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Abstract

Actinomycetes are able to produce a variety of interesting substances, including antibiotics.
This work is part of the aim of studying the metabolic diversity and the extraction of
biomolecules produced by strains of actinomycetes, 07 strains of actinomycetes were chosen
for the study of their morphological and metabolic characteristics.

After various metabolic tests carried out, we have distinguished the power of biodegradation of
different molecules by these isolates studied which have remarkable frequency of cellulosic,
amyl activity, also the capacity to degrade starch, casein, gelatin, etc.

In addition, the study of the antimicrobial activity of the extracts obtained was demonstrated
against 07 bacteria, it was evaluated by the disk method. The results obtained indicate that most
strains of Actinomycetes are capable of producing bioactive molecules, of which they possess
an interesting antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Micrococcus, Escherichia
coli, Salmonella, Klebsiella sp, Bacillus.

Finally, the Microbiological and chemical revelations of antibiotics indicates that the best
separation system is BAE n-butanol-acetic acid-water and EAE ethanol-ammonia-water, the
bioactive molecules of the strain S158 extracted with Butanol and ethanol, and for strain S170
extracted with ethanol.

Keywords: Actinomycetes, Streptomyces, metabolic diversity, bioactive molecules, scientists



Résume

Les Actinomyceétes sont capables a produire une variété de substances intéressantes, dont les
antibiotiques.

Ce travail s’inscrit dans le but d’étudier la diversité métabolique et I’extraction des
biomolécules produites par des souches d’actinomycetes, 07 souches d’actinomycéte ont été
choisies pour I’étude de leur caractéristique morphologique et métabolique.

Apres différents tests métaboliques réalises, nous avons distingué une le pouvoir de
biodégradation de différentes molécules par ces isolates étudie qui possedent fréquence
remarquable d’activité cellulosique, amylique, aussi la capacité de dégrade 1’amidon, la
caséine, la gélatine.. .etc.

De plus, I’¢tude de ’activité antimicrobienne des extraits obtenus a été mise en évidence
envers 07 bactéries, Elle a été évaluée par la méthode des disques. Les résultats obtenus
indiquent que la plupart des souches d’Actinomycétes sont capable de produire des molécules
bioactives, Dont elles possédent une activité antibactérienne intéressante vis-a-vis de
Staphylococcus aureus, Micrococcus, Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella sp, Bacillus.
En fin la Révélations microbiologiques et chimiques des antibiotiques indique que Le
meilleur systeme de séparation est BAE n-butanol-acide acétique-eau et EAE éthanol-
ammoniac-eau, les molécules bioactives de la souche S158 extraites avec le Butanol et
I’éthanol, et pour la souche S170 extrait avec 1’éthanol.

Mots clé : Actinomycetes, Streptomyces, diversité métabolique, molécules bioactives, savants
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Introduction

Depuis des milliers d'années, les étres humains utilisent des microorganismes (bacteéries,
levures et moisissures) pour fabriquer plusieurs produits comme le pain, la biére, le fromage,
etc. Ces microorganismes omniprésents dans notre environnement et dans certains aliments que
nous consommons ne cessent d’occuper une place importante dans notre vie et sont
actuellement a 1’origine de I’essor du domaine de la biotechnologie (Smaoui, 2010). Parmi les
microorganismes présentant un intérét biotechnologique, les actinomycétes ou bien les
actinobactéries.

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses qui peuvent prospérer sur divers
substrats et coloniser presque tous les environnements, méme ceux qui ne sont pas propices a
la vie. lls sont la principale source de la plupart des métabolites secondaires antibactériens
(Boussaber et al., 2012). Les actinomycetes sont connus pour leur puissante capacité a produire
des antibiotiques, dont plus de 70 % des substances actives proviennent de micro-organismes
(Omura, 1992). lIs sont largement distribués dans les milieux naturels et synthétiques et jouent
un réle important dans la dégradation des substances organiques (Naikpatil et Rathod, 2011).

Gréace a la production d'enzymes extracellulaires, les actinomycétes peuvent métaboliser de
nombreux composes divers, notamment des polysaccharides, des alcools, des acides aminés et
des composés aromatiques (Kitouni et al., 2005). La capacité de décomposer les pesticides, les
herbicides et les hydrocarbures a également été signalée. Cette diversité métabolique est due a
leur large génome excréteur qui contient des centaines de facteurs de transcription contrdlant
I'expression de génes permettant de répondre a leurs besoins. (Boucheffa, 2011). Les bactéries
de la famille des actinomycétes sont désormais a I'honneur et apparaissent comme de bons
candidats pour la production de substances intéressantes, notamment d'antibiotiques
(Boughachiche, 2012). On estime que les deux tiers des quelque 6 000 antibiotiques isolés a
ce jour sont produits par des actinomycetes. Salman et Waksman ont montré I'abondance des
actinomycetes dans cette zone et sont essentiellement isolés des premiers antibiotiques utiles.
Streptomycine (1944), antibactérien, notamment antituberculeux ; néomycine (1949) et
candicidine (1953), agents antifongiques aux propriétés pharmacologiques intéressantes
comme ligands stérols (Djaballah, 2010).

Partant de ce constat, cette étude a été la premiére a rechercher des molécules bioactives de
differents souches d’actinomycetes et la seconde a extraire et caractériser ces biomolécules et
enfin a examiner la diversité métabolique des souches a activité antibactérienne.

Cette étude a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie, (Département de
biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie, Université de Tébessa).



L’¢tude a portée sur les étapes suivantes :

e [’étude de la diversité métabolique par la mise en évidence de la production des
différents types d’enzymes, et essentiellement leur activité inhibitrice vis-a-vis des
bactéries-tests.

e Dans une deuxieme étape, nous nous sommes concentrés sur la production et

I’extraction des molécules bioactives des souches actives
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1. Historique

D’aprés Waksman (1961), Ferdinand Cohn fut le premier a décrire un actinomyceéte en 1875
et en 1878, Harz, nomma Actinomyces bovis, un organisme parasite rencontré dans une
infection de la machoire d’un bovin, (Garrity et al., 2007).
Waksman classe I'histoire des actinomycetes en quatre catégories de base :
La premiére période qui va de 1877 a 1890 environ, a été nommeée « Période médicale » du fait
que l’intérét porté a ces microorganismes était dii presque exclusivement aux propriétés
pathogénes qu’on leur attribuait(Baldacci, 1962).
La seconde période (1900-1940) (Mariat et Sebald, 1990) se rapporte a la mise en évidence et
a I’étude des actinomycétes du sol, avec les travaux de Rossi-Doria (1890- 91), Gasparini
(1891-94), Krainsky (1914), Waksman (1919), Lieske (1921), Orskov (1925), Jensen (1931-
33) et Krassinikov (1938). Elle couvre la découverte des conditions saprophytiques d’habitat
des actinomyceétes et les premiéeres tentatives pour distinguer deux groupes : les pathogénes et
les saprophytes.
L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits par les Actinomyceétes.
Elle commence en 1940 et le nom de Waksman lui est indiscutablement lié avec la découverte,
en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus(Trujillo et al., 1997). Cette
période a résulté en un accroissement brusque du nombre d’espéces décrites (Baldacci, 1962).
Ainsi, la quatrieme période (1940-1970) est caractérisée par le développement de criteres
morphologiques et biochimiques pour la classification des Actinomycétes, en parallele avec la
meilleure compréhension de la physiologie de ces bactéries et de leur intérét pour la production
de métabolites secondaires et leur potentialité de biodégradation de composés organiques.
Enfin, depuis les années 1960, 1’essor des méthodes de génétique, initiées par Hopwood
(Hopwood, 1973 ; Chater,1999) puis de génomique (Hopwood, 2003) a révolutionné la
classification des espéces (Ventura et al., 2007) puis les méthodes de découverte de
métabolites secondaires (Donadio et al., 2002) et d’exploration du potentiel biotechnologique

de ces microorganismes.
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2. Définitions

Les actinomycétes sont des bactéries filamenteuses qui peuvent prospérer sur divers
substrats et coloniser presque tous les environnements, méme ceux qui ne sont pas propices a
la vie. Ils sont la principale source de la plupart des métabolites secondaires antibactériens
(Boussaber et al., 2012). Les actinomycetes sont connus pour leur puissante capacité a produire
des antibiotiques, dont plus de 70 % des substances actives proviennent de micro-organismes
(Omura, 1992). lls sont largement distribués dans les milieux naturels et synthétiques et jouent
un role important dans la dégradation des substances organiques (Naikpatil & Rathod, 2011).

Les actinomycétes sont un autre nom pour les actinobactéries. Les bactéries Gram-positives
capables de produire des spores asexuéees (conidiospores ou sporangiospores) et des hyphes
ramifiés non fragmentés ou fragmentés.
Leur développement a abouti a des colonies circulaires constituées de filaments qui s'étendent
vers l'extérieur du germe qui les a engendrés par croissance centrifuge. Ceci explique leur
dénomination « actinomycetes » du Grec « aktino, mycetes » ou « champignons a rayons » ou
encore « champignons rayonnants ». Les actinobactéries étaient classées dans I'ordre
des Actinomycetales. Du fait de leur forme fongoide (filaments ramifiés, organes de
sporulation...) et de lI'aspect mycosique des maladies qu'ils provoquent, certains membres de
ces micro-organismes, notamment les aérobies, ont longtemps été rejetés par toutes les bactéries
et confondus avec des champignons. Ce probleme est résolu et ce groupe demicroorganismes
est définitivement classé parmi les bactéries et ont un pourcentage de guaninecytosine (G+ C%)
supérieur a 55% (Saker, 2015).
3. Classification des actinomycetes

La classification des actinomycetes est basée sur plusieurs caracteres :
3.1. Caractéristiques morphologiques

Les critéeres morphologiques sont énonces dans trois éditions du "Bergey's Manual” de 1989,
1994 et 2010.Ce sont respectivement des propriétés macromorphologiques et

micromorphologiques.

3.1.1. Caractéristiqgues macromorphologiques

L’ensemble des caractéres culturaux ou en d’autres termes, les caractéres observables a I’ ceil
nu, contribuent parfois a différencier les groupes d’actinomycetes entre eux. Il s’agit de :
- Production ou non d'un mycélium aérien (MA).

- Présence d’un mycélium du substrat (MS).
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- La couleur de MA et MS, ainsi que les pigments diffusibles dans les milieux de culture,

sont tous déterminés.

3.1.2. Caractéristiques micromophologiques

Il s’agit d’une observation microscopique des cultures sur milieu gélosé.
Les caractéristiques étudiées sont :

- Fragmentation ou non du MS.

- La présence de sporanges sur le MA ou le MS, leur forme et leur taille, ainsi que la longueur
des sporangiophores sont autant de facteurs a consideérer.

-La forme, la taille et la disposition des spores sur MA et/ou MS : seules, par paires, par
quatre ou en chaines.

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

- Présence de spores mobiles ou non mobiles.

- Ornementation de la surface des spores (lisse rugueuses, épineuses ou chevelues).

- Formation de structures particulieres : faux sporanges, etc.
3.2. Caracteres chimio-taxonomiques

D’aprés Goodfellow & Minnikin, 1985, la chimiotaxonomie consiste en 1’utilisation des
caracteres chimiques dans la classification des organismes. Ces caractéres ont été surtout
étudiés au niveau des parois cellulaires. En effet, Les caractéristiques morphologiques de la
classification classique sont déterminées par la composition des composants chimiques des
micro-organismes. (O’Donnell, 1988).

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

principal caractere utilisé en chimio taxonomie(Merouane, 2016).
3.2.1. Glucides

La séparation des glucides de la paroi cellulaire en quatre catégories principales est possible.
Le spectre de sucres A (arabinose + galactose) est caractéristique des genres Nocardia et
Saccharopolyspora. Le spectre glucidique B (madurose) est présent chez les genres
Actinomadura et Streptosporangium. Streptomyces et les genres apparentés ne produisent pas
de glucose en quantité significative (spectre C). Il en va de méme pour les genres
Thermomonospora et Thermoactinomyces. Les actinoplanes et le genre Micromonospora se

distinguent par la présence de xylose et d'arabinose (spectre D).
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Tableau 01: Types des glucides caractéristiqgues présents chez des actinomycetes

(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

3.2.2. Acides aminés

La paroi cellulaire des actinomycetes sont constituées de I'un des deux matériaux suivants :

e L'espéce Actinomyces est un exemple de paroi glycoprotéique contenant de la lysine
trouvée dans les formes fermentaires, occupants naturels des cavités humaines et
animales.

e Ce type de paroi est observé dans les formes oxydatives que I'on trouve principalement
dans le sol, comme Streptomyces, et contient généralement de I'acide diaminopimélique
LL-2,6 (DAP). Streptomyces et Actinoplanes contiennent tous deux des quantités

substantielles de glycine. (Breton et al., 1989).
3.2.3. Lipides

La teneur en lipides pariétaux et membranaires des actinomyceétes est également un élément
clé de leur classification. Ce sont des lipides insaturés avec une structure compliquée
Les phospholipides, ménaquinones, acides gras et acides mycoliques. L’analyse des
phospholipides a permis de distinguer cing profils de phospholipides désignés de Pl a PV
caractérisé par la présence d'un ou deux phospholipides caractéristiques (Bouaziz, 2018).
Tableau 02 : Types de phospholipides membranaires rencontrés chez les

Actinobacteria(Selon Lechevalier et al., 1977).

phosggg?p‘?ges PE | PC | PG | PGI Exemple
Pl - - - \ Actinomadura
PII + - - - Streptomyces, Pseudonocardia
Pl - + - \ Nocardiopsis, Amycolatopsis
PIV + - + - Nocardia, Nonomuraea
PV - - + + Oerskovia
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PE : phosphatidyléthanolamine ; PC : phosphatidylcholine ; PG : phospholipides contenant de la glucosamine
; PGI : phosphatidylglycérol ; + : présent ; - : absent ; v : variable selon les genres et les espéces. Le

Phosphatidylinositol PI est présent chez toutes les actinobacteries

3.3. Caracteres physiologiques

Les espéces sont également déterminées en fonction de Caractéristiques physiologiques.
Ceux-ci incluent différents tests de dégradation Glucides, composes lipidiques et protéiques,
polymeéres complexes, stéroides, etc. D'autres tests impliquent parfois la détermination
d'espéces, comme la résistance a différents agents chimiques (antibiotiques, divers autres
agents) et la résistance aux agents chimiques. Conditions extrémes (température, pH, salinite,
...... etc) (Boudjelal-Bencheikh, 2012).
3.4. Caracteres moléculaires

Le séquencage de I'ADN ribosomique 16S, I'hybridation ADN-ADN et la mesure de la
proportion de G + C sont les principales analyses moléculaires utilisées dans la taxonomie des
actinomycetes pour la classification des espéces. Cette derniere n'est nécessaire que lors d'une
proposition de développement de nouveaux genres. La phylogénie compléte des actinomycétes
a eté tracée grace a ces criteres(Stackebrandt & Woese, 1981; Stackebrandt et al., 1997;
Kéampfer, 2010).
3.4.1. Séquencage de I’ADN ribosomique 16S

Le séquencage de I'ADNr 16S est une technique fiable pour [lidentification des
actinomycetes (Cook & Meyers, 2003; Weisburg et al., 1991). Le géne codant pour I'ARN
ribosomique 16S est un géne chromosomique de taille 1500 paires de bases, présent dans
toutes les bactéries, sa séquence est spécifique a chaque espéce, et dont les extrémités 5' et 3'
(les 15 premieres et 15 dernieres bases) est une espéces bactériennes conservées dans toutes
les bactéries. Le géne a éte amplifié par la technique de réaction en chaine par polymérase
(PCR).

3.4.2. Hybridation ADN-ADN

L'hybridation moléculaire ADN-ADN est définitivement utilisée pour l'identification par
rapport aux especes déja décrites. Sa réalisation n'est qu'en Découverte de la renaturation de
I'’ADN (Marmur et Doty, 1962). llIs sont considérés comme différents s'ils ont un taux de
similarité (le taux de recombinaison de leurs chaines) ADN) moins de 70 % (Wayne et al.,
1987).
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3.4.3. Pourcentage de guanine-cytosine (G + C)

La détermination du coefficient de Chargaff (pourcentage G + C) qui nous a permis de
reconnaitre la définition des actinomycétes dont I'ADN contient un pourcentage G + C supérieur
a 55 % comme l'un des caractéres importants non seulement dans la reconnaissance de genres
mais aussi dans la reconnaissance des familles d'actinomycétes (qui commencent a étre bien
définies). Cela a permis aux scientifiques de distinguer les Bacillaceae, Lactobacillaceae, et
autres bactéries Gram+ (G+C moins de 55%) des actinomycétes. D'autres bactéries non
mycéliennes telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter ou encore Micrococcus
sont également considérées comme faisant partie de I'arbre phylogénétique des
actinomycetes.(Goodfellow, 1989; Stackebrandt et al., 1981).

4. Cycle de développement

Les actinomycetes ont un cycle de vie compliqué qui régit leur développement. La plupart
des actinomycétes développent un tapis épais d'hyphes en produisant un réseau d'hyphes septés
et ramifiés a la surface ainsi qu'a I'intérieur du substrat (mycélium végétatif ou substrat). Les
hyphes végétatifs de nombreux actinomycétes montent vers le haut pour produire un mycélium
aérien, donnant aux colonies un aspect floconneux. Le mycélium aérien, en général, crée des
chaines de spores par septation. Ils sont réintroduits dans la nature une fois qu'ils ont atteint
I'age adulte (exospores). Nous pouvons appeler les spores sporangiospores contenues dans un

sporange. Les morphologies de ces spores peuvent étre assez diverses (Prescott et al., 2018).

Page | 6



Chapitre | Généralité sur les actinomyceétes

Chromosome

— T

segregation and septation
Aerial
hypha

Spore
maturation

Formation of
reproductive
aerial hyphae

Spore
dispersal

@ Free spore

\
' Spore 3
//S\ =X germination
Vegetative 3
\ growth é? 3
Antibiotic "
production ‘
Substrate
mycelium

Figure 01 : Représentation schématique du cycle de vie des actinomycetes sporulant (Barka et
al., 2016).
5. Importance des actinobacteéries

Les actinobactéries sont les microorganismes les plus recherchés pour leur capacité de
produire beaucoup de métabolites primaires et secondaires(Barakate et al., 2002). En plus de
leur réle dans la décomposition de la matiére organique (Hoster et al., 2005). lls sont connus
pour leur production de substances biologiquement actives telles que les phytohormones(El-
Mehalawy et al., 2004), les antibiotiques, les vitamines et les enzymes(Boer et al., 2005)et des
composés antifongiques. Ces derniers sont également impliqués dans le contrble
phytopathologique. Le phosphore peut étre solubilisé par certaines especes. (Crawford et al.,
1993).
5.1. En agronomique

Les actinomycétes sont capables de décomposer les résidus de matieres organiques
réfractaires tels que la lignocellulose, la chitine et d'autres résidus de matieres organiques
récalcitrantes, et contribuent ainsi a la fertilisation des sols(Goodfellow et Williams, 1983).
Frankia est un actinomycete unique qui fixe I'azote de I'atmosphere et se développe en
association avec de nombreuses plantes arbustives non légumineuses (Becking, 1974). Les
souches de cette espéce ont une grande capacité a générer une variété de composés probiotiques,
ce qui les rend importants dans les interactions plante-sol. En conséquence, ils sont suggérés
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dans la lutte biologique contre les maladies des plantes, telles que Streptomyces griseoviridis et
le fongicide mycostop, qui est utilisé pour lutter contre les maladies a Fusarium sur le
concombre, la tomate, le poivron et les plantes ornementales cultivées en serre. Certains
antibiotiques sont particulierement formulés pour le secteur agricole. La blasticidine est un
antibiotique utilisé au Japon pour traiter Piricularia oryzae, une infection du riz (Arimoto et
al., 1982). Les actinomyceétes sont reconnus pour produire des antibiotiques qui suppriment les
infections des plantes.(Emmert & Handelsman, 1999;Barakate et al., 2002; El-Tarabily et
Sivasithamparam, 2006; Toumatia, 2010).

5.2. En biotechnologie

Les actinomyceétes présentent une large gamme d'hétérogénéités biochimiques et la capacité
de produire des métabolites secondaires qui intéressent les industries pharmaceutiques et
alimentaires (Abbas, 2006). C'est la source la plus importante d'antibiotiques et d'autres
métabolites secondaires bioactifs (Arasu et al., 2009), et certaines especes d'actinomyceétes
produisent jusqu'a 75 a 80 % des antibiotiques (Mellouli et al., 2003). En conséquence, divers
métabolites synthétiques, tels que des enzymes alcalines, des inhibiteurs d'enzymes, des
vitamines, des immunomodulateurs, des herbicides, des insecticides et des antiparasitaires, sont
crées. (Li et al., 2005).

Tableau 03 : Importance médicale de certains antibiotiques produits par le genre

Streptomyces (Djinni, 2009).

Organisme ou maladie ciblée Antibiotiques Organisme producteur

Typhoide Chloramphénicol Streptomyces venezuelae

Tuberculose et Lepre

Rifampicine

Amycolatopsis (Streptomyces
mediteranei)

Staphylococcus aureus méthicilline
résistant (SARM)

Vancomycine

Amycolatopsis (Streptomyce
sorientalis)

Cancer

Daunomycine

Streptomyces coeruleorubidus

Pathogénes résistants a la pénicilline

Acide clavulanique

Streptomyces clavuligerus
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Pouvoir métabolique des actinomycétes

1. Métabolisme général des actinomycétes

Les actinomyceétes sont des bactéries chimioorganotrophes qui consomment une gamme
variée de sources de carbone et d'énergie, y compris des biopolyméres complexes (chitine,
cellulose, lignine). Cependant, de nombreuses espéces peuvent se développer de maniere
chimio-autotrophe en utilisant I'oxydation de I'nydrogene comme source d'énergie et le dioxyde
de carbone comme source de carbone (Mariat & Sebald, 1990).

De nombreux métabolites de différents types sont créés au cours du cycle de développement
bactérien, selon la phase de croissance, pour étre utilisés dans la biosynthése du matériel
cellulaire ou en réaction aux changements des conditions environnementales. Les métabolites

primaires et les métabolites secondaires sont les deux types de métabolites (Bell et al., 1998).
1.1.Le métabolisme primaire

Les événements cataboliques et anaboliques permettent la création de biomasse dans le
métabolisme primaire. Ces réactions créent un pouvoir et une énergie réducteurs, qui sont
utilisés pour construire et assembler des monomeéres (tels que des acides aminés) en
macromolécules (telles que des protéines) (Strub, 2008).

Les actinomycetes ont un métabolisme de base comparable a celui des autres organismes.
Les métabolites primaires ou généraux importants contribuent au fonctionnement du

métabolisme général en formant la structure cellulaire(Leveau & Bouix, 1993).

1.2.Le métabolisme secondaire

Le métabolisme secondaire est une série de processus qui permet la production de
minuscules composes non essentiels qui peuvent fournir un avantage sélectif dans certaines
circonstances. Le métabolisme secondaire s'oppose au métabolisme principal, qui contient
toutes les voies cataboliques et anaboliques necessaires a la survie et a la reproduction de la
cellule. 1l existe de nombreux types différents de métabolites secondaires, chacun ayant une
structure chimique unique et une vaste gamme d'activités biologiques (Haas, 2015).

Les actinomycétes sont considérés comme la source la plus efficace de métabolites

secondaires, d'antibiotiques et d'autres substances bioactives(Janardhan et al., 2014).
2. Les substances bioactives produite par les actinomycetes
Les métabolites bioactifs sont des produits du metabolisme primaire et métabolisme

secondaire de différents organismes (plantes, animaux, champignons, bactéries) (Solecka et
al., 2012).
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Les actinomycétes sont connus par leur production de substances biologiquement actives telles
que les antibiotiques, les vitamines, les enzymes et les pigments. Certaines especes ont la
capacité de solubiliser le phosphore, d’autres sont impliquées aussi, dans le control

phytopathologique et dans la production des composés antifongiques (Ghribi, 2019).

En effet, les actinomycetes produisent 47 % des molécules bioactives issues de
microorganismes, découvertes entre 1940 et 2010 parmi lesquelles 24 % sont issues

d’actinomycetes rares (Bérdy, 2012).

Deux des propriétes les plus significatives des Actinomycétes sont leur capacité a se développer
sur les substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de trés nombreux métabolites
bioactifs. En effet, la streptomycine a été le premier antibiotique ayant pour origine une souche
de Streptomyces (Ramananarivo, 2017).

pharmacologiquement
ologiquement actifs

Antibiotiques

Régulateu @

croissance de
plantes

Figure 02 : Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycétes (Conn, 2005).
2.1. Les Antibiotiques

Etymologiquement, le terme « antibiotique » est dérivé des mots grec « anti » qui veut dire
contre et « bio » qui signifie la vie, c’est a dire, « contre la vie ». Un antibiotique est une

substance qui peut étre naturelle, synthétique ou semi-synthétique inhibant ou tuant les germes
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pathogenes a faible concentration(Demain, 1999;Barka et al., 2016; Mohammadipanah &
Wink, 2016).
Les antibiotiques sont des molécules issues du métabolisme secondaire qui ont été
particulierement étudiées du fait de leur importance en thérapie humaine et vétérinaire. (Ravi,
2015).
IIs 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(Kumar et Jadeja, 2016).
Les premiers antibiotiques découverts étaient I'actinomycine de Streptomyces antibioticus en
1940, streptothricine de Streptomyces lavendulae en 1942 et la streptomycine de Streptomyces
griseus en 1944, qui ont tous été découverts par Waksman et ses collegues (Barka et al., 2016).
Selon Berdy (2005), les antibiotiques des actinomycétes peuvent étre classés en groupes
chimiques a savoir :

e Les aminoglycosides (streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine) ;

e Les macrolides (érythromycine)

e Les ansamycines (rifamycine)

e Les béta-lactames (thiénamycine)

e Les peptides (viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine)

e Les tétracyclines (chlortétracycline, oxytétracycline)

e Les nucléosides (puromycine)

e Les polyénes (nystatine, candicidine, amphotéricine B)

e Les polyéthers (monensine)

La capacité de production individuelle des actinobactéries peut varier énormément.

Certaines espéces de Streptomyces produisent un seul antibiotique, tandis que d'autres
produisent une gamme de différents composés.

2.2.Les enzymes

Les enzymes sont des biocatalyseurs de nature protéique qui exercent une activité catalytique
spécifique d’un tres grand nombre de réactions chimique, et sont apres les antibiotiques les plus
importants produits des actinomycetes (Navarre et Francgoise, 2010). Les principaux facteurs
qui controlent la fonction des enzymes dans un milieu sont la température, le pH, la salinite et

I’activité de I’eau ...etc. (Pierre, 2000).
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Les actinomycetes qui vivent dans le sol ne peuvent pas transporter des molécules complexes
a l'intérieur de leurs cytoplasmes. Ils synthétisent des enzymes extracellulaires pour
décomposer ces molécules en nutriments utiles et essentiels. Ces sources de substances
bioactives possedent une capacité hydrolytique extracellulaire importante, qui trouve des
applications dans les industries, de textile, des bio-raffineries, d’agroalimentaires, papéteries et

pharmaceutiques(Janaki, 2017).

2.2.1. Les cellulases

La cellulase est un complexe enzymatique qui décompose la cellulose en B-glucose. Elle est
largement répandue dans la biosphére notamment chez les organismes fongiques et microbiens
(Ghribi, 2019). Les actinomyceétes, en particulier les espéces thermophiles et les Streptomyces,
excrétent des enzymes qui dégraden.t la cellulose ; d’autres produisent des enzymes qui
dégradent I’hémicellulose (Saci, 2012).

Les cellulases microbiennes ont une large gamme d’applications en biotechnologie, dans
I’environnement et dans les processus industriels. Lors des processus industriels difficiles, les
bactéries thermophiles constituent une bonne source de cellulase industrielle. C’est le cas par
exemple de désencrage du papier, le ramollissement de tissu, de la pate et de papier, le

biopollisage des tissus, du jus et des aliments pour animaux.... Etc. (Sahoo et al., 2019).

D’aprés Tanveer et al., (2014); Rajeeva et Soni, (2015); et Jasani et al., (2016), Les cellulases
sont des enzymes qui convertissent la cellulose en glucose et d'autres produits chimiques de
base. Il existe trois grands types d'enzymes de cellulase qui agissent en synergie: les

Endoglucanases, les Exoglucanases, B -glucosidase(Zhang et Zhang, 2013).
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Figure 03 : Hydrolyse de la cellulose par les trois types de cellulases (Jasani et al., 2016).

Ceilobiose

2.2.2. Les amylases

Les amylases sont des macromolécules de protéines globulaires de type endoglycanase
appartenant a la classe des hydrolases, qui agissent sur la liaison (1,4) de I'amidon. lls catalysent
la dégradation des polymeres d'amidon pour produire des dextrines et divers oligosaccharides
de longueurs variables. L'amylase est l'une des enzymes les plus importantes de la
biotechnologie actuelle (Gupta et al., 2003). Ces enzymes industrielles jouent un rdle
important dans la décomposition de I'amidon, représentant environ 25 a 33 % du marché
mondial en 2007 (Saxena et al., 2007).

2.2.3. Les xylanases

Les xylanases constituent un complexe multi-enzymatique, ce sont des glycosidases qui
catalyses les liaisons 1,4-D-xylosidiques dans les régions non substituées des chaines de

xylanes afin de donner la xylose(Larreta-Garde, 1997;Georis et al., 2000).

Les xylanases sont utilisées dans la biotransformation des textiles et la fabrication des aliments
pour animaux (exemple des producteurs : Streptomycessp. Et Actinomadura sp.) (El-Sersy et
al., 2010; Mehnaz et al., 2017).

Il existe de nombreux domaines dans lesquels est utilisée la xylanase, telle la gestion des
déchets, I’industrie des pates et papiers, les textiles, la production de biocarburants et produits

chimiques ainsi qu’en alimentation humaine et animale(Dickner-Ouellet, 2018).

Page | 12



Chapitre Il Pouvoir métabolique des actinomyceétes

2.2.4. Les lipases

Les lipases ou les triacylglycérol-hydrolases sont des enzymes exceptionnels vu leurs
mécanismes d'action et leurs spécificités de substrats. Selon la réaction a catalyser, elles peuvent
agir en tant qu'hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthése organique
(Mehnaz et al., 2017). Les lipases sont produites a partir d'une variété d'actinomycétes (Taibi
etal., 2012).

Triacylglycérides Lumiére

H.0 \\

Acides gras

+

Monoacylglyeérols

Figure 04 : Catabolisme des triglycérides (Mehnaz et al., 2017).
Ils sont couramment utilisés en boulangerie, en biscuiterie, en chocolaterie et dans le
traitement des sols contaminés par des hydrocarbures comme celles produites par
Streptomycesexfoliates et Nocardiopsis alba(EI-Sersy et al., 2010; Mehnaz et al., 2017).

2.2.5. Les pectinases

La production d'enzymes pectinolytiques est réalisée par des actinomycétes de différents
genres, tels que Micromonospora, Microbispora, Actinoplanes, Streptosporangium et les
Streptomyces (Sanglier et al., 1993). La degradation compléte de la pectine est entrainée par
l'action combinée de trois activités pectinolytiques (pectine lyase, pectine estérase,

polygalacturonase).

2.2.6. Les protéases

Les protéases microbiennes sont une famille d'enzymes qui a été largement étudiée et utilisée
dans les opérations industrielles. On les trouve généralement dans les détergents a lessive, la
transformation des aliments, les produits pharmaceutiques et le tannage du cuir, ainsi que dans

la gestion des déchets.(Amoozegar et al., 2008; Karbalaei-Heidari et al., 2009).
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D'autres genres d'actinomycetes qui peuvent produire des kératinases comprennent
Actinomadura, Micromonospora, Nocardiopsis, Planomonospora et Planobispora. Les
protéases alcalines thermostables sont produites par des especes thermophiles du genre
Micropolyspora, et d'autres protéases résistantes a la majorité des insecticides protéasiques sont
isolées du genre Oerskovia. Plusieurs souches d'actinomycetes de 14 espéces différentes ont

créé des élastinases.(Chitte et al., 1999).

2.2.7. Les dextrinases

Elles sont excrétées par de nombreuses souches d'Oerskovia xanthineolytica et

Actinornycesisraeli(Demain & Solomon, 1985).

2.2.8. Les chitinases

Les chitinases sont un autre groupe d'enzymes d'importance industrielle qui ont la capacité
d'hydrolyser la chitine. De nombreuses souches d’actinomycetes telles que Streptomyces
thermoviolaceus et Microbispora sp., sont connus comme producteurs de chitinases. La
chitinase de ces souches a été utilisée pour récupérer le chitibiose, un antioxydant potentiel qui
a genéralement des applications en biomédical et en industrie alimentaire (Mehnaz et al.,
2017).

Les chitinases utilisées dans la protection contre les champignons phyto-pathogénes et dans
le traitement des déchets des crustacés. Elles sont généralement produites par Streptomyces

thermoviolaceus et Nocardiopsisprasina (Tsujibo et al., 1993).

2.3. Les vitamines

Les bactéries et les actinobactéries peuvent synthétiser la vitamine B12 a I'état naturel. La
séparation de la vitamine B12 des fermentations d'actinobactéries a suscité beaucoup d'intérét
pour la possibilité de fermentations microbiennes produisant des vitamines (Lichtman et al.,
1949; Rickes et al., 1948).

L'ajout de sulfates de cobalt dans I'environnement semble é&tre un précurseur de la production
de vitamine A par toutes les actinobactéries. Le cobalt étant un agent bactériostatique assez
efficace, il doit étre utilisé avec prudence. Si le milieu contient suffisamment de cobalt, les
fermentations qui produisent les antibiotiques streptomycine, auréomycine, griséine et
néomycine produiront également de la vitamine B12, sans affecter les rendements
antibactériens. Plusieurs études ont suggéré que certaines actinobactéries qui ne produisent pas

d'antibiotiques synthétisent plus de vitamine. Il a également été découvert que les
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actinobacteéries produisent d'autres vitamines hydrosolubles, comme la thiamine et un dérivé de
I'acide ptéroylglutamique, qui favorise la croissance de certaines souches de Leuconostoc
citrovorum et de la coenzyme A. (Anandan et al., 2016).

2.4. Les pigments

Les actinobactéries produisent une variété de couleurs sur des surfaces naturelles ou
synthétiques, et ces pigments sont I'un des traits culturels les plus importants dans la description
des organismes. Les actinobactéries bénéficient des changements phénotypiques genérés par
les facteurs environnementaux car elles ont des colonies morphologiquement distinctes et
produisent une variété de couleurs et de filaments appelés hyphes aériens (Goodfellow et al.,
2012).
2.5. La production de siderophore

Le fer est le microélément le plus essentiel utilisé par les bactéries, et il sert de cofacteur
pour une variété d'enzymes et de protéines(Rachid & Ahmed, 2005). Parce que cet élément
est répandu dans la nature sous des formes insolubles que les plantes et les bactéries ne peuvent
pas absorber, les bactéries et les champignons ont développé une variété de systemes de
chélation du fer, dont le plus courant utilise les sidérophores (Pérez-Miranda et al., 2007). Par
I'intermédiaire de récepteurs particuliers, ils solubilisent et transférent le fer a la cellule

microbienne (Cabrera et al., 2001).

2.6. Les bioherbicides

Une autre application intéressante est I'utilisation de métabolites secondaires
d'actinomycetes comme herbicides. Les herbimycines sont produits par Streptomyces
saganonensis et sont utilisés pour supprimer les mauvaises herbes monocotylédones et
dicotylédones. L'anisomycine est un type d'inhibiteur de croissance généré par Streptomyces
sp. Pour les mauvaises herbes herbacées annuelles comme la digitaire sanguine et les mauvaises
herbes a feuilles larges. L'anisomycine peut empécher les plantes de synthétiser la chlorophylle.
Bialaphos, un meétabolite de Streptomyces viridochromogenes, est également couramment
utilisé pour contréler les mauvaises herbes herbacées annuelles et vivaces ainsi que les
mauvaises herbes a feuilles larges en bloguant la production de glutamine. La coformycine et
I'nydantocidine carbocycliques produites par les espéces de S. hygroscopicus peuvent inhiber
la synthése de I'aclénylosuccinate en augmentant la teneur en ATP et en restreignant la synthese
(Pillmoor, 1998).
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Matériels et méthodes

1. Objectif de travail

Les actinobactéries, une famille de bactéries s’est particulierement illustrée par la richesse
de son métabolisme secondaire et par la remarquable diversité des métabolites produits
(Overbye et Barret 2005), ils sont a 1’origine de 70% des antibiotiques naturels
connus dans le monde. Le genre Streptomyces, qui secrete plus de 80% de ces molécules, est
tres intéressement exploité. (Watve et al., 2001).
Les travaux actuels sont orientés en partie vers 1’étude de la diversité métabolique des souches
d’Actinomycetes, ces souches ont été soumis un ensemble des tests pour détermine les
différents caractéres métaboliques.
Et I’autre partie pour I’extraction de molécules bioactives a partir des milieux solides avec des
solvants organiques de polarité différentes et les résultats de 1’extraction sont Vvérifiée par la
méthode du disque.
En fin, nous avons terminé notre travail par révélation primaires des molécules active par
chromatographie sur couche mince par quatre systémes de migration (AM, ME, BAE, EAE)
et bio autographie par deux systemes de solvants de migration (EAE et BAE).
2. Cadre de I’étude

Ce travail a été réalisé au sein de laboratoire de microbiologie, département de biologie
appliquée, faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie de 1université
Larbi Tébessi —Tébessa.
3. Matériels utilisés
3.1.Matériels non-biologique

3.1.1. Grands matériels

++ Autoclave

% Agitateur

+ Balance

s Etuve

¢ Microscope optique
% Plaque chauffante
% Réfrigérateur

¢ Rhotavape
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3.1.2. Petits matériels

% Anse de platine

++ Barreaux magnétiques
% Bec bunsen

% Boites de Pétri

¢ Lames et lamelle

“+ Micropipette

% Pissette

¢ Pipettes Pasteur

¢ Spatule

¢ Verreries : béchers gradués, éprouvettes graduées, tubes a essai stériles, les flacons, et les

erlenmeyers.

3.2.Matériels biologiques
3.2.1. Les actinomyceétes

e L es isolats d’actinomycete

Les sept isolats d’Actinomycétes qui appartiennent au genre Streptomyces proviennent d’une

collection de souches d’actinomycétes isolées a partir d’un systéme lacustre (Benhadj

et al.,2018).
Tableau n° 04 : les codes des souches d’actinomycétes.

Souche Code
Souche 01 S368
Souche 02 S316
Souche 03 S299
Souche 04 S257
Souche 05 S158
Souche 06 S170
Souche 07 S97

3.2.2. Les germes cibles

Les germes cibles utilisés pour tester 1’activité antimicrobienne des Actinomyceétes, ce sont

des bactéries a Gram positifs et négatifs.
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Tableau n° 05 : les germes cibles

Les . .
bactéries Staphylococcus | Staphylococcus Micrococeus Escherl_chla salmonella Klebsiella Bacillus
aureus aureus coli sp
tests
Code BTO1 BTO02 BTO03 BT04 BTO05 BTO06 BTO7

3.3. Les milieux de cultures

e Bennet

< Bouillon nutritif

% Chapman

% Gélose nutritive
% GYEA

% Lait écreme 10%
% LB liquide

< Lbmolle

% ISP1
% ISP2

% Milieu MacConkey

»  Gélose a base d’amidon 1%

% Gélose a base de gélatine 0.4%

% Milieu a base de tween 80

NB : La composition de chaque milieu est présente dans la partie annexe

3.4. Les solutions et colorants utilisés

<+ Bleu

s+ Alcool

de méthyléne

« Eau distillée stérile

% Eau physiologique stérile

«» Fuchsine

* Huile a immersion

% Huile de paraffine

% Lugol

% Violet de gentiane
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3.5. Les solvants

s Acétate d’éthyle.
% Acétone

% Dichlorométhane.
% Chloroforme

% Ethanol.

s Hexane.

% Méthanol.

»  N-Butanol

3.6. Les réactifs et autres produits

» Api20E

% Kovax

% Nitl et Nit2
s TDA

s VPlet VP2

4. Meéthode de travail :

4.1. Origine des souches
Au cours de ce travail, nous avons cherché a étudier la diversité métabolique de 07 isolats

d’actinomycetes sélectionnées

4.2. Repiquage et purification des isolats
La premiere étape consiste a purifier les souches d'actinomycetes étudiées pour permettre

de donner des colonies isolées et pure. Pour cela les isolats doivent étre purifiés par repiquages
successifs sur un milieu neufs
La purification est effectuée par ensemencement successive des boites de pétri coulées dans un
milieu ISP2, par la réalisation de la méthode de strie d’épuisement. Ensuite, les boites sont
incubes a 30C°pendant 7 jours.
4.3. Etude morphologique des souches sélectionnées

L’identification des souches est basée sur 1’étude des caractéres macromorphologique,

macromorphologique, et la détermination des activités enzymatique.
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4.3.1. Etude macromorphologique
L’étude macroscopique a été réalisée par I’observation a I’ceil nu, Apres 7 jours d’incubation
a 30°C on va noter la croissance des souches, I’aspect et la couleur de la colonie, la vitesse de
croissance sur le milieu de culture : ISP2.
4.3.2. Etude Micromorphologiques
Les caractéeres micromophologiques des isolats sont obtenus suite a 1’observation d’états
frais, et par des frottis prépares sur une lame en verre stérile et colores par la coloration de
Gram, apres 1’observation directe du 1’aspect des colonies sous microscope optique (Gx100).
4.3.2.1. Préparation d’état frais
» Sur une lame on dépose une goutte d’eau distillée
» Prélever une fraction de colonies, faire une suspension homogeéne
» Laisser sécher a I’air ambiant
» Observer a I’objectif 40 au microscope optique
4.3.2.2. Examen microscopique apres coloration de Gram
> Realiser un frottis fixe a la chaleur.
Recouvrir le frottis de la solution de violet de gentianes 1 minute et rincer a I’eau
Recouvrir la préparation de Lugole, laisser agir 1 minute
Décolorer bien a I’alcool, laisser agir puis rincer a I’eau
Recouvrir la lame de la solution de fuchsine 30 secondes puis rincer a I’eau

Sécher entre deux feuilles de papier buvard

vV V V V V V

Observation sous un objectif a immersion (x100) d’un microscope optique (Prescott et
al. 2010).

4.4. Etude de la diversité métabolique
4.4.1. Hydrolyse de I’amidon : recherche d’amylase

Ce test est réalisé en cultivant les souches sur milieu nutritif contenant 1%d'amidon soluble,
Chaque isolat étudié est ensemencé sur ce milieu en boite de pétri, les boites sont incubées a
30C° pendant 7 a 14 jours. Puis la gélose recouverte d'une solution de Lugol. L’hydrolyse de
I'amidon est mise en évidence par l'absence de coloration autour de colonies, A P’inverse, les

zones contenant de I'amidon se colorent en brun. (Geraldine et al. ;1981).
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4.4.2. Hydrolyse de la caséine : recherche de caséine

Chaque isolat testé ensemencé sur milieu gélose en boite pétri additionné de 2 a 5% de lait
écréme stérile, les boites incubées a 28C pendant 7 jours. L’observation des zones clair autour

des colonies témoigne de I'hydrolyse de la caséine (Gordon et Smithe, 1953 ;Kitouni,2007).

4.4.3. Hydrolyse de la géelatine : recherche de la gelatinase

En utilisant un film photographique usé préconisée par (Pickett et al., 1991). La production
de gélatinasse par les bactéries est étudiée a partir de tubes qui contiennent de I’eau physiologie
stérile (environ de 5ml), ensemencées pour réaliser une suspension bactérienne a laquelle une
bandelette de film photographique (1cm de largeur) est ajoutée, un tube non ensemencé
contenant une bandelette servira de témoin négatif. Aprés une période d’incubation de 7 jours
a 30 C°, apparait un éclaircissement du film photographique, signe de I’attaque de la gélatine
par la bactérie qui indigue une réaction positive ; ce test est confirmé par le résultat du systeme
Api20E (Morakchi, 2011).

4.4.4. Action sur le lait écréme

Des tubes contenant une solution de lait écrémé en poudre a 10% dans I'eau distille, ces
derniers sont ensemencés avec les souches d’actinomyceétes et incubes a 30C, des observations
régulieres pendant 14 jours permettant de notre la coagulation du lait provoquée par les souches
(Williams et Cross, 1971).

4.45. Teste de dégradation des acides gras : recherche d’estérase
Ce test est effectué par I'utilisation de milieu a base de tween 80", apre I'ensemencement des

isolats et I'incubation a 30C pendant 7 jours, la lecture est basée sur I'apparition d'un halo opaque

autour de la colonie indique que le test positif (Delmotte,1958).

4.4.6. Dégradation des sels de sodium

Ce test est réalise dans le milieu de citrate de Simmons, dans lequel on ensemence la surface
par une touche au moyen d’une anse, I’incubation s’effectue a 30 °C, pendant 14 a 21 jours, le

virage de couleur du milieu vers le bleu indique la positivité de test (Gordon et Smith, 1953).

4.4.7. La recherche de Nitrate réductase

Des tubes contenant 10 ml du milieu bouillon nutritif (ISP8) sont ensemencés, puis incubés
a 30°C pendant 7jours. Une coloration rose a rouge clair suite a I’addition des réactifs (Nit I et
Nit I1) signe la réduction du nitrate en nitrites (Guiraud et Duriod, 2003).
NO3- + 2H+ Nitrate réductase NO2 + H20
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En I’absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc sont alors ajoutés :

» L'apparition de la coloration rouge indique un test negatif (les nitrates du milieu ne sont pas
réduits parla souche).

» En I’absence de la coloration, le test est considéré comme positif (les nitrates sont réduits

au-dela du stade des nitrites) (Marchal et al., 1991).

4.4.8. Dégradation de Cellulose : recherche de cellulase

Dans des tubes contenant 05 ml de I’eau physiologie on trompe des bandelettes de papier
Wattman N° 1 stérile, comme une seule source de carbone, puis ensemencé avec 1’isolat
considéré, un tube non ensemencé sert de témoin, les tubes sont incubés a 30C° pendant 14
jours au plus, un développement de croissance sur le papier est considéré comme résultat positif
(Yugal, 2014).

4.4.9. La recherche de I’activité hémolytique

Pour teste I’activité hémolytique chez les actinomycetes en réalise une culture sur la gélose
de Columbia (900ml) additionnée de 100 ml de sang de cheval a raison de 5% (COS), si les
Actinomycetes possedent une activité hémolytique, ils produisent différentes zones d’hémolyse
sur la gélose au sang. (Tableau 02) (Guérin et al.,1992).

Tableau 06 : les différents types d’hémolyse (Dellars, 2007).

Zone d’hémolyse Type d’hémolyse

Colonies a large auréole claire, a bord net,

Hémolyse compléte p hémolytique

Colonie a halo étroit, avec verdissement

(formation de méthémoglobine), hémolyse a hémolytique
incompléte.
Colonie sans zone d’hémolyse vy hémolytique

4.5. Utilisation de I’API 20E

L’API 20 E (BioMérieux), est un systéme standardis¢ d’identification des
Enterobacteriaceae, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, cela permet d'aborder
parallelement des aspects du métabolisme bactérien (permet de mettre en évidence
I’assimilation de certains sucres ainsi que la recherche de la production de certaines enzymes
caractéristiques de certaines voies métaboliques), d’apres ces caractéres, il peut étre utilisé pour

le groupe des Actinomyceétes (Stanckebrandt et al., 2001).
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4.5.1. Principe

La galerie Api 20E se compose de 20 microtubes contenant un substrat déshydraté, on

inocule chaque microtube a I’aide d’une pipette Pasteur stérile par une suspension préparée a

partir des cultures pures jeunes de chaque souche d’ Actinomyceétes a identifier, et incubée sous7

a 30 C°. Les réactions produites aprés la période d'incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs ; la lecture et 1'identification s'effectuent

a l'aide d'une base de données (Stanckebrandt et al., 2001).

4.5.2. Mode opératoire galerie Api20E

Répartir un peu d’eau dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphere humide.
Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

Déposer la galerie de fagon stérile dans la boite.

Inoculation de la galerie

Ensemencer la galerie avec une pipette Pasteur stérile ouverte chargée en suspension,
pointe posée sur un c6té de la cupule, en laissant couler doucement la suspension dans la
cupule.

Tenir la boite Iégérement inclinée pour éviter la formation de bulles.

Pour les caractéres encadrés (CIT, VP, GEL) : remplir entiérement la cupule (tube et
orifice) pour mise en aérobiose.

Pour les autres caractéres, ne remplir que le tube.

Pour les caractéres soulignés (ADH, LDC, ODC, H2S, URE) : remplir I’ orifice de la cupule
avec de I’huile de vaseline stérile mise en anaérobiose.

Refermer la boite et mettre a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures. (Stanckebrandt et al.,
2001).

4.5.3. Interprétation

L'identification est obtenue a partir du profil numérique.
Détermination du profil numérique : Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés en
groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est attribuée pour chaque test.
La galerie API 20 E comportant 20 tests, en additionnant a l'intérieur de chaque groupe les
valeurs correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres.
Pour les isolats d’Actinomycetes, on a utilis¢ la galerie biochimique comme un test
confirmative, d’une part et pour rajoutés d’autres résultats aux activités de biodégradation

notamment sur 1’assimilation des sucres d’autre part.
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4.6.Extraction des molécules bioactive

Les métabolites secondaires sont extraits a 1’aide du Solvants, apres la sélection des
meilleurs jours de production des molécules bioactives et le meilleur milieu pour chaque souche
d’actinomycetes.

Les souches sont ensemenceées (16 boites pour chaque souche) en stries serrées dans le milieu
GYEA et incube a 30C° pendant dix jours.

La souche S158 est aussi ensemencée en stries serrées dans le milieu ISP1 pendant sept jours
et dans le Bennet pendant dix jours, puis incube a 30C°.

Puis la gélose est fragmentée et mélangé avec 40ml des différents solvants organiques de
polarité différentes : Acétate d’éthyle (de polarité moyenne), Acétone, Chloroforme (de polarité
moyenne), Dichlorométhane (de polarité moyenne), Ethanol (polaire), N-Hexane (apolaire),
Méthanol (polaire), N-Butanol (polaire) a raison de deux répétitions pour chaque solvant. Apres
une agitation magnétique pendant 2 h a temperature ambiante, la biomasse formée est filtrée
sur papier filtre ensuite évaporées a sec sous vide a I’aide d’un rota-vapeur (Heidolph) a 40C°
jusqu'a évaporation

Les résidus secs obtenus sont resuspendue pour les tests Antibactériens dans 1ml de méthanol
(RM) et dans 1ml de DMSO (RM).
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La gélose est fragmentée + 80
Des differents solvants
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Figure 05 : Protocole d’extraction des molécules bioactive
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4.7. Recherche de I’activité antibactérienne
4.7.1. Culture des bactéries teste dans le milieu solide

Les souches tests sélectionnées (07 souche) ont été ensemences par la méthode de strie
d’épuisement a 1’aide d’une anse de platine sur des boites de Pétri contenant des milieux
sélectifs appropriés aux souches microbiennes utilisées :
1. BTO1 et BTO02 : danse le milieu Chapman.
2. BT03 etBTO7 : dans le milieu GN.
3. BTO04, BTO5 et BTO06 : dans le milieu macConkey

Puis incubées pendant 48 heures a 37°C pour les BT01, BT02, BT04, BT05, BT06 et a 30°
pour les BTO3 et BTO7.

4.7.2. Préparation de I’inoculum

Afin d’obtenir des colonies bactériennes teste jeunes et bien isolées. Un inoculum de chaque
bactérie est préparé en milieu Lureat Bertani (LB) liquide et incubés pendant 48 heures. Par la
méthode des suspensions dilutions corrélée a la mesure de la densité optique on réalise la

standardisation des germes cibles (densité optique égale 0.4 a 600 nm).

4.7.3. Activités antibactériennes des extraits

L’activité antibactérienne des isolats actinomycetes a €té réalisé en suivant les méthodes des
disques pour tester la sensibilité des germes bactériens aux molécules bioactives de les extraits
organique obtenus a partir des milieux gélose est mesure aprés 24h d’incubation (Barry et al.
1970).

4.7.4. Méthode de disques

Des disques de papier Whatman N°1 (6mm de diametre) stériles sont déposés sur la gélose
LB molle préalablement ensemencée avec la bactérie-test "BT1" les disques sont ensuite imbibé
par 20 ul des extraits organiques et sont séchés sous la haute bactériologique pour les extraits
dilués dans le méthanol et sous un courant d'air froid pour les extraits dilués dans la DMSO en
préparé cette opération avec tous les bactéries-test (bt2-bt3-bt4-bt5-bt6-bt7). Les boites
ensemenceées sont incubées a 35°c apres une diffusion de 2 a 4h a 4°C. La mesure des diametres

d'inhibition et effectuer apres 24 a 48 heures d'incubation. (Barry et al. 1960).
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4.8. Révélations microbiologiques et chimiques des antibiotiques

Une fois le meilleur solvant d’extraction est mis en évidence pour chaque souche
étudiée, il est nécessaire de déterminer le meilleur systeme de séparation par migration en
réalisant une chromatographie sur plaques de gel de silice.
Dépot des échantillons et développement des plaques :
A T’aide d’une micro seringue, les échantillons sont déposes sur la plaque sous forme de spots
par petites fractions. Les plaques sont ensuite placées dans une cuve de chromatographie dont
I’atmosphére a été préalablement saturée avec le systéme de solvant (Merck, 1975).
Les systéemes de solvants utilisés sont :
e AM acétate d’éthyle-méthanol (10-1.5, v/v)
e EAE éthanol-ammoniac-eau (8/1/1, v/Iviv)
e BAE n-butanol-acide acétique-eau (6/2/2, viviv)
e ME méthanol-eau (7/4, vIv).
Aprés developpement, la migration est arrétée lorsque le front du solvant a parcouru une
distance d'environ 15 cm a partir du dép6t. Les plaques sont ensuite retirées des cuves puis
séchées sous hotte toute une nuit afin d'éliminer toute trace de solvant susceptible d'empécher
la croissance du germe-cible lors de la bioautographie. Les chromatogrammes obtenus sont
observés a 1I’ceil nu puis sous UV a 254 nm (absorption) et a 365 nm (fluorescence). Les taches
sont alors délimitées. Permettant ainsi de situer les composés actifs entre eux et par rapport aux
composes non actifs (une fois la bioautographie réalisée). Le rapport frontal (Rf) de chaque
tache est obtenu en divisant la distance de migration (en cm) des composeés bioactifs sur la

distance parcourue par le solvant (en cm).

Distance de migration de la tache active (en cm)

Rf _

Distance de migration du solvant (en cm)

4.9. Bioautographie

4.9.1. Révélations microbiologiques des molécules bioactives

Les composes actifs sont revélés par bioautographie Leur nombre et leur Rf seront ainsi
déterminés. La bioautographie est réalisée en utilisant des plaques de gel de silice. Les deux
meilleurs systemes de solvants ont été utilisés ‘EAE’ éthanol-ammoniac-eau (8/1/1, v/viv) et
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‘BAE’ n-butanol-acide acétique-eau (6/2/2, viviv) (Boudjella, 2007). La méthode utilisée est
celle de Betina (1973). Les plaques sont placées sur un support en verre dans une boite en
polyéthyléne (22 x[124 cm) nettoyée a 1’éthanol. Au fond de la boite, une feuille de papier filtre
imbibée d’environ 30 ml d’eau stérile permet de maintenir une atmosphere humide et de
retarder ainsi la dessiccation de la gélose au cours de I’incubation. Le dispositif est alors stérilisé
durant 30 a 45 min sous UV a 254 nm. Un volume de 50 ml de gélose LB molle maintenue en
surfusion (45 a 50°C) est inoculé avec le germe-cible. Le milieu est réparti avec une seringue
stérile sur les plaques. Apreés solidification de la gélose, les boites sont mises a 4°C pendant 2h
pour permettre la diffusion des substances bioactives dans le milieu puis incubées a 30°C. Le
germe-cible se développera sur toute la plaque, sauf au niveau de la zone de migration des
composés bioactifs (auréole claire d’inhibition). Les zones d’inhibitions sont mesurées apres

24 a 48h et les Rf calculés pour chaque tache active selon la formule

Distance de migration de la tache active (en cm)

Rf =

Distance de migration du solvant (en cm)

4.9.2. Révélations chimiques des molécules bioactives

Des révélations chimiques sont effectuées sur des plaques de gel de silice développées de
la méme maniére que pour les bioautographies pour avoir une idée sur la nature chimique des
molécules bioactives. Les révélateurs utilisés (Merck, 1975) sont les suivants :
e Le formaldéhyde-H2SOa4 : révélateur des composés aromatiques polycycliques.
e Le chlorure de fer ferrique : révélateur des phénols et des acides hydroxamiques.
e La ninhydrine : révélateur des fonctions amines.

Les taches colorées peuvent apparaitre a froid et/ou a chaud (5 min a 100°C).
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Résultats et discussion

1. Repiquage et purification de isolates

Le repiquage successif sur le milieu ISP2 par la méthode d’épuisement a été réalisé pour
obtenir des souches pures. Les 07 isolats ont des Mycélium de Substrat et des Mycélium
aérienne de couleur déférentes comprise entre le gris, blanc, jaune, orange crevette et le bige
(illustré dans le Tableau 07 et la Figure 06).

Les colonies des souches d’actinomycétes possedent des contours irréguliers par fois régulier
comme le cas des deux souches (S97 et S257).

La couleur du mycélium aérien des toutes les souches est gris sauf pour la souche 316
est de couleur blanche, celle du mycélium substrat est différe d’une souche a une autre. Selon
Priam (1965), la couleur du mycélium aérien et substrat est considérée comme un bon critére
dans la caractérisation des streptomycétes
La souche S316 se développe plus rapidement, on observe la présence des colonies au bout de
2 a3 jours. Apres 7 jours d’incubation les colonies perdent leurs pigmentations orange crevette
qui se propagent dans le milieu, les colonies en suite prennent la couleur blanche, et aussi pour
la souche S97 le pigment est de couleur marron fonce
La pigmentation diffusible produite par ces isolats d’Actinomycétes peut étre des substances
bioactives et ceci d’apres (Margalith, 1992).

Tableau 07 : Résultats de repiquage et vérification de la pureté de 07 isolats

Les caractéres
Mode de 4l Mycélium de . :
. Mycelium y Pigmentation
Les souches Croissance aérien substrat
d’actinomycétes
S368 Importante Gris Jaune verdatre Absence
S316 Importante Blanc Orange crevette Rouge fonce
. Brun olive a
S299 Importante Gris . Absence
noire
. Brun olive a
S257 Importante Gris . Absence
noire
S170 Faible Gris Jaune Absence
S158 Importante Gris Beige foncé Absence
S97 Moyenne Gris Orange crevette Marron fonce
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MA S316 MS MA S97 MS

MA S§158 MS

MA S368 MS MA S299 MS

Planche 01 : Photos représentant les caractéres culturaux de quelques isolats sur le milieu 1SP2
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2. ldentification des souches sélectionne

2.1.Etude macromorphologique

L’aspect macromorphologique des souches ont été déterminés sur le milieu ISP2 aprés
incubation pendant 3 a 7 jours a 30C°, ceci signifie que la croissance des souches été lente par
rapport a la plupart des bactéries
L’étude macroscopique est basée sur plusieurs parmi ces caracteres ; L’aspect de colonie, la
couleur, la vitesse de la croissance, et les résultats ont été notés dans le Tableau 08

Les colonies sont de forme ronde d’une consistance crémeuse, brillant avec un contour
irrégulier, d’une surface ridée

Les colonies des souches S257, S97 sont de forme ronde avec un conteur irrégulier, par
contre les souches S170, S158 elles sont de forme ronde d’un aspect mat et une surface
granuleuse.

A la contrer les deux souches S368, S316 elle sont d’un aspect brillant avec un conteur
irrégulier

En général, I’aspect macroscopique des souches est différent. Certains forment des colonies
de grande taille S170, S97 d’autres de taille moyenne S368, S299, S257, et certains d’autres
forment des colonies de petite taille S316, S158.
La forme des colonies était différente aussi : sont rondes a contours irréguliers S368, S299,
S185 et réguliers a I’exception la Souche S257, S97.
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Tableau 08 : Résultats de repiquage et vérification de la pureté de 07 isolats

Caractéres Pigments
Forme Surface Bords Aspect Couleur )

Souches diffusable

S368 Rende Ridee Irréguliers Brillante Jaune / blanche -

S316 Irrégulier Granuleuse Irréguliers Brillante Crevette +

S299 Rende Lisse Irréguliers Brillante Blanc clair _

o Beige et virent
S257 Rende Granuleuse Réguliers Mate _
vers le marron

S170 Irrégulier Bombé Irréguliers Opaque Blanc \ Beige -

S158 Rende Ridée Réguliers Mate Beige foncé -

S97 Rende Bombé Irréguliers Opaque Blanc \ Beige +
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Planche 02 : I’observation sous loupe binoculaires de 07 isolats ensemencé par touche sur le

milieu ISP2.
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2.2.Etude micromorphologiques

D’aprés les résultats obtenus apres 1’observation direct et la coloration de Gram on résume
que les actinomycetes sont des bactéries mycéliennes & Gram positif, aérobies avec présence
des spores, Elles présentent certaines analogies avec les champignons : structure mycélienne
présentant des ramifications

L’étude microscopique montre, que tous les isolats présentent un aspect filamenteux avec
présence des spores isolés ou en amas qui sont parfois a court ou a longues chaines, ce qui
confirme leur appartenance au groupe majeur des Actinomycetes
Cette étude permet de déterminer les caractéristiques et les chaines de spores (nombre

forme et morphologie) par examen direct au grossissement X100

Planche 03 : Photo des résultats de 1’Observations microscopiques d’état frais de quelques
isolats
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Tableau 09 : Résultat des caracteres micromorphologiques de quelques isolats

Observation microscopique apres
N° de souche d’Actinomycétes )
coloration de Gram

Des Longues filament fine, linéaire, avec
S368 o

des spores isolees

Court filament, avec des spores regroupe en
S316

amas
5299 Des Longues filament avec des spores en

courte chaine regroupe en amas

Des Longues filament fines, et des spores
S257 o

isolées
5170 Longue fragment de filament linéaire, avec

des spores isolées

Des Longues filament fines, et des spores
S158 o

isolées
Sg7 Absence de filament, avec des spores

regroupées en amas, et a longue chaine
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Planche 04 : Photos des résultats de 1’Observations microscopiques aprées coloration de Gram
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3. Etude de la biodiversité métabolique

Ce travail est realisé pour la mise en évidence de la capacité métabolique de ces isolats telle
que la production des différents types d’enzymes essentielles, comme I’amylase, la gélatinase,
lipase et nitrate réductase...etc. ainsi, on a testé la capacité d’assimiler certains types de sucres
(Boucheffa, 2011).
Ces tests reposent sur la culture des isolats d’Actinomycetes dans des milieux de culture
appropriés pour chaque test (voir matériel et methode), ce qui permet de déterminer apres, la
présence ou I’absence de 1’activité enzymatique pour chaque isolat.
3.1. Résultats d’Hydrolyse de I’amidon

D’apres les résultats du tableau, on observe que 100 % de ces isolats présentent une activité
amylolytique sur le milieu a base d’amidon, aprés addition du Lugol, 1’apparition d’un halo
clair autour de la colonie traduite par la dégradation de I’amidon. Cela montre que les souches
testées possédent une amylase (Kuo et Hartman 1966 ; Chao et Wen, 2007).
3.2. Résultats d’hydrolyse de la caséine

4/7 Souches possedent une activée caséinolytique ou aprés une période d’incubation de 7
jours dans un milieu a base de caséine (voir I’annexe) les résultats positive sont indiqués par
I’apparition des zones claires autour des colonies. Ces résultats comparables aves celle de
(Gulve et Deshmukh, 2011) qui ont montré dans le cadre de la recherche de I’activité

enzymatiques d’Actinomycetes que divers genres possédent une activité caséionolitique.

3.3.Résultats d’hydrolyse de la gélatine

Apres 7 jours d’incubation, 1’éclaircissement de la bandelette de film photographique est
apparu chez 43% des isolats, ce qui traduit I’hydrolyse de la gélatine par une enzyme
extracellulaire qui est la gélatinase, mais dans les cas des souches S257, S316, S97, S299, la
couleur de bandelette ne change pas comme dans le cas du témoin négatif durant la période
d’incubation. Ces résultats sont similaires a ceux trouvés par Djaballah (2010) dont il a assigné
que la liquéfaction de la gélatine par des souches halophiles et halotolérantes isolees de la
sebkha d’Ain M’Lila qui sont proches des genres Actinopolyspora, Streptoaloteichus,

Streptosporagium, Kitasatospora. Ce test a été confirmé par le résultat du test de I’ Api 20.

3.4.Résultats de test de ’action sur le lait écrémé

Les résultats du Tableau 10 montrent que la coagulation de lait écrémé est apparue chez
100% de ces souches (Figure 10 B). Les Actinomycetes sont connus pour la production des

coagulases (Gordon et al., 1974).
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3.5.Résultats de Test de dégradation des acides gras

L’apparition d’un halo opaque autour des colonies de toutes les souches se traduit par la

présence des estérases et par conséquence la dégradation des acides gras

3.6.Résultats de test de dégradation des sels de sodium

La dégradation de sel de sodium est notée positivement apres virage d’indicateur coloré du
vert au bleu ou bleu-vert (alcalinisation) sur le milieu Citrate de Simmons, apres la durée
d’incubation, 100% de ces souches. Ces résultats sont confirmés par le systéme Api 20E ou, on

trouve les mémes résultats.

3.7.Résultats de test de production de Nitrate réductase

Les résultats de la réduction du nitrate par les souches d’Actinomycétes testées, on constate
que 100 % des souches testées présentent une réduction du nitrate, cette activité est traduite par
une réaction colorée en rouge aprés I’ajout des deux réactifs qui sont le nitrate réductase 1 et le

nitrate réductase 2 (Guérin, 1992).

3.8.Résultat de test de dégradation de cellulose

Les résultats montrent que 57% des souches d’Actinomycétes se développent sur la
bandelette de papier Wattman, ce qui explique que ces isolats présentent une activité

cellulolytique.

3.9.Résultats de ’activité hémolytique

D’apres les résultats, 1’activité hémolytique apparaissent chez 43% des isolats (S316, S257 et
S386) sous forme d’une zone claire de type B hémolytique, ces résultats sont similaires a ceux
représentés par (Guérin et al., 1992) qui ont montré que la production de 1I’enzyme hémolysine
est observé par des souches 3 hémolytique Actinomyces pyogénes. Par contre 57% de ces isolats

présente une zone verdatre de type alpha hémolytique (voir matériel et méthode)
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Tableau 10 : Résultats de tests de la biodiversité métabolique des 07 isolats

Test ) ) Citrate Nitrate
. . Gélatina Lait ) )
N Amidon | Caséinease o Estérase de réductas | Cellulose | Hémolyse
se écrémé )

Souche Simmons e
S97 + - - + + + + - A
S158 + + + + + + + - A
S170 + + + + + + + - A
S257 + + - + + + + + B
S299 + + - + + + + + A
S316 + - - + + + + + B
S368 + - + + + + + + B

(-): Absence, (+) : Présence, (a): Verdatre, (B):Claire, (y): Absence

Il faut noter que ces tests sont confirmés et complétés par le systéme Api 20E, les résultats
de galerie biochimique sont reportés dans le (Tableau 11), qui montre que la plupart des isolats
des Actinomycetes, ont la capacité de produire certains types d’enzymes, essentiellement la
gélatinase, ainsi on résulte que ce isolats ont utilisé les sucres comme une source de carbone de
facon différente, ce qui est analogue a des résultats obtenus précédemment.
Ces résultats sont similaires avec ceux qui se trouvent dans les travaux de Boudjalleb
(2009), qui utilisent le systéme Api 20E, on trouve que les différentes souches d’ Actinomycétes
sont capables d’utiliser des différentes sources carbonées et produisent certaines enzymes
nécessaires pour leur métabolisme. Ces enzymes ont été utilisées dans plusieurs domaines en
biotechnologie comme dans les industries alimentaires, 1’industrie du textile, la bioconversion

des déchets cellulosiques (Ando et al., 2002 ; Sukumaran et al., 2005).
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Tableau 11 : Résultat de I’ Api 20E pour les enzymes produites par les 07 isolats

Parameétres | ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
S97 - - + - + - - - - - + + . - + - - + + +
S 158 + + + + - - - - - - + + + - + - + + - -
S 170 + + + + - - - - - - + - - - - + + - - -
S 257 - + - - + - - - - - + + - + ; ; - - - -
S 299 - - - - + - - - - - + + + + + + + + + +
S 316 + + + + - - - - - - + - - - + - - + - -
S 368 + + + + - - - - - - + - - - - - + - + +

Page | 41




Résultats et discussion

Hydrolyse de I’amidon (avant et apre I’ajoute de Lugol)

Hydrolyse de la gélatine

Planche 05 A : Photos des résultats des déférentes tests métaboliques
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Lait écréme

Test de dégradation des acides gras

Teste de dégradation des sels de sodium

Planche 05 B : Photos des résultats des déférentes tests métaboliques
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Test de production de Nitrate réductase

Test d’hémolyse

. . . . o
o ‘ ‘ .

Test de dégradation de cellulose

Planche 05 C : Photos des résultats des déférentes tests métaboliques
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Planche 06 : Photos des résultats de systemes API 20E des souches représentatives

4. Recherche de P’activité antibactérienne

4.1.Préparation des extraits

Pour D’extraction des molécules bioactives a partir du filtrat de culture des souches
d’actinomycetes (S386, S316, S299, S257, S158, S170, S97). 08 solvants organiques de
polarités différentes ont été testés : Acétate d’éthyle, Acétone, Chloroforme, Dichlorométhane,
Ethanol, n-Hexane, Méthanol, n-Butanol.
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Il existe des extraits qui se distinguent par des couleurs différentes entre le marron claire, le
marron fonce et le jaune orange, comme 1’extrait butanolique de les souches S170 et S368 est
de couleur jaune orange, laquelle caractérise cette souche, les extraites avant 1’évaporation sont
représentés dans la Figure 10.

Contrairement a certains extraits dont la couleur est restée transparente et n’a pas changé

comme 1’extrait ¢ éthanolique et methanolique de les souches S299, S257 et S368.
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Planche 07 : photos de quelque extraites avant 1’évaporation.
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4.2.Activité antibactérienne des extraits

L’activité antibactérienne a été mise en évidence par la technique de disques, Les souches

test utilisées sont des bactéries pathogenes a Gram positif (Staphylococcus aureus,

Micrococcus, Bacillus) et a Gram négatif (Escherichia coli, Salmonella Klebsiella sp). Les

résultats de test des extraits organiques de I’activité antibactérienne sont représentés dans les
tableaux 12, 13,14, 15, 16, 17,18 qui portes des photos des zones d’inhibition de 07 souches
d'actinomycetes visa vis des bactéries cibles.

Tableau 12 : Résultat d’activité antibactérienne de la souche S368 extrait avec différents

solvants et contre différentes souche cibles

Souche | EXTR RM RD La zone d’inhibition
ET 22 -
MT - -
BU 13 -
S368 HX - -
BT 01 CHL 22 -
DCM 21 -
AC 33 -
AE 25 -
ET 10 -
MT - -
BT 12 -
S368 HX - -
BT 04 CHL - -
DCM - -
AC - -
AE - -

AE : Acétate d’éthyle, AC : Acétone, CHL : Chloroforme, DCM : Dichlorométhane, ET : Ethanol,
HX : n-Hexane, MT : Méthanol, BT : n-Butanol. EXTR : extrait,
NB : Le résultat d’activité antibactérienne de la souche S368 contre les souches cible BT2, BT3, BT5, BT6 et

BT7 avec tous les extraits ne présente aucune activité inhibitrice que ce soit dans le méthanol ou le DMS
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Tableau 13 : Résultat d’activité antibactérienne de la souche S316 extrait avec différents

solvants et contre différentes souche cibles

Souche

EXTR

RM

RD

La zone d’inhibition

S316
BT 02

ET

20

MT

BU

33

HX

18

CHL

DCM

AC

AE

S316
BT 03

ET

MT

BT

HX

CHL

DCM

AC

AE

S316
BT 04

ET

MT

BT

HX

CHL

DCM

AC

AE

AE : Acétate d’éthyle, AC : Acétone,
HX : n-Hexane, MT : Méthanol, BT :

CHL : Chloroforme, DCM : Dichlorométhane, ET : Ethanol,
n-Butanol. EXTR : extrait.

NB : Le résultat d’activité antibactérienne de la souche S316 contre les souches cible BT1, BT5, BT6 et BT7 avec

tous les extraits ne présente aucune activité inhibitrice que ce soit dans le méthanol ou le DMSO.
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Tableau 14 :’Résultat d’activité antibactérienne de la souche S170 extrait avec différents

solvants et contre différentes souches es cible.

Souche | EXTR | RM RD La zone d’inhibition
ET 28 30
MT 25 09
BU 16 14
$170 HX ] 10
BTO2 | CHL | - -
DCM 30 -
AC - -
AE - -
ET 11 12
MT 10 09
BT - -
S170 HX - 09
BT 03 CHL - 12
DCM 15 10
AC - 13
AE - -
ET - 14
MT - -
BT - -
S170 HX - -
BTO04 CHL - -
DCM | - 20
AC - 17
AE - -
ET 31 26
S170
MT 28 29
BTO7
BT 19 -
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HX - 09
CHL - 22
DCM 23 20
AC 16 21
AE - -

AE : Acétate d’éthyle, AC : Acétone, CHL : Chloroforme, DCM : Dichlorométhane, ET : Ethanol,
HX : n-Hexane, MT : Méthanol, BT : n-Butanol. EXTR : extrait.
NB : Le résultat d’activité antibactérienne de la souche S170 contre les souches cibles BT1, BT5 et BT6 avec tous

les extraits ne présente aucune activité inhibitrice que ce soit dans le méthanol ou le DMSO.

Tableau 15 : Résultat d’activité antibactérienne de la souche S97 extrait avec différents
solvants

Souche | EXTR RM RD La zone d’inhibition

ET - 10

MT 25 17

BU 27 15

S97 HX - -
BT 04 CHL - -

DCM - -

AC - -

ET 24 -

BT 25 -

S97 HX - -
BT 06 CHL - -

DCM - -

AC - -

AE - -

AE : Acétate d’éthyle, AC : Acétone, CHL : Chloroforme, DCM : Dichlorométhane, ET : Ethanol,
HX : n-Hexane, MT : Méthanol, BT : n-Butanol. EXTR : extrait.

NB : Le résultat d’activité antibactérienne de la souche S97 contre les souches cible BT1, BT2, BT3, BT5 et
BT7 avec tous les extraits ne présente aucune activité inhibitrice que ce soit dans le méthanol ou le DMSO
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Tableau 16 : Résultat d’activité antibactérienne de la souche S158 dans I’ISP1 extrait avec

différents solvants

Souche EXTR RM RD La zone d’inhibition
S158 ET - 17
Dans MT - -
ISP1 BU - -

Contre HX - 22
BT 02 CHL - -
DCM - -
AC - -
AE - -
S158 ET - 20
Dans MT - -
ISP1 BT - 30
Contre HX - -
BT 03 CHL - 09
DCM - -
AC - -
AE - -
S158 ET - 23
Dans MT - -
ISP1 BT - 33
Contre HX - -
BT 04 CHL - 13
DCM - -
AC - -
AE - -
S158 ET - -
Dans MT - 26
ISP1 BT 22 ;
Contre HX - -
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BT 07 CHL - 14
DCM - -
AC - -
AE - -

AE : Acétate d’éthyle, AC : Acétone, CHL : Chloroforme, DCM : Dichlorométhane, ET : Ethanol,
HX : n-Hexane, MT : Méthanol, BT : n-Butanol. EXTR : extrait.
NB : le résultat d’activité antibactérienne de la souche S158 dans le milieu ISP1 contre les souches cible BT5 et

BT6 avec tous les extraits ne présente aucune activité inhibitrice que ce soit dans le méthanol ou le DMSO

Tableau 17 : Résultat d’activité antibactérienne de la souche S158 dans le Bennet extrait avec

différents solvants.

Souche EXTR RM RD La zone d’inhibition
ET - -
MT - -
S158 BU - -
Dans
HX - -
Bennet
CHL - -
Contre
BT 03 DCM 20 -
AC 14 17
AE - -
ET - -
5158 MT - -
BT - -
Dans
HX - -
Bennet
CHL - -
Contre DCM i i
BT 06
AC 16 13
AE 19 -

AE : Acétate d’éthyle, AC : Acétone, CHL : Chloroforme, DCM : Dichlorométhane, ET : Ethanol,

HX : n-Hexane, MT : Méthanol, BT : n-Butanol. EXTR : extrait.

NB : Le résultat d’activité antibactérienne de la souche S158 dans le milieu Bennet contre les souches cibles BT 1,
BT2, BT4, BT5 et BT7avec tous les extraits ne présentent aucune activité inhibitrice que ce soit dans le méthanol
ou le DMSO
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Tableau 18 : Résultat d’activité antibactérienne de la souche S158 dans le GYEA extrait avec

différents solvants

EXTR RM RD La zone d’inhibition
S158 ET - -
Dans MT - 10
GYEA BU 17 -
Contre HX - -
BT 01 CHL - ;
DCM - -
AC - 12
AE - -
S158 ET - -
Dans MT 07 -
GYEA BT 18 -
Contre HX - -
BT 03 CHL - -
DCM - -
AC - 14
AE - -

AE : Acétate d’éthyle, AC : Acétone, CHL : Chloroforme, DCM : Dichlorométhane, ET : Ethanol,

HX: n-Hexane, MT : Méthanol, BT : n-Butanol. EXTR : extrait.

NB : Le résultat d’activité antibactérienne de la souche S158 dans le milieu GYEA contre les souches cible BT2,
BT4, BT5, BT6 et BT7 avec tous les extraits ne présente aucune activité inhibitrice que ce soit dans le méthanol
ou le DMSO.
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Planche 08 A : Quelques photos des résultats d’activité antibactérienne
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Planche 08 B : Quelgues photos des résultats d’activité antibactérienne
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Planche 08 C : Quelques photos des résultats d’activité antibactérienne
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Planche 08 D : Quelques photos des résultats d’activité antibactérienne
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Les extraits de la S368 ne montrent aucune activité lorsqu’ils sont dilués dans le DMSO,
cela indique que la ou les biomolécules extraites ne sont pas hydrophile, par contre les extraits
a I’éthanol, au butanol, au chloroforme, au dichlorométhane diluées dans le méthanol et contre
BTO01, BT04 donnent des zones d’inhibition comprise entre 12 et 22 mm, et les extraits a
I’acétone, a I’acétate d’éthyle contre la méme souche teste représentes des zones entre 25et
33mm.

D’aprés les résultats obtenus on remarque que les biomolécules produites par les souches
S368 sont soluble dans le méthanol beaucoup plus que le DMSO, donc peut dire que ces
molécules bioactives sont de nature polyénique non-peptidique.

Les résultats obtenus avec les extraits a I’acétone, a 1’acétate d’éthyle, au dichlorométhane
des souches S316 diluée dans le méthanol et dans le DMSO ne présentent aucune activité
inhibitrice. Par contre les résultats de méme souche avec 1’extrait au butanol diluée dans le
méthanol ou dans le DMSO possédent une activité antibactérienne caractérisée par des zones
d’inhibition comprise entre 15 et 33 mm, et avec les extraits a 1’éthanol, méthanol, n-hexane et
au chloroforme les zones d’inhibition entre 12 et 22mm de diamétre.

A partir de ces résultats, on pute noter qu’il existe une activité¢ antibactérienne dans un
solvant polaire (le butanol) et un de polarité moyenne (chloroforme) et un autre non apolaire
(le n-hexane), dont il s agite une ou plusieurs molécules solubles dans des solvants varies, cette
note selon (Guéret et Hamon, 1981).

L’activité antibactérienne presque des tous les extraits organiques diluées dans le méthanol
et le DMSO de la souche S170 testé par la souche cibles BT02, BT03, BT04, BT07 donné des
zones d’inhibition comprise entre 9 et 31 mm de diamétre. En revanche, sauf 1’extrait d’acétate
d’éthyle ne présente aucune activité inhibitrice.

L’extrait a 1’éthanol démontré le meilleur rendement d'extraction des molécules bioactives de
la méme souche puisque la plus grande zone d’inhibition est obtenue par celle-ci (31 mm).

A partir de ces résultats on peut dire en principe que la S170 présente une activité inhibitrice
contre différentes souches test, avec différents solvants de polarité différente, et les molécules
produites c’est une biomolécule de nature polyénique. Dont, La souche S170 possede une
activiteé inhibitrice trés importante.

Pour la souche S158, on remarque que les résultats de 1’activité antibactérienne changent
avec le changement de milieux car la souche cibles BT02, BT04, BTO7 sont sensibles aux
difféerentes molécules bioactives présentent dans les extraits du milieu ISP1, Par contre les

mémes souches ne montre aucune activité avec les extraits des milieux GYEA, Bennet.
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Les diamétres d’inhibitions de la souche S158 obtenues sur milieu GYEA varient de 07 a
18 mm Par contre, sur le milieu Bennet entre 13 a 20mm et sur le milieu ISP1, elles varient de
09 a 33mm.

On peut noter a partir de ces résultats, Les molécules bioactives qui inhibe la croissance des
souches teste sont des molécules Hydrophiles, car certaines zones d’inhibition ont été obtenues
par les extraits dulie dans DMSO. Aussi, elle est sensible aux molécules polaires (butanol,
éthanol) et apolaires (n-hexane).

De méme, vu que le butanol est les meilleurs solvants d’extraction qui extrait les polyénes cette
molécule est de nature polyénique, cette observation selon (Lamari, 2006).

On a détecté une activité antibactérienne variable de la souche S158, en fonction de la nature
des solvants et la composition des milieux,

Pour les extraits obtenus par les deux souches S299, S257, on constate 1’absence absolu
de P’activité antibactérienne contre toutes les bactéries test que ce soit celle diluées dans le
méthanol ou dans le DMSO.

En ce qui concerne 1’absence de I’activité antibactériens, suppose qu’il s’agit soit de faible
concentration des molécules bioactive solubles dans les différes extraits des deux souches, dont
les souches teste ne révelent pas une sensibilité a ces derniers, elles ont résisté a toutes les
molécules bioactives. Ou bien les extraits a une faible solubilité des molécules produites par les

deux souches.
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Planche 09 : Quelques photos des résultats nulle de 1’extraction antibactérienne des souches
S299, S257.
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Pour la souche S97, les résultats montrent que l'activité antibactérienne testés par la souche
BTO06 apparait des zones d’inhibitions comprise entre 23 et 25 mm avec les extraits d’éthanol,

butanol dilués dans le méthanol par contre dans le DMSO ne présente aucune activité.

Tandis que, l'activité antibactérienne testés contre la souche BTO04 apparait des zones
d’inhibitions comprise entre 25 et 27 mm avec les extrai ts de méthanol, butanol diluées dans
le méthanol, et des zones entre 10 et 15mm avec 1’éthanol, méthanol, butanol diluées dans le
DMSO.

La plus grande zone d'inhibition a été obtenue avec I'extrait butanolique.

D'aprés ces résultats obtenus on peut noter que la biomolécule produite par la S97 est soluble

dans le méthanol plus que le DMSO.

On constate que le butanol qui est un solvant polaire s’est avéré étre le meilleur solvant
organique utilisé pour extraire les molécules bioactives et cela pour les souches S97 contre les

germes Escherichia coli, Klebsiella sp.

4.3.Chromatographie analytique sur couche mince

Quatre systémes de solvants de migration, ‘AM’ acétate d’éthyle-méthanol (10-1.5, v/v),
‘EAE’ éthanol-ammoniac-eau (8/1/1, v/v/v), ‘BAE’ n-butanol-acide acétique-eau (6/2/2,
v/viv), ‘ME’ méthanol-eau (7/4, v/v), ont été testés pour I’¢élution des extraits qui a déja les
bonnes zones d’inhibitions dans le test d’activités.

Les systemes BAE et EAE a été retenu pour les bioautographies, les révélations chimiques car
il permet une meilleure séparation des taches qui sont localisées sous UV et a I’ceil nu,
comparativement au AM et ME.

Les résultats des chromatogrammes elués par les différents systemes de migration sont

représentés dans les planches et le tableau suivants :
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" Distance entre dépot

et front de migration
du solvant
D=4cm
Y

D=4cm
Lalizne
de frontde
migration
de solvant

D=4cm

Planche 10 : résultat de chromatographie des extraits organiques sur couche mince de
S158; S170 ; S368 dans les 4 systemes.
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Tableau 19 : les rapports frontaux des séparations des molécules des extraits des souches par

chromatographie

‘AM’ acétate d’éthyle-méthanol (10-1.5, v/v)
Souche S158 S170 S368
Meilleurs Méthanol | Ethanol |Ethanol | Butanol
] Butanol (GYEA)
extrait (ISP1) (ISP1) |(GYEA) |(GYEA)
Résuspendue
q DMSO |METHANOL| DMSO | DMSO | DMSO | METHANOL
ans

Les Rapport frontal
taches | A 0.4 0.5 0.3 0.25 0.4 _
B _ _ 0.25 _ _ _

Tableau 20 : les rapports frontaux des séparations des molécules des extraits des souches par

chromatographie

‘ME’ méthanol-eau (7/4, vIv)

Souche S158 S170 S368
Meilleurs Méthanol | Ethanol | Ethanol | Butanol
) Butanol (GYEA)
extrait (ISP1) (ISP1) |(GYEA) |(GYEA)
Résuspende
g DMSO |METHANOL| DMSO | DMSO | DMSO | METHANOL
ans
Les Rapport frontal
taches | C 0.3 0.9 0.8 0.8 0.75 0.6
D _ 0.4 0.5 0.5 0.4 _
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Tableau 21 : les rapports frontaux des séparations des molécules des extraits des souches par

chromatographie

‘BAE’ n-butanol-acide acétique-eau (6/2/2, viviv)

Souche S158 S170 S368
Meilleurs Méthanol | Ethanol |Ethanol | Butanol
] Butanol (GYEA) _

extrait (ispl) (ISP1) |(GYEA) | (GYEA)

Résuspende

g DMSO | METHANOL | DMSO DMSO |DMSO |METHANOL

ans

Les Rapport frontal

tache E| 06 0.9 0.8 0.75 0.7 0.75
F| 04 04 0.7 _ 0.4 _
G 0.5 0.1 _

Tableau 22 : les rapports frontaux des séparations des molécules des extraits des souches par

chromatographie

‘EAE’ éthanol-ammoniac-eau (8/1/1, v/viv)

Souche S158 S170 S368

Meilleurs Méthanol | Ethanol | Ethanol Butanol
) Butanol (GYEA) )

extrait (ispl) | (ISP1) | (GYEA)| (GYEA)
Résuspende

q DMSO | METHANOL| DMSO | DMSO | DMSO | METHANOL

ans

Les Rapport frontal
taches| H 0.6 0.8 0.7 0.6 0.9 0.9

| 0.4 0.7 - 0.4 0.8 0.7
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4.3.1. Réveélations microbiologiques : bioautographies

La bioautographie consiste a faire migrer les fractions par chromatographique sur
couche mince et détecter les taches actives contre la souche cible et cela par révélation
microbiologique (Melouah., 2015). Aprés migration sur les systemes BAE et EAE des extraits,
les plagues de CCM ont fait I'objet d'une bioautographie contre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli voir (Tableau 23). Les résultats des bioautographies des extraits aprés deux
jours d'incubation présentes dans les figures et le tableau suivants ;

Distance entre

dépot et front
de migration
du solvant
D=7cm
$158. Butanol et éthanol testé contre $170.éthanol testé
& E.coli contre S.aqureus /
Systeme éluant BAE

Figure 09 : Localisation par bioautographie des activités des meilleurs extraits testés contre les
germes cibles (systeme BAE).
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Figure 10 : Localisation par bioautographie des activités des meilleurs extraits testes contre
les germes cibles (systeme EAE).

Tableau 23 : les Rf des taches actives par bioautographie
‘BAE’ n-butanol-acide acétique-eau (6/2/2, viviv)

Souche S158 S170

Meilleurs extrait Butanol Ethanol Ethanol
Le germe cible Escherichia coli S. aureus

Rapport frontale
A 0.57 0.85 0.78
0.40 0.42 0.28
Les taches ‘EAE’ éthanol-ammoniac-eau (8/1/1, v/v/v)
Rapport frontale
0.71 0.64 0.85
0.57 0.21 0.14
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Dans le systeme ‘BAE’ n-butanol-acide acétique-eau (6/2/2, v/vIv) on révélant deux taches
active notée a et b ayant une action a la fois contre Escherichia coli, S. aureus.

Dans le systeme ‘EAE’ éthanol-ammoniac-eau (8/1/1, v/v/v) on révélant aussi deux tache
active notée c et d ayant une action a la fois contre Escherichia coli, S. aureus.

4.3.2. Détection des molécules bioactives par révélation chimique

Parallelement aux bioautographies, des plaques similaires de CCM ont fait I’objet de
révélations chimiques.
La tache ‘A’ réagit positivement avec la ninhydrine (révélateur des amines en violet), et le
formaldehyde H2SOa4 (révélateurs des aromatiques polycycliques), et le FeCls (révélateur des
phénols et des acides hydroxamiques en rose). Ceci suppose la présence d’une molécule
bioactive aromatique polycyclique aminé contient des acides hydroxamique dans sa structure.
La tache ‘b’ réagit positivement avec la ninhydrine, et le FeCls. Ceci suppose la présence d’une

molécule bioