries fermentatives, hotes des cavités naturelles de I’homme et des animaux
(Le minor, 1989).

Ils sont caractérisés par une croissance plus lente que celles des bactéries, allant de
quelques jours a quelques semaines (Dejager et al., 2009 ; Saurav et Kannabiran, 2010). Le
temps de génération moyen est d’environ 2 & 3 heures (Larpent et Sanglier, 1989). Plusieurs
groupes d’actinomycetes sont immobiles, la mobilité est présente chez les spores libérés par

les sporanges, une caractéristique présente chez les Actinoplanes (Locci, 2015).

2. Taxonomie

La taxonomie des actinobactéries est extrémement complexe et la classification utilisant
uniquement les méthodes traditionnelles, basées sur les caractéristiques morphologiques et
physiologiques, a conduit a des groupes supra-génériques trés hétérogenes. Trois approches
principales ont été suggérées pour identifier les espéces d’actinobactéries: la chimiotaxonomie
(différenciation des espéces par composition chimique), la taxonomie numérique
(différenciation des especes par le nombre de similarités phénotypiques) et lasystématique
moléculaire (utilisation de I’ADN pour différencier les especes). Une combinaison de trois

techniques devient plus compléte (Zucchi et al., 2011).
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2.1. Systématique

Les actinomycétes sont classes dans le Régne des Procaryotes, le Domaine des Bacteria
ou Eubacteria, le Phyllum des Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria, la Sous-Classe
des Actinobacteridae et 1’Ordre des Actinomycetales (Euzéby, 2011). Les actinobactéries sont
classées dans 55 Familles (Goodfellow et Fiedler, 2010). L’Ordre des Actinomycetales

regroupe a lui seul presque 45 familles et pres de 290 genres (Euzéby, 2011).

2.2. Critéres actuels d’identifications
2.2.1. Criteres morphologiques

Les caracteres morphologiques font appelaux caractéristiques culturales et

micromorphologiques.

* Caracteres macromorphologiques

D’apres Bouras (2006) et Boudjellaet al. (2007), les caracteres culturaux contribuent
parfois dans la différenciation des genres d’actinomycetes entre eux. Parmi les caracteres
culturaux importants :

% La production d’un mycélium aérien (MA) (cas de nombreux genres) ou non (ex :
Actinoplanes, Micromonospora et Rhodococcus ;
%+ La présence ou non de mycélium de substrat (MS) ;
% La couleur du MA et du MS, la couleur exacte peut étre définie a 1’aide d’une
chartede couleur ;

«+ La production et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu de culture.

a/ Mycelium aérien

Le mycélium aérien est habituellement plus épais que le mycélium du substrat. Il
montre une différenciation suffisante selon laquelle plusieurs isolats peuvent étre séparés en
un certain nombre de groupes ayant des caractéristiques morphologiques similaires dans des
conditions bien précises. Ceci est désigné comme 1’un des critéres les plus importants pour la
classification du genre Streptomycesen espéces, comprenant une structure (cotonniére,
veloutée ou en poudre). Une formation d’anneaux ou de zones concentriques et de

pigmentation (Harir, 2018).
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b/ Mycélium de substrat

Le mycélium de substrat d’actinobactéries a différentes tailles, forme et épaisseurs. Sa
couleur varie de blanc ou pratiquement incolore & jaune,marron,rouge,rose,orange, vert ou
noir (Harir, 2018).

** Caractéres micromorphologiques
Les critéres micro- morphologiques importants selon Boudjalal (2012), sont:

% La fragmentation ou non du MS.

%+ La présence de sporanges sur le MA (Streptosporangium, Spirillospora, etc.) ou sur le MS
(Actinoplanes, Dactylosporangium, etc.), la forme et la taille des sporanges, le nombre de
spores par sporange ainsi que la longueur des sporangiophores.

% La formation de spores sur le MA et/ou sur le MS, leur forme, leur taille et leur
agencement: isolées (Micromonospora, Saccharomonospora), par deux (Microbispora),
par quatre (Microtetraspora) ou en chaines (Actinomadura, Streptomyces, etc.).

% Le mode de sporulation: spores portées par des sporophores (Streptomyces,
Actinomadura, etc.) ou mycélium aérien se fragmentant de maniere anarchique en spores
(Nocardiopsis, Amycolatopsis, Saccharothrix, etc.).

% La présence de spores mobiles (Spirillospora, Actinoplanes, etc.) ou non mobiles
(Streptomyces, Streptosporangium, Micromonospora, etc.).

¢ L’ornementation de la surface des spores (lisses, rugueuses, €pineuses ou chevelues).

% La formation de structures particuliéres: synnemata (Actinosynnema), faux sporanges

(Kibdelosporangium), etc.

La micromorphologie des principaux genres et quelques types de chaines de spores
sont donnés respectivement dans les Figures 01 et 02.

2.2.2. Criteres chimiotaxonomiques

La composition de la paroi des actinomyceétes varie fortement d'un groupe a l'autre. On
lui attribue une importance taxinomique considérable. On peut distinguer quatre types
principaux de paroi sur la base de trois caractéristiques de la composition et de la structure du
peptidoglycane: I'acide aminé en position 3 du tétrapeptide, la présence de glycine dans les
ponts interpeptidiques et le contenu en sucre du peptidoglycane (Tableau 01) (Prescott et al.,
2003 ; Sharma, 2014).
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Figure 01. Micromorphologie des principaux genres d’actinomycétes (Sabaou, 1988).
MA= mycélium aérien ; MS = mycélium du substrat. RF = Rectus-Flexibilis (chaines de spores droites
a flexueuses). RA = Retinaculum-Apertum (chaines en crochets ou en boucles). S = Spira (chaines
spiralées). s = sporophore. c.sp.= chaines de spores. sp.i.= spores isolées. sp.m. spores mobiles. sg =

sporanges.
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Flexueuses Fasciculees Monoverticillées
sans spirales

Spirales ouvertes Spirales ouvertes Spiralesfermees e
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Figure 02. Types de chaines de spores rencontrés chez les espéces de Streptomyces
(Madigan et al.,2011).
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Tableau 01. Types de parois des actinomycetes (Prescott et al., 2013).

Isomere de Glycine dans le
Type de paroi I’acide Pont Sucres Genres
diaminopimélique interpeptidiques représentatifs
Nocardioides
I L,L-DAP + NA

Streptomyces
Micromonospora
I Méso-DAP + NA Pilimelia
Actinoplanes

Actinomadura

11 Méso-DAP - NA )
Frankia
) Arabinose, Saccharomonospora
v Méso-DAP - )
galactose Nocardia

Na : non applicable ou non déterminé.

a/ Les acides aminés

Le peptidoglycane des actinomycétes aérobies contient, en quantité importante, un acide
aminé dibasique: l'acide 2,6- diaminopimélique. Selon la forme isométrique de cet acide
aminé, les actinomycetes sont regroupées en deux catégories, celles qui ont la forme LL et
celles ayant la forme méso. La glycine, la lysine et I’ornithine sont aussi caractéristiques
(Becker et al., 1964; Lechevalier et Lechevalier, 1970).

b/ Les sucres

Les extraits cellulaires des actinomycetes munis d’une paroi de types I, III et IV

contient également des sucres caracteristiques, utiles pour I’identification (Tableau 02).

c/ Les lipides

Les lipides taxonomiquement importants peuvent étre répartis en trois groupes : les
lipides contenant une partie polaire, les ménaquinones et les acides mycoliques (Lechevalier
et Lechevalier, 1980; Collin et al., 1977). La caractérisation des lipides est particuliérement
informative pour la mise en évidence du genre Mycobacterium, qui présente une paroi

particuliere riche en acides mycoliques.
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Tableau 02. Profils des sucres cellulaires totaux des actinomycetes (Prescott et al., 2003).

Type de composition . Genres
] Sucres caractéristiques )
en sucres cellulaires représentatifs
] Nocardia,
Arabinose,
A Rhodococcus,
Galactose
Saccharomonospora

Actinomadura

B Madurose Streptosporangium
Dermaphilus
Thermomonospora,
C Aucun

Actinosynnema

) Micromonospora,
D Arabinose, xylose ]
Actinoplanes

2.2.3. Criteres physiologiques

Les principaux caractéres physiologiques utilisés en taxonomie des actinomycetes sont:
les optima du pH et de la température de croissance; la sensibilité au chlorure de sodium et
aux antibiotiques ainsi qu’a certains agents chimiques; l'utilisation de sources carbonées et
azotées ainsi que la dégradation de certains polymeres tels que I'amidon, la caséine, la gélatine

et la production de mélanine (Shirling et Gottlieb, 1966).

2.2.4. Criteres moléculaires

Les principales analyses moléculaires utilisées dans la taxonomie des actinomycetes
pour ladétermination des especes sont le séquencage de I’ADN ribosomique 16S,1’hybridation
ADN-ADN et la détermination du pourcentage de G+C qui n’est obligatoirement demandé
que lors d’une proposition de création de nouveaux genres.Ces criteres ont permis de tracer
toute la phylogénie des actinomycetes (Stackebrandt et Woese, 1981; Stackebrandt et al.,
1997; Kampfer, 2010).

Aussi, il existe d’autres méthodes d’analyses moléculaires dites «techniques
d’empreintes génétiques ou encore de fingerprint », telle que la RAPD, I’AFLP, et la rep-
PCR. Elles sont utilisées dans le génotypage ou elles permettent de facon rapide et hautement

discriminante de caractériser et comparer des souches entre elles.
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Ces analyses moléculaires reposent sur une réaction de polymérase en chaine (PCR),
utilisant soit des amorces universelles de bactéries, soit des amorces spécifiques des

actinobacteéries (Schafer et al., 2010).

3. Cycle de développement

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, les actinomycétes possédent un cycle de
vie complexe caractérisé par différents stades de croissance dont les caractéristiques sont

propres a chaque espece, cequi amene une grande diversité morphologique.

Sur milieu solide, il y aura d'abord la germination d'une spore. Le tube germinatif en
croissance se subdivisera en mycélium branché pour former un mycélium végétatif basal
(mycélium du substrat) formé d’hyphes non septés, ramifiés et ancrés dans le milieu solide.
Chez beaucoup d’actinomycétes, a partir de ce mycélium primaire s’éléve par croissance
apicale un mycélium secondaire aérien, ce mycélium prend naissance aprés autolyse du

mycélium de substrat (Locci et Sharples, 1984).

La majorité des actinomycetes cultivés sur milieu solide forment un mycélium de
substratet un mycélium aérien (Figure 3). Néanmoins, il existe des groupes qui ne forment
qu'unmycélium de substrat poussant a la surface et dans le milieu de culture, ou un
mycéliumaérien dont les hyphes sont attachés au milieu par des crampons (Kalakoutskii et
Agre, 1976).

f
) F-’____.—-—'_________'—-h_
n | Chromosome
| segregation and septation
Aerial || |
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= =
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/ ﬁ
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A 3 Spore
,. U germination 3
Vegetative #
\ growth /
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production »
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Figure 03. Cycle de croissance en milieu solide de Streptomyces (Barka et al., 2016).
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En culture liquide et sans agitation, les hyphes formés aprés la germination des
sporesmontent en surface pour croitre en contact de l'air (Keulenet al., 2003). Cependant,
enmilieu liquide avec agitation, il n'y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores.
LesStreptomyces forment d'abord des filaments libres, qui se ramifient et s'agrégent pour
formerenfin les pellets (Figure 4).La premiére forme (pellet), est un agrégat de plusieurs
hyphes enchevétrés, leurs diametres peuvent varier de plusieurs micrométres a plusieurs

millimétres ; la seconde forme c’est des hyphes indépendants dispersés (Cox et al., 1998).

Plusieurs de ces bactéries produisent des spores non mobiles ou parfois mobiles. Les
spores des actinomycétes sont de deux sortes. Les endospores, produites par des
actinomycetes thermophiles, proviennent de la cassure de la paroi de I’hyphe. Les exospores

ou les spores de « segmentation » naissent par suite de cloisonnements a I’intérieur des

hyphes (Waksman, 1959).

Freely dispersed f\t<</'

Diispersed —:%,

MMyvocelial clumps
or aggregates ‘)‘-\

————————————

FPellet —

Figure04. Morphologie des hyphes en croissance dans le milieu liquide (Almaris, 2007).

4. Ecologie des actinomycetes

Les actinomycetes sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre dans la
plupart des niches écologiques aquatique et terrestre (Barka et al., 2016) (Tableau 03). La
grande majorité est d’origine tellurique et c’est a partir du sol que ces bactéries peuvent
coloniser de nombreux biotopes: air, composts, eaux, fourrages, fumiers, grains de céreales,
systeémes d’air climatisé, poussiere de maison, foin et pailles, résidus fibreux de canne a sucre,

pollen des plantes et bien d’autres substrats (Goodfellow et Williams, 1983).

10
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Tableau 03. Habitats de certains actinomycetes (Goodfellow et Williams, 1983 ; Grigorova
et Norris, 1990).

Actinomycétes Habitats
Actinoplanes L'eau douce, la litiere végétale, le sol.
Frankia Les nodules racinaires des non-légumineuses.
Micromonospora L'eau douce, les sédiments, les sols humides.
Nocardiaamarae Les boues activées.
Rhodococcuscoprophilus Les déjections animales, I'eau, le sol.
Saccharopolysporarectivirgula Moisi du foin.
Streptomyces Le sol, la litiere végétale, I'eau.
Thermoactinomyces Le compost.

Dans le sol, les actinomycetes sont retrouvés a partir de la surface jusqu’a2 m de
profondeur, la zone la plus riche étant compris entre2 et 20 cm (Boudjella, 2007). 1ls sont
généralement plus nombreux que les champignons, mais moins abondants que les autres
bactéries (Belyagoubi, 2013).

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et divers
autres substrats. 1l représente 80 a 95% du total des actinomycetes (Lacey, 1973 ; Elwan et
al., 1985). Apres Streptomyces, les genres les plus fréquents sont Nocardiaet
Micromonospora (Dommergues et Mangenot, 1970). Les autres genres ne constituent

qu’une fraction minime et sont parfois peu fréquents ou méme assez rares.

Les actinomycétes sont aussi retrouvés dans les milieux aquatiques : dans les lacs, les
riviereset les ruisseaux, dans les mers et les océans et méme dans des sédiments océaniques

situés aplus de 4 000 m de profondeur (Goodfellow et Williams, 1983).

La plupart des Actinomycétes sont saprophytes mais quelques uns peuvent étre
pathogenes (I’exemple le plus étudié est Streptomyces scabies, responsable de la gale de la
pomme de terre) (Lindholm, 1997), ou symbiotes des plantes et des animaux (Goodfellow et
Williams, 1983 ; Suzuki et al., 1994).

11
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5. Importance des actinomyceétes

Si quelques espéces d’actinomycétes sont pathogénes, la majorité sont cependant trés
utiles. Leur hétérogénéité métabolique et leur diversité écologique assez exceptionnelles font
d’eux des producteurs potentiels de nombreuses molécules a propriétés trés diverses et
intéressantes dans le domaine médicale, vétérinaire agronomique et industriel (Sanglier et al.,
1993) .

5.1. Importance en agronomie

Dans la nature, les actinomycetes jouent un réle important dans le cycle des composés
organiques et ont été associés avec la production de la matiére organique du sol, y compris la
production des pigments noirs appelés mélanine, qui sont liés au sol acide humique (Silva et
al.,2013), et la production d’un mélange de composés tels que I’acide acétique,
I’acétaldéhyde, 1’alcool éthylique, I’alcool isobutylique et 1’ammoniaque (Gerber et
Lechevalier, 1965; Gottlieb, 1973).Aussi, les especes du genre Streptomyces produisent en
outre un composé gazeux caractéristique, appelé la géosmine, qui donne a la terre fraiche son

odeur distinctive de moisi (Tortora, 2003).

Les actinomycétes sont capables de dégrader les résidus organiques récalcitrants telles
que les ligno-celluloses et la chitine, et contribuent ainsi a la fertilisation des sols.Grace a
leurs propriétés antagonistes, les actinobactéries sont utilisées dans la lutte biologique pour la
protection de certaines plantes contre les maladies fongiques et bactériennes (Bouali et al.,
2017).

Les multiples enzymes lytiques, les antibiotiques et les hormones de croissance produits
par ces bactéries leurs conferent la capacité de protéger les plantes contre les
phytopathogenes, ainsi que d’accroitre le contenu en nutriments des sols (Sastrahidayat et
al., 2011; Kaur et al., 2013). Comme c’est le cas de la kasugamycine, des polyoxines et de la
blasticidine, ces antibiotiques sont utilisés depuis longtemps et a grande échelle dans

I’agriculture japonaise, notamment contre certaines maladies du riz (Misato, 1982).

Plusieurs actinomycetes sont réputés pour dégrader les substances toxiques et sont
utilisés en bioremédiation. lls sont significativement bien adaptés a la survie dans des

environnements difficiles. Certaines peuvent pousser a des températures élevées (> 50 ° C) et

12
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sont essentielles a la méthode de compostage (Sharma et al., 2014), certaines especes ont la

capacité de solubiliser le phosphore (Crawford et al., 1993).

5.2. 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, des
immunomodifiants et des vitamines (Silva et al., 2013), des herbicides, des pesticides ou des
antiparasitaires (Oskay et al., 2004), de facteurs de croissance, de substances probiotiques,
anticholestérolémiques, antihistaminiques, anticancéreuses, etc (Buckingham ,1997).

Certaines especes de Propionibacterium jouent un réle important dans la fermentation d’acide

propionique lors de la fabrication du fromage suisse (Tortora, 2003).

Les cellulases sont utilisees en industrie pharmaceutique dans des formules
midicamenteuses a vocation d’aide digestive. Une production significative deces enzymes est
orientée vers trois marchés principaux : I’industrie alimentaire ou les cellulases sont utilisées
pour faciliter la filtration des diverses suspensions riches en fibre cellulosique, 1’industrie
textile ou elles sont utilisées pour le traitement des toiles de coton et dans la fabrication de
pate a papier ou 1’addition de cellulase aux suspensions de pates en cours de lavage et surtout
aux suspensions de pates de recyclage améliore significativement leur filtrabilité et conduit a

des économies importantes de consommation d’eau (Scriban, 1993).

13
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Il. Métabolisme des actinomycétes

En général, les actinomycétes sont des bactéries chimioorganotrophes utilisant une
grande variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les biopolyméres complexes
(chitine, cellulose, lignine). Mais, plusieurs espéces sont capables aussi d’une croissance
chimio-autotrophe utilisant 1’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz
carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990).

Les métabolismes des actinomycetes peut étre divisé en deux parties : le métabolisme
primaire et le métabolisme secondaire (Strub, 2008). Leurs propriétés sont différentes en
fonction de la phase au cours de laquelle ils sont synthétisés (Delaunay et al., 2003). Ils sont

résumés dans le Tableau 01 en annexe 01.

1. Métabolites primaires

Le métabolisme primaire des actinomycétes est semblable a celui des autres organismes.
Lesmétabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et permettent
lefonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993). Il regroupe les réactions
cataboliques et anaboliques qui permettent la formation de biomasse. Le pouvoir réducteur et
I’énergie produits par cesréactions sont utilisés pour former et assembler les monomeres (ex :

acides aminés) enmacromolécules (ex : protéine) (Strub, 2008).

2. Métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire est défini comme 1’ensemble des voies permettant la
synthése de petites molécules, non essentielles mais pouvant procurer un avantage sélectif
dans certaines conditions (Haas, 2015).

La production des métabolites secondaires peut étre réalisée  soustrois
conditions :premierement, il est nécessaire d'avoir des usinescellulaires pour synthétiser la
molécule, c’est-a-dire de la biomasse;deuxiemement, les précurseurs doivent étre présents; et
troisiemement,les enzymes capables de transformer ces précurseurs, doivent étre
aussiprésentes et actives (Voelker et Altaba, 2001).

La production microbienne de métabolites secondaires est généralement influencée et
connectée au métabolisme primaire de la souche productrice. Les métabolites intermédiaires
al'issue du metabolisme primaire servent de précurseurs pour la biosynthése de ces

métabolites secondaires bioactifs (Boucheffa, 2010).
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Les actinomycétes sont particulierement trés intéressants par leur grande capacité a
produire des métabolites secondaires avec des structures chimiques diversifiees. lls sont
surtout réputés pour la production d’antibiotiques antibactériens et antifongiques avec pres de
70% des molécules actives commercialisées (Duraipandiyan et al., 2010).Parmi les
molécules élaborées par les actinomycetes, seulement 20% représentent des antifongiques
(Sanglier et al., 1993).

De plus, Streptomyces est la source la plus importante de métabolites
secondairesprésentant une activité biologique d’intérét pour la santé humaine et animale :
antibactérienne (streptomycine, tétracycline, chloramphénicol), antifongique (nystatine),
antivirale (tunicamycine), antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive (rapamycine),
antitumorale (actinomycine, mitomycine C, anthracycline) et des inhibiteur d’enzyme (acide
clavulanique) (Demain, 2000). En particulier, ce genre est remarquable pour le nombre et la
diversitéchimique des antibiotiques qu’il produit (Watve et al., 2001). La Figure 05 résume
les différentes molécules bioactives produites par les actinomycetes.

pharmacologiquement

ologiquement actifs

Mycotoxines

Phytotoxines abolites

Antibiotiques

Régulateuls
croissance
plantes

Figure 05. Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycetes (Conn, 2005).
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3. L’activité antimicrobienne des actinomycétes

Les actinomycetes sont un groupe de micro-organismes produisant des métabolites
secondaires précieux tels que des antibiotiques, des vitamines, des acides organiques et des
enzymes (Janaki, 2017).

3.1. Production des antibiotiques

Le terme désigne tout composé chimique élaboré par un microorganisme (ou produit par
synthese), dont l'activité thérapeutique se manifeste a trés faible dose d'une maniére
spécifique, par [linhibition de certains processus vitaux, a [I'‘égard des
microorganismessensibles. On distingue les activités bactériostatiques, qui inhibent la
croissance microbienne, et les activités bactéricides, qui tuent. Souvent un méme antibiotique

peut exercer 1’un ou I’autre de ces effets, en fonction de sa concentration (Prescott, 1995).

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres: 1’origine, la nature

chimique, le mécanisme et le spectre d’action (Yala et al., 2001).

La production d’antibiotiques est relayée par trois groupes microbiens, les
actinomycetes représentent les acteurs principaux, avec plus de 75% des molécules
antimicrobiennes naturelles ; les champignons , avec pré de 15%et enfin les bactéries non

filamanteuses confondues qui produisent les 10% restantes (Figure 06) (Berdy, 2005) .

Streptomyces et Micromonospora sont les deux principaux genres d’actinomycétes du
sol qui constituent une source importante d’antibiotiques (Agadagba, 2014). Streptomyces
représente environ 80% du total des antibiotiques (Procopio et al.,, 2012) que
Micromonospora (Agadagba, 2014). Ces derniéres décennies, 1’importance a été donnée
aussi aux actinomycetes rares, de ce fait ces derniers sont a 1’origine de 25 a 30 % des
antibiotiques (Bérdy, 2005).
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Découverte d’antibiotiques Résistance
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Antibiotiques produits par des actinomycétes
Antibiotiques produits par d’autres bactéries
Antibiotiques produits par des champignons microscopiques

Figure 06. Age d’or de la découverte des antibiotiques, d’apres Hopwood (2007).

Les actinomycetes rares produisent les composés lesplus singuliers et les plus divers et
le plus souvent non toxiques, possédant un excellent potentiel antibactérien (Kurtboke,
2012). Parmi les métabolites produits par ces actinomycetes rares, il y abeaucoup de
molécules qui sont trés importantes en pratique clinique comme les gentamicines, les
erythromycines, la vancomycine et la rifamycine. Ainsi, d’autres moléculescomme le
ziracine, le dalbavacine et le spynosine sont utilisés en agriculture. Aussi, nous notons que la
vancomycin ristocetine est un type complexe de glycopeptide produit, presque en exclusivité,

par plusieurs especes d’actinomyceétes rares (Bérdy, 2005).

Plusieurs membres du genre Nonomuraea produisent des pigments colorés a la fois
solubles et insolubles. Certains de ces pigments possedent une activité antagoniste contre
certains organismes cibles, connus aussi comme pigments antibiotiques tel que la

Maduramicine qui est produite par Nonomuraearubra (Rungroch et al., 2013) .
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3.2. Production d’enzymes

Les actinomycétes constituent le principal groupe de microorganismes du sol qui jouent
un réle majeur dans le recyclage des matiéres organiques dans I'environnement gréace a la
production d'enzymes hydrolytiques (Rimya et Vijayakumar, 2008), a savoir : les amylases,
les cellulases, les protéases, les chitinase, les Xxylanases et les pectinases. Les enzymes
amylolytiques dégradant [I'amidon jouent un r6le 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).

Les lipases sont produites a partir d'une variété d'actinomycétes (Taibi et al., 2012).
Elles 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).

Les connaissances actuelles concernant les protéases d'actinomycetes constituent le
groupe le plus important de métabolites secondaires largement exploités (Limkhada et al.,
2010). 46 souches d'actinomyceétes ont été isolées d'échantillons de sol de I'Himalaya du Nord
et ont été étudié pour leur production de protéase et leurs effets cytotoxiques sur la lignée de

cellules cancéreuses (Dastager et al., 2008).

Les actinomycétes sont une excellente ressource pour la production de la L-
asparaginase (L-asparagineamino hydrolase). Une gamme d'actinomycetes du sol,
Streptomyces griseus, S. karnatakensis, S. albidoflavus et Nocardiasp., ont la capacité de
produire cet enzyme (Janaki, 2016). Les kératinases sont des enzymes d'importance
industrielle produites par un certain nombre de souches dactinomycetes telles que
Streptomycetesspp et Actinomadura (habbeche et al., 2014). Ces enzymes sont

principalement utilisees pour I'hydrolyse de la kératine.

Les chitinases sont un autre groupe d'enzymes d'importance industrielle qui ont la
capacité d'hydrolyser la chitine. De nombreuses souches d’actinomycétes telles que
Streptomyces thermoviolaceus et Microbisporasp., sont connus comme producteurs de
chitinases. La chitinase de ces souches a été utilisée pour récuperer le chitibiose, un
antioxydant potentiel qui a généralement des applications en biomédical et en industrie
alimentaire (Mukhtar, 2017).
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I11. Bactéries pathogénes etudiées
1. Escherichia coli

Bactérie isolée en 1885 par Theodor Von Escherich et couramment appelée
"colibacille".1l exprime les caractéres généraux des entérobactéries. Il est en outre lactose +,
indole +, acétoine -, citrate -, H,S -, gaz +, uréase— (Khater, 2011).E. coli est une bactérie
immobile ou mobile avec une structure flagellaire péritriche et non sporulée. Sa température
optimale de croissance est de 37°C. C’est une bactérie non exigeante, elle est capable de
croitre sur des milieux ordinaires tels que le milieu TSA. Enfin, I’espéce E. coli est une
bactérie versatile qui comprend, a la fois, des bactéries commensales du tube digestif, des

bactéries pathogenes et des bactéries adaptées a I’environnement (Tenaillon et al., 2010).

2. Klebsiella pneumonia

K. pneumonia est une entérobactérie appartenant au genre Klebseilla, il s’agit d’un
bacille a Gram négatif toujours immobile et trés souvent capsulé poussant sur milieu
ordinaires en atmosphere aéro-anaérobie, oxydase-, fermentant le glucose et le lactose en
produisant du gaz, I’indole et I’'uréase sont positifs, fermente I’acétoine et réduit les nitrates
en nitrites (Chikhani, 2012).

Apres une incubation de 18 a 24 h a 30 ou a 37 °C, les colonies sont d'un diametre de 3
a 4 mm, lisses, lactose positives, bombées, brillantes, muqueuses, parfois filantes a l'anse de
platine (Freney et al., 2007). Elles sont trés répandues dans la nature (eaux, sols). Ce sont des
commensaux du tube digestif des animaux et de I'nomme qui peut également en héberger dans
I'oropharynx.Elles sont responsables d'infections urinaires au 2°™ rang aprés E. coli et
d'infections respiratoires. Les isolements sont beaucoup plus frequents a I'ndpital(Khatar,

2011).

3. Bacillus

Les Bacillus sont des bactéries Gram + (les cultures agées peuvent apparaitre Gram-),
géneralement mobiles, aptes a la sporulation. La spore ne prend pas la coloration de Gram,
elle est sphériques ou ovale, déformante ou pas selon les especes. L’aptitude a la coloration

peut aussi étre mise en évidence par le test de thermo résistance (10 minutes a 80 °C).
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Les Bacillus sont catalase +, aérobies ou aéro-anaérobies ; la culture des Bacillus
s’effectue facilement sur milieux de culture classique comme le bouillon nutritif ou gélose
nutritive ordinaire (Guiraud, 2003). Tous les Bacillus sont hétérotrophes, ils tirent leurs
énergies d’une large gamme de composés organiques simples, par respiration ou fermentation.
Leurs exigences nutritionnelles sont trés diverses : certains ont des besoins complexes et
strictes ; d’autres nécessitent simplement quelques acides aminés ou vitamines (Leclers,
1995).

Le genre Bacillus représente les bactéries les plus largement répandues dans le sol et
les eaux naturelles ou ils peuvent contaminer les végétaux et les aliments. Elles font
également parties de la flore fécale comme population sous-dominante (Leclers, 1995). En
réalité, il est actuellement bien établi que certaines especes du genre Bacillus peuvent étres
responsables chez I’homme de toxi-infections alimentaires ou, plus rarement, d’infections
opportunistes. Bacillus cereus est le principal germe incriminé, mais d’autres espéces comme

Bacillus subtilus peuvent également étre mise en cause (Gaillard, 1989).

4. Staphylococcus

Les staphylocoques sont des cellules sphériques qui se divisent sur plans pour former
des amas réguliers ou irréguliers en grappes de raisin d’ou leur nom (en grec staphylos). Ils
sont immobiles, non sporulant. 1ls sont cultivés sur des milieux contenant 5% de chlorure de
sodium et pour certains jusque 10%et méme 15%. lls sont aérobies ou anaérobies facultatifs,
habituellement catalase +. Chimioorganotrophes, ils fermentent les sucres en produisant de
I’acide lactiques (Leclers, 1995). Staphylococcus aureus, 1’espéce la plus virulente du genre
Staphylococcus, a émergé comme 1’un des agents pathogénes humains les plus importants, et
a été au cours des derniéres décennies, une des principales causes des infections hospitaliéres

et communautaires (Lyon et Skurray, 1987).

Ce sont des bactéries qui poussent facilement en 24 heures sur milieu ordinaire (gélose
trypticase-soja supplémentée ou non en sang). lls peuvent également étre cultivés en milieu
sélectif hypersalé (Chapman). Les colonies sont lisses, opaques, convexes et présentent un
bord net. La pigmentation jaune a jaune-orangée n'est pas toujours apparente. Globalement,
I'espéce S. aureus peut étre différenciée des autres staphylocoques par la présence simultanée
d'une coagulase (le test de mise en évidence de la coagulase libre est utilisé en routine), d'une

activité catalase positive, d'une DNase et par la fermentation du mannitol (Eveillard, 2007).
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Chapitre 01 : Matériels et Méthodes

Le présent travail a pour objectif de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de
quelques isolatsd’actinomyceétes d’origine tellurique, par deux techniques différentes. Ceci est
étudié vis-a-vis des bactéries (Gram+ et Gram-) pathogénes pour I’homme, dont certaines

sont responsables d’infections nosocomiales assez séveres.
1. Période et lieu de stage

Notre étude expérimentale a été réaliséedepuis le début du mois de Mars jusqu’audébut
du mois de Juillet 2019, au niveau des laboratoires pédagogiques de microbiologie et de
biochimie, de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre a

I’Université Djillali Bounama de Khemis Miliana.

2. Matériel utilisé
2.1. Matériel non biologique

Le matériel analytique utilisé dans cette étude est rapporté en annexe 02.

2.2. Matériel biologique
* Isolats d’actinomycetes
Nous avons travaillé sur 26 isolats d’actinomyceétes provenant de différent échantillons

de sols d’Algérie et appartenant a la collection de 1’année 2017.Ces isolats ont été purifiés

puis conservees a 4 °C et -20 °C.

* Souches bactériennes testées

Pour I’étude de I’activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes Vis-a-vis les
bactéries pathogeénes de I’homme, Six souches identifiées et référenciées (Tableau 04),ont été
fournies par le laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’agroalimentaire au Biomédical et a
I’Environnement (LAMAABE) de 1’Université Abo Baker Belkayed de Tlemcen.
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Tableau 04. Référence des bactéries-tests.

Bacteérie Gram Référence
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus ATCC 43300

Positif
Bacillus cereus ATCC 10876
Bacillus subtilis ATCC 21332
Escherichia coli o ATCC 25922
Négatif
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

3. Méthodes
3.1. Revivification des isolats d’actinomycétes

Les isolats d’actinomycetes conservés subissent une revivification pour des tests
ultérieurs. Chaque isolat est ensemencé a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile par des stries
serréesa la surface d’une boite de Pétri contenant le milieu Bennett (Annexe03).L’incubation

est faite a 30°C pendant 21 jours. Des observations réguliéres sont effectuées chaque semaine.

3.2. Etude morphologique des isolats d’actinomyceétes
3.2.1. Etude macroscopique
v" Observation a ’ceil nu :

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

isolats d’actinomycetes sur le milieu Bennett.

A T’aide d’une anse de platine stérile, on préléve une colonie pure que 1’on ensemence
par stries sur le milieu Bennett. Aprés 07 et 14 jours d’incubation a 30°C, I’importance de la
croissance et le développement du mycélium aérien sont observés. La pigmentation du
mycélium aérien et celui du substrat (le dos de la colonie) et la présence de pigments
diffusibles dans la gélose autre que les pigments mélanoides sont notés (Shirling et Gottlieb,
1966).
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v Observation par la loupe binoculaire

Apres 21 jours d’incubation a 30 °C, les boites contenant des colonies d’actinomycétes,

d’aspects bien précis et clairs sont observeées a la loupe binoculaire (G x04).

3.2.2. Etude microscopique

Les isolats d’actinomycetes sont observés au microscope optique en utilisant la coloration de

Gram et la technique de culture sur lamelle.

v" Coloration de Gram

C’est un procédé qui permet de diviser les bactéries en deux groupes distincts : les
bactéries a coloration de Gram positive et les bactéries a coloration de Gram négative. Elle
permet aussi de préciser la morphologie et le mode de groupement des cellules.

Les frottis sont colorés en premier lieu par une solution de violet de Gentiane qui est un
colorant basique, pendant une minute. Ensuite les lames sont rincés par une solution iodo-
iodurée (Lugol) qui agit comme mordant en augmentant les interactions entre le colorant et
les cellules afin que celle-ci soient contrastées. Sans rincer, les lames sont inclinées a 45°, les
frottis sont décolorés par lavage d’alcool. Par la suite, les lames sont rincées a I’eau distillée
afin d’arréter la décoloration. Enfin, les frottis sont recolorés par un colorant basique de
couleur rose : la Fuschine, pendant une minute puis rincés abondamment a 1’eau de robinet.
Une fois sechées, les lames sont examinées au microscope optique a immersion (Gx100). Les
résultats sont photographiés a 1’aide d’un appareil photographique numérique (Delarras,
2007; Duraipandiyan et al., 2010).

v Technique de culture sur lamelle

Cette technique consiste a insérer, délicatement, une lamelle stérile dans un milieu
gélosé ISP3 (Annexe 03), de telle sorte qu'elle forme un angle de 45° avec la surface de
celui-ci (Figure 07). Une goutte de I’inoculum est déposée contre la lamelle en contact avec le
milieu. Aprés 2 a 3 semaines d’incubation a la température optimale (30 °C), la lamelle est
retirée soigneusement de la gélose, entrainant avec elle des fragments des mycéliums de
substrat et aérien non-dénaturés. Elle est ensuite déposée sur une lame propre contenant une
goutte de bleu de méthylene moins concentre, puis examinée au microscope optique (G x 100)
(Holt et al., 1994).
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Déposer la suspension
contre la lamelle en contact
avec le milieu et incuber a

30°C Pd 14J

N L 4 A P’aide d’une pince stérile
: retirer la lamelle puis

él déposer sur lame contenant
""""" bleu de méthyléne

Observation microscopique

(Grossissement x 100)

1: Suspension bactérienne 2: Micropipette  3: Boite Pétri  4: Lame

5: Bleu de méthyléne  6: Lamelle

Figure 07. Technique de culture sur lamelle (Holt et al., 1994)
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3.3. Conservation des isolats d’actinomycétes

Les colonies d’actinomycétes revivifiées sont ensemencées a nouveau sur milieu ISP3
incling,incubées a 30°C pendant deux a trois semaines puis conservees a 4°Cpour une

conservation de courte durée. Un repiquage est réalisé tous les deux mois.

3.4. Mise en évidence de P’activité antibactérienne

Les isolats d’actinomyceétes obtenus en culture pure sont testés pour la production de
substances a activité antibactérienne vis-a-vis les bactéries-tests citées précédemment, par
deux techniques différents a savoir : la technique des stries croisées et celle des cylindres

d’agar.

3.4.1. Vérification de la pureté des souches bactériennes

Il s’agit d’une observation au microscope optique (Grossissementx100), apres

coloration de Gram classique.

3.4.2. Préparation de la suspension bactérienne et standardisation

L’inoculum standard des bactéries-testsest préparé comme suit : quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques sont raclées a 1’aide de 1’anse de platine qui est déchargée
dans 10 ml d’eau physiologique stérile. Le tout est homogénéisé et I’opacité de la suspension
bactérienne ainsi obtenue doit étre équivalente a une densité optique (DO=0,1)
(spectrophotométre GENESYS 10 UV) a une longueur d’onde A = 610 nm (Reghioua, 2006).

3.4.3. Méthode des stries croisées

Cette methode consiste a ensemencer les isolats d’actinomycetes 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 a
celle des actinomycetes. L’incubation est faite @ 37 °C pendant 24heures. La production de
molécules antibactériennes se traduira par une inhibition partielle ou totale de la souche test
(Oskay, 2009 ; Madigan et al., 2012, Boubetra et al., 2013). La lecture des résultats
s’effectue par la mesure de la distance d’inhibition entre les bordures d’isolat d’actinomycete

ciblé et les bactéries testées (Figure 08).
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Ensemencer
I’actinomycétepar

strie sur boite 1SP2 \)

Incuber a30 °C pour permettre la croissance
de I’actinomycéte et la production des
molécules antibactériennes

Ensemencer les
bactéries cibles par
strie perpendiculaire

La croissance des
bactéries cibles

Inhibition de la
croissance

Figure 08. Mise en évidence de I’activité antibactérienne sur milieu solide ISP2 par la

technique des stries croisées (Boubetra et al.,2013).
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3.4.4. Technique des cylindres d’agar

Cette technique consiste a ensemencer en stries serrées les isolats d’actinomycétes a la
surface du milieu gélosé ISP2. Les boites sont ensuite incubées a 30 °C pendant 21 jours.
Aprés incubation, on préléve a I’aide d’un emporte-piece stérile des cylindres de gélose de 6
mm de diamétre et les déposesa la surface dumilieu Mueller-Hintonpréalablement ensemencé
par les bactéries-tests (Figure 09). Les boites ensemencées sont laissees sur la paillasse a
température ambiante pendant environquinze minutes pour permettre une diffusion
desmolécules actives. Elles sont ensuite incubéesa 37 °C pendant 24 heures. Les zones
d’inhibition apparues entre lesbords des cylindres d’agar et les limites des zones ou les

bactéries-test ne sont pas inhibées sont mesurée (Bastide et al., 1986).

_ Cylindre d’agar

94
@)
O 0O O
~—_ S~
Culture des isolats d’actinomycétes Fragmentation de la gélose en
sur milieu ISP2. cylindres d’agar de 6mm de
diamétre

v

— — —

Dépot des cylindres d’agar sur milieu

Mesure des diameétres des zones
Muller Hinton préalablement ensemence d’inhibitions en (mm) aprés 24h 448h

par la bactérie-test d’incubation a 37 °C.

Figure 09. Mise en évidence de I’activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes par la

méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986 ; Lemriss et al., 2003).
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Chapitre 02 : Résultats et Discussions

1. Etude morphologique des isolats d’actinomycétes
1.1. Etude macroscopique

Des repiquages successifs sur le milieu de culture Bennett ont été effectués. Apres
incubation a 30 °C pendant 21 jours, différents caractéres macroscopiques a savoir: la
croissance, le développement du mycélium aérien et celui du substrat ainsi que la

pigmentation sont notés, rassemblés dans le Tableau 05 et illustrés par la Figure 10.

Tableau 05. Caractéristiques culturales des isolats d’actinomycétes sur milieu Bennett.

Isolat MS MA Pig. Diff. Aspect de la colonie

Al Gris Gris + Plate poudreuse

A3 Beige Beige - Plate poudreuse

A4 Beige Blanc - Plate poudreuse

A5 Beige Blanc - Plate poudreuse

A6 Beige Beige - Plate de petite taille

A9 Gris Gris + Plate rugueuse

Al10 Rose violacé Violet + Légérement élevée poudreuse
All Rose violacé Beige - Elevée rugueuse en chou-fleur
Al6 Gris Gris - Poudreuse

Al9 Gris Gris + Plate poudreuse

A20 Beige Blanc + Plate poudreuse

A21 Gris Gris - Incrustée poudreuse

A22 Beige Marron Beige + Rugueuse élevée en chou-fleur
A24 Beige Blanc - Plate légérement poudreuse
A25 Beige Blanc - Poudreuse

A26 Beige Gris - Légerement élevée poudreuse
A28 Gris Gris + Plate poudreuse

A30 Beige Gris - Poudreuse

A37 Gris Gris verdatre + Légerement rugueuse poudreuse
A38 Gris Gris verdatre + Légerement rugueuse poudreuse
A39 Beige Beige - Plate rugueuse

A40 Beige Blanc - Légeérement rugueuse poudreuse
A4l Beige Beige - Plate rugueuse en chou-fleur
A42 Beige Blanc - Incrustée de petite taille poudreuse
A43 Beige Blanc - Rugueuse légerement élevée en chou-fleur
A46 Beige Blanc - Incrustée légerement élevée poudreuse

M.S. : Mycélium de substrat ; M.A. : Mycélium aérien ; Pig. Diff.: Pigments diffusibles.
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Figure 10. Aspects macroscopiques des isolats d’actinomycétes apres 21 jours sur milieu Bennett.

D’aprés le Tableau 05 et la Figure 10, les isolats des actinomycétes montrent un aspect
morphologique tres caractéristique. 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 14°™ jour jusqu’au 21°™ jour d’incubation, la majorité des isolats donnent des
colonies poudreuses, crayeuses ou granuleuses de différentes couleurs (blanc, beige, créeme,
marron, gris, orange et rose), 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, rouge, orangé, jaune, vert, violet,
marron, brun ou noir). Selon Shirling et Gottlieb (1976), I’identification des actinomycétes
repose en grande partie sur les caractéristiques morphologiques qui sont considérées comme
des caractéres stables. Les colonies apparaissent séches, rugueuses, colorées ou non, de taille
moyenne, poudreuses, réguliéeres ou non, aplaties ou bombées, avec un mycélium moyen
aerien et vegétatif en général, certains d'entre eux présentent seulement un mycélium de

substrat (Boudemagh et al., 2005).
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+«+ Observations par la loupe binoculaire

Pour bien visualiser les structures en place -sans les altérer- (mycélium et fructification)
des différentes formes des isolats étudiés, nous avons realise des observations par la loupe
binoculaire de quelques isolats. Ces observations sont réalisées directement sur les boites de

Pétri et les résultats obtenus sont illustrés par la Figure 11.

Figure 11. Observation par la loupe binoculaire de quelques isolats d’actinomycetes (Gx 04).

Les actinomycétes ensemencés apparaissent de taille moyenne, de forme ronde, de
surface seche, poudreuse, rugueuse,..., d’aspect variable (plate, bombée,...) et de couleurs
différentes du mycélium végétatif (beige, marron, jaunatre, verdatre) avec une odeur terreuse

caractéristique des actinomyceétes a croissance lente.

1.2. Etude microscopique

Les isolats d’actinomycétes étaient examinés sous microscope optique a 1’immersion
pour différencier 1’aspect des mycéliums aérien et de substrats et leur organisation apres
coloration de Gram et culture sur lamelle. L’examen microscopique de quelques isolats est

représenté par la Figure 12.
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Figure 12. Observation sous microscope optique (Gx 100) des filaments d’actinomycétes
apres colorations de Gram.

L’observation microscopique a révélé que nos isolats d’actinomyceétes sont des bactéries

Gram+, possedant une forme filamenteuse fines ramifiées et enchevétrées.

La culture sur lamelle permet une observation du mycélium aérien et de substrat avec
les spores sans altérer leurs structures et leurs morphologies. Sur cela, les résultats obtenus

aprés observations au microscope optique, sont représentés par la Figure 13.
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1 : Spores d’actinomycétes ; 2 : Filaments d’actinomycétes ; 3 : Formation de spire.

Figure 13. Observations au microscope optique des cultures sur lamelles des actinomycétes

apres coloration au bleu de Méthylene (Gx100).

La Figure 13 montre que les deux isolats (A10 et All), développent un mycélium
aérien. Ce dernier est épais, plus foncé et moins ramifié que le mycélium de substrat. 1l est peu

abondant pour I’isolats A10 et trés abondant pour I’islalat A11.

L’isolat A1l produit un mycélium de substrat non fragmenté surmonté par un
mycélium aérien ou 1’on note la présence de chaines de spores (séperieur a 20 spores par
chaine) portées par de courts sporophores. Les chaines sont disposées en spires (un a deux
tours). Les spires peuvent parfois confluer pour former des masses globuleuses.
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Les observations microscopiques du mycélium aérien de 1’isolat A10 mettent en
évidence des hyphes fins, ramifiés, non septés. Tandis que le mycélium de substrat est long,
non fragmenté et ne portant pas de spores. 1l forme des chaines de spores ou le nombre est

supérieur a 20 de forme ovales et ne présentent aucune mobilité.

D’apres les caractéristiques macros et micro morphologiques ainsi que toutes les
specificités culturales observées pour les isolats, il est possible de les rattacher au genre

Streptomyces, tel qu’il est rapporté par Goodfellow et al. (2012).

2. Mise en évidence de I’activité antibactérienne
2.1. La vérification de la pureté des souches bactériennes
L’examen macroscopique et microscopique des souches bactériennes testées sont

résumeés dans le Tableau 06. Les résultats obtenus confirment la pureté de ces derniéres.

Tableau 06. Aspect macroscopique et microscopique des bactéries-test.

Aspect macroscopique Aspect microscopique (Gx100) Bactérie-test

S. aureus ATCC 25923

Cocci Gram + regroupés en
grappes de raisins

S. aureus ATCC 43300

Cocci Gram + regroupés en
grappes de raisins
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B. cereus ATCC 10876

Grand bacille Gram +
regroupés en chainettes

B. subtilus ATCC 21332

Petit bacille Gram +
regroupés en chainettes
sporulés

E. coli ATCC 25922

Coccobacille Gram — de
longueur et diametre moyen

K. pneumonie ATCC 700603

Coccobacille Gram —
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2.2. Méthode des stries croisées

Le spectre d’activité antibactérienne des isolats d'actinomycétes a été recherché par la
méthode des stries croisées vis-a-vis quatre souches de bactéries a Gram positif (B.cereus,
B.subtilis, S. aureus 25923, S. aureus 43300) et deux souches bactériennes a Gram négatif (E.
coli et K. pneumoniae), afin de sélectionner les isolats les plus producteurs de substances

actives. Les résultats sont reportés dans les Figures 14, 15, 16 et 17.

’ Isolat A 19 | ’ Isolat A 41 | ’ Isolat A 46 |

01: E. coli 02 : S. aureus 43 03 :B.cereus 04 :B. subtilis 05 : S. aureus 25 06 : K. pneumoniae

Figure 14. Activité antibactérienne de quelques isolats d’actinomycétes vis-a-Vvis les bactéries

pathogenes testées par la technique des stries croisées.
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Figure 15. Activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes sur les bactéries-test Gram + par la technique des stries croisées.
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Figure 16. Activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes sur les bactéries-test Gram -

par la technique des stries croisées.
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Figure 17. Reécapitulatif des isolats actifs sur la totalité des bactéries testées par la technique

des stries croisées.
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Les résultats obtenus montrent une importante activité antibactérienne vis-a-vis les
microorganismes testés par la méthode des stries croisées. Parmi les vingt-six isolats, vingt-
quatre se sont montrés actifs envers au moins une bactérie-test avec des zones d’inhibition
variables de 0,5 a 39 mm de diamétre, sur le méme milieu de culture et d’une bactérie-test a
une autre. Tandis que, les deux isolats A10 et A30 n’ont montré aucune zone d’inhibition
envers aucune bactérie-test utilisée.

Les douze isolats (A4, A6, A16, A19, A20, A24, A25, A26, A37, A39, A4l et A43)
montrent une activité antibactérienne variable sur toutes les bactéries-test a coloration de
Gram positive. Alors que, les quatre isolats (A16, A26, A4l et A43) montrent une activité a la
fois sur les bactéries-test a coloration de Gram positive et négative. D’autre part, 1’isolat A01
produit des molécules bioactives qui ont un spectre étroit et qui agit vis-a-vis une seule
bactérie cible Bacillus subtilus.

D’apres la Figure 15, il apparait clairement que 20 isolats ont montré une activité vis-a-
vis Bacillus cereus (soit un pourcentage de 77%), 19 isolats ont montré une activité vis-a-vis
Bacillus subtilis (soit un pourcentage de 73%) et 18 isolats (69%) vis-a-vis les deux souches
de Stapylococcus aureus. Ce qui nous améne a dire que Baccilus cereus est la bactérie la plus
sensible. D’autre part, on note que 05 isolats (19%) présentent une activité envers K.
pneumoniae et 04 isolats uniquement (soit 15%) envers E.coli. On constate donc que nos
isolats d’actinomycetes sont plus actifs sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a
Gram négatif.

De plus, la plus grande zone d’inhibition (soit 39 mm) est enregistrée par les isolats A19
et A46 vis-a-vis Bacillus subtilus et Bacillus cereus, respectivement. Par contre, le plus faible
diametre d’inhibition est enregistré par 1’isolat A42 (avec 0,5 mm) vis-a-vis Staphylococcus
aureus 43300. L’isolat A19 montre une forte activité contre les bactéries-test exploitées. Les
autres isolats se sont révéles peu efficaces ; certains sont donc fortement ou moyennement
actifs, d’autres le sont faiblement.

Nos résultats sont semblables avec ceux obtenus par Elbenday et al. (2018), qui
trouvent que les bactéries Gram— sont plus résistantes que les bactéries Gram+. Ils sont aussi
comparables avec les résultats de Ghadbane (2014), qui prouve que les quatre isolats testés
montrent une forte activité contre la plupart des bactéries Gram+. Par contre, les bactéries
cibles Gram- se sont montrées plus résistantes. Boujella et al. (2000), trouve que I’isolat
Streptosporangium posséde une meilleure activité contre B. subtilus (avec 36 mm de

diamétre).
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Alliouch-Kerboual et al (2015), ont étudié D’activité antimicrobienne de I’isolat
SM2/2GF isolée du sédiment de la lagune EI-Mellah par la méthode des stries croisees et
montrent une activité importante contre B. subtilis spp. 106094 et une activité modérée contre
S. aureus SARM ATCC 43300, avec des zones d’inhibitions de 59 et 20 mm de diamétre,
respectivement. Les résultats obtenus par Ganesan et al. (2016), révelent que parmi les 106
isolats, 1’isolat FMS-20 est le seul qui montre I'activité antimicrobienne la plus élevée contre
tous les agents pathogénes (en particulier B. subtilus, S .aureus et K. pneumoniae).
Duraipandiyan et al. (2012), énoncent que douze souches d’actinomycétes isolées du sol de
I’Himalaya et testées pour leur activité antimicrobienne ont monté que 05 isolats sont actifs
contre Bacillus Subtilis, 04 isolats contre S. aureus et 02 isolats contre E. coli.

C’est probablement la structure de la paroi cellulaire, constituée principalement de
peptidoglycane, qui rend de groupe de bactérie & Gram positif plus sensible aux extraits. Par
contre la paroi des bactéries a Gram négatif est formée d’une couche externe composée d’un
complexe lipopolysaccharides, des phospholipides et des protéines. Cette couche est une
barriere 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).

2.3 .Technique des cylindres d’agar

Afin de comparer et de confirmer I’activité antibactériennes de nos isolats, nous avons
utilisé une autre technique celle des cylindres d’agar. Les résultats de la sensibilité des
bactéries testées vis-a-vis les substances bioactives sécrétées par nos isolats sont représentés
par les Figures 18, 19, 20 et 21.

1 : Bacillus cereus 2 : Bacillus subtilis 3 : Klebsiella pneumoniae

Figure 18. Activité antibactérienne par la technique des cylindres d’agar.
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Figure 19. Activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes sur les bactéries-tests Gram+ par la technique des cylindres d’agar.
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Figure 20. Activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes vis-a-vis les bactéries-test

Gram- par la technique des cylindres d’agar.
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Figure 21. Reécapitulatif des isolats actifs sur la totalité des bactéries testées par la technique

des cylindres d’agar.
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D’aprés les Figures 19, 20 et 21, les résultats montrent que dix-sept isolats
d’actinomycetes parmi les vingt-six; ont une activité antibactérienne sur au moins une
bactérie-test avec des zones d’inhibition variables de 6,5 & 38 mm de diametre, sur le milieu
de culture MH. Tandis que, neufs isolats (A01, A05, A06, A10, A21, A24, A25, A39 et A46)
ne montrent aucune zone d’inhibition vis-a-vis les bactéries cibles.

D’autre part, six isolats (A09, Al6, A26, A38, A4l, et A43), montrent une activité
antibactérienne variable sur toutes les bactéries-test a coloration de Gram positive. Certains
isolats produisent des molécules bioactives avec un spectre étroit qui agit vis-a-vis une seule
bactérie cible tels que : A03, A04, A20 sur S. aureus 43 ; A1l sur B. cereus ; A22, A30 sur S.
aureus 25 et A37, A40 sur B. subtilis.

Il est important de noter que neufs isolats (A04, A9, All, A16, A20, A22, A26, A4l et
A43) inhibent K.pneumonia autant que bactérie a coloration de Gram- . En revanche, le
pouvoir antibiotique de quatre isolats (A16, A26, A4l et A43) s’étend a toutes les souches
bactériennes testées, (Gram + et Gram -) a I’exception d’E. coli qui s’avére la plus résistante.
Cette action est d’intensité variable selon les souches cibles, ces résultats confirment ceux de
la technique des stries croisées. Nous pouvons conclure que ces 04 isolats d’actinomycétes
ont un large spectre d’action ce qui rend 1’optimisation de la production et de la purification
de ces métabolites antibactériens souvent difficile (différentes substance antimicrobienne vis-
a-vis de chaque type de bactérie).

On enregistre également la plus grande valeur d’inhibition par 1’isolat A43 vis-a-vis K.
pneumoniae et S. aureus 43 avec 38 et 30 mm de diamétre, respectivement. La plus faible
valeur est obtenue par les isolats A30 et A42 vis-a-vis S.aureus 25 avec un diameétre de 7 et
6,5 mm, respectivement.

Pour cette technique des cylindres d’agar, il apparait clairement que Bacillus subtilis est
la bactérie la plus sensible avec un taux de 42% d’isolats d’actinomycétes actifs envers-elle,
suivie de S. aureus 43 avec un taux de 38 % d’isolats actifs et en dernier lieu B. cereus, S.
aureus 25 et K. pneumoniae avec 34 % d’actinomyceétes.

Nos résultats sont parfaitement cohérents avec ceux obtenu par Messaoud (2013), qui a
isolé 18 actinomycetes a partir de différents échantillons de sol de la sebkha de Kenadsa
(Bechar) et qui possedent une activité antimicrobienne contre au moins un microorganisme
test utilisé. Quinze isolats sont actifs contre la bactérie S. aureus, suivie par les bactéries E.
faecalis et B. cereus avec 12 isolats actifs pour chacune. Tandis que la plus résistante est K.

pneumoniae avec cing isolats actifs seulement.
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Harir (2018), montre que sur 32 isolats, 04 isolats présentent le plus important pouvoir
inhibiteur antibactérien vis-a-vis des souches indicatrices S.aureus et B.subtilis. Valli et
al.(2012), ont isolé 21 souches d’actinomycétes a partir d’un échantillon prélevé du bord de la
mer ou tous les isolats étaient capables de produire des substances antimicrobiennes.

Ameur Ghoul et a.l (2012), ont isolé sept actinomycétes a partir d’un échantillon du
sol de Sétif (Algérie), dont une appartient au genre Streptomyces) et présentent une activité
antimicrobienne intéressante. Gayathri et al. (2011), mis en évidence la présence d’activités
chez tous les actinomycétes isolés a partir de différents échantillons de sol de la sebkha de
Kenadsa et confirment que les actinomycetes isolés a partir des milieux extrémes en un
pouvoir antimicrobien remarquable par rapport a leurs homologues isolés a partir des milieux
naturels normaux (rhizosphére, eau douce, sol floristique...etc.). Kitouni (2007), annonce que
sur les 45 souches d’actinomyceétes isolées, seules 17 souches (37,78%) sont actives sur au
moins une des bactéries-tests étudiées. Les souches EC1 et EC3 sont actives contre E. coli
ATTCC 12922 seulement et la souche MU 13315 contre S.aureus. Zerizer (2014), dit que
parmi les 49 isolats cliniques d’actinomycétes aérobies, 45 (soit 91,83 %) sont actifs contre au
moins un des microorganismes-tests dont 35 appartiennent au genre Streptomyces.

Par comparaison entre la technique des stries croisées et celle des cylindres d’agar, la
Figure 22 récapitule le nombre des actinomycétes ayant une activité antibactérienne vis-a-vis

les bactéries testées.

B Stries croisées M Cylindres d'agar

(Y0
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40% 34% 34% 34%
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()
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Bactéries cibles

Figure 22. Nombre d’actinomycétes actifs selon la technique utilisée.
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Les résultats de la Figure 22 indiquent que la plupart des isolats sont actifs sur les
bactéries a Gram positifs (S. aureus, B. cereus et B. subtulis) que sur les bactéries a Gram
négatifs (E. coli et K. pneumoniae) et que la technique des stries croisées a donnée un
pourcentage plus important d’isolats actifs par rapport & la technique des cylindres d’agar.
Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par d’autres auteurs qui évoquent la
sensibilité des bactéries a Gram positif aux sécrétions d’actinobactéries par rapport aux
bactéries a Gram négatif (Sabaou et al., 1998 ; Prescott et al., 2002). Cette hypothése peut
nous orienter et nous renseigner sur la nature de ces substances antimicrobiennes. Pour ce qui
est de la technique utilisée, la méthode des stries croisées est souvent employée comme
premier screening de I’activité antimicrobienne selon Parthasarathi et al., 2010; Ravikumar
et al., 2010; Baskaran et al., 2011; Valan Arasu et al., 2012 ; Messaoud, 2013 et Harir,
2018). C’est une technique simple qui permet de tester I’activité d’une souche d’actinomycéte

sur plusieurs microorganismes et sur la méme boite de pétri.
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Conclusion

Le but de ce travail consiste a sélectionner des isolats d’actinomycétes productrices de

substances antibactérienne vis - a- vis des bactéries pathogenes pour I’homme.

Apres les tests des propriétés antagonistes de 1’ensemble des 26 isolats d’actinomycétes
en utilisant des méethodes de criblage : stries croisées sur le milieu de culture ISP2 solide et
cylindres d’agar sur milieu Muller-Hinton contre 6 souches de référence dont quatre bactéries
a Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Bacillus subtilis ATCC 21332 et Bacillus cereus ATCC 10876) et deux autres a Gram négatif
(Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Escherichia coli ATCC 25922). Les résultats de
I’activité antibactérienne indiquent que la plupart des isolats sont actifs sur les bactéries a

Gram positifs, que sur les bactéries a Gram négatifs.

Une intense activité antibactérienne est notée de quatre isolats (A16, A26, A4l, A43)
qui s’étend a toutes les souches bactériennes testées, (Gram + et Gram -) a ’exception d’E.
coli qui s’avére la plus résistante par la méthode des cylindres d’agar. Cette action est
d’intensité variable selon les souches cibles. Nous pouvons conclure que ces 04 isolats
d’actinomycetes ont un large spectre d’action ce qui rend 1’optimisation de la production et de

la purification de ces métabolites antibactériens souvent difficile.

La technique des stries croisées a donnée un pourcentage plus important d’isolats actifs
par rapport a la technique des cylindres d’agar avec 59% et 42%, respectivement. On pourrait
donc supposer que la technique des stries croisées est une technique préliminaire pour 1’étude
de I’activité antimicrobienne surtout lorsqu’il s’agit d’une importante collection de souches a
tester. Cette technique devrait étre compléter par d’autres techniques telles que la technique

des cylindres d’agar, les tests de filtrat de culture,....

Il ressort des deux techniques que : la celle des stries croisees donne uniquement une
idée générale des potentialités des isolats d’actinomycetes, leurs résultats sont souvent
difficiles a interpréter et considérés comme éléments préliminaires. En revanche, les activités
antimicrobiennes des isolats sont mieux exprimées par la méthode des cylindres d’agar. Elles
sont d’avantage ciblées et permettent d’apprécier plus précisément le pouvoir antibiotique des

isolats d’actinomycétes.
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Enfin, ’activité antibactérienne de ces isolats differe entre les germes cibles utilisés et

d’un isolat d’actinomycétes a un d’autre.
L’intérét de ces métabolites dans le domaine médicale et de la santé publique nécessite

leur étude d’une maniére plus approfondie en procédant a :

- L’extraction et la purification des molécules antibactériennes,

- L’identification moléculaire des isolats actifs d’actinomycétes, en particulier
I’isolat A16, A26, A4l et A 43.

- L’¢largissement des tests antagonistes contre de nombreux germes pathogenes a

I’Homme (bactéries ou champignon),
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Annexe 01 : lllustrations

Tableau 01. Principales différences entre les métabolites primaires et secondaires (Delaunay

et al., 2003).

Meétabolites primaire

Meétabolites secondaire

Synthétisé pendant la trophophase

Synthétisé pendant I’idiophase

Présent tout au long du cycle cellulaire

Apparition a un moment du cycle cellulaire

Nécessaire a la croissance

Inutile pour la croissance

Réle physiologique connu

Réle physiologique mal connu

"turn-over" élevé

"turn-over" pratiquement nul

Produit dans des conditions de culture

diverses

Produit dans des conditions de culture bien définies

Ubiquitaire

Spécifique

Enzymes a spécificité étroite

Enzymes a spécificite large

Voies de synthese simple et courte

Synthése longue et complexe

Synthése d’un produit parfaitement
défini

Synthése d’un mélange de produits

Structure chimique généralement
simple

Concentration élevée

Structure chimique souvent complexe

Concentration faible
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Tableau 02. Les enzymes commerciales les plus importants produits par les actinomycetes,

leurs caractéristiques et 1’utilisation potentiels (Mukhtar, 2017).

e Souches pH optimal et Substrates Applications
nzyme : 4 cifi [ [
productrices Température Spécifiques industrielles
Streptomyces 6 et 37°C CMC Detergents
ruber
Cellulase
Thermobifida 7 et 45°C CMC Papier et pate
halotolerans
Textile
Streptomyces 7.5 et 40°C Caseine Pharmaceutiques
pactum
Protease e
Streptqmyces 6.5 et 65°C Kératine Detergents
thermoviolaceus
Aliment
Keratinase Actinomadura 10 et 70 °C Kératine Cuir
keratinilytica
Streptomyces 9 et 45°C Amidon Detergents
erumpens
Amylase -
Cuisson
Therfmoblflda 6 et 60°C Amidon Paier et pate
usca
Textiles
Streptomyces spp. 9 et 50°C Xylane Papier et pate
Xylanases
Actinomadura sp. 4 et 70°C Xylane alimentafion
animale
Cuisson
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Streptomyces o . . . A
exfoliates 6 et 37°C Triacylglycerides Papier et pate
Lipase
Nocardiopsis alba 7 et 30°C Triacylglycerides Detergent
Cosmetiques
Streptqmyces 6 et 60°C Chitine colloidale Textile
. thermoviolaceus
Chitinase
Nocard_lop3|s 7 et 55°C Chitine colloidale Cuir
prasina
Pectinase Streptomyces 6.5 et 45°C Acide Textile et Boisson

lydicus

Polygalacturonique




e

X/
*

K/
X4

D)

K/
X4

D)

7/
X4

L)

L)
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Annexe 02 : Matériel analytique

Agitateur

Balance

Plaque chauffante.

Autoclave

Bain marie

pH métre

Microscope optique

Etuves réglables a 28C° et 37C°
Réfrigérateur

Vortex

Spectrophotomeétre

Loupe binoculaire

Anse de platine

Bec bunsen

Boites de Pétri (boites compartiment, des mini boites)
Portoirs

Virerais: béchers graduées, éprouvettes graduées, tubes a essai stériles, et les flacons
lames

Lamelles

Pipettes Pasteur

Spatule

Barreaux magnétique

Picette
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Annexe 03 : Milieux de cultures utilisés

«+ Bennett

EXIrait de 18VUIE ...o.eeiieceieeee e e 19
EXtrait de VIANGE........ccooiviiieie e 19
Peptone pancréatique de CaSEINE ........cccevvevieiieieeie s 29
GIUCOSE ... 109
ANAT e 159
BaU dISHIEE ... 1000 ml
PH et 7,2

% 1SP2
EXErait de Malt........cooooiiiieee e e 10g
EXtrait de IeVUIE oo 04 ¢
[ Lol 0 T SR 04 ¢
AGAI e 209
BaU ISt ..o 1000 ml
PH et 7.2

% Milieu ISP3
Farine d’avoine .........ccocooiiiiiiiieicce e 209
Solution saling Standard .........cccooeiieienenee e 1ml
AT e e e rreeans 209
EaU dIiSLHIEE 0.5.P woeveeieiieecie et 1000 ml
0] ORI 7,2.

Solution saline standard: FeSO4, 7H20: 0,1 g ; MnC12, 4H20: 0,1 g ; ZnSO4, 7H20: 0.1 g ;
Eau distillée g.s.p 100 ml.
% Milieu ISP4

AMION e 109
K2HPOA ..o 19
MOSO2, TH20 ..ot 1g
N T e 19
(NH4)2S004 ... 290
CAC OB, et 24
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AT 209
EaU diStIIEE 0.5.P.  veeeeieee e 1000 ml
PH et 7,2
¢ Bouillon nutritif

PEPLONE ... 10¢g
EXIrait 08 [EVUIE ..o 50
NACT s 59
BaU AISTHIBE ... 1000 ml
PH bbb 7,2

0,

« Gélose nutritive

PEPIONE i ——————— 10 g
EXtrait de IeVUIE oo s 59
NACT e 590
AT e 209
BAU e 1000 ml
PH et 7,2

< Eau physiologique
Chlorure de SOQIUM ..o s 09g
Bau diStillEe e 1000 ml
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Annexe 04 : Aspect morphologique des actinomycetes

Figure 01. Aspect macroscopique des isolats d’actinomyceétes apres 21J a 30 °C sur

différents milieux 1ISP4, Bennett et ISP3, respectivement.
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Figure 02. Observation par la loupe binoculaire des isolats d’actinomycétes aprés 21 jours
(Gx 04).
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Annexe 05 : Activité antibactérienne

Figure 03. L’activité antibactérienne de quelques isolats d’actinomycétes vis-a-Vvis les

bactéries testées (en recto) par la technique des stries croisées.
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Figure 04. L’activité antibactérienne de quelques isolats d’actinomycétes vis-a-Vvis les

bactéries testées par la technique des stries croisées.

01:E.coli 02:S.aureus43 03 : B. cereus 04 :B. subtilus 05 :S. aureus 25 06 :K. pneumonie
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K. pneumenia

Figure 05. L’activité antibactérienne de quelques isolats d’actinomycétes vis-a-vis les

bactéries testées par la technique des cylindres d’agar.
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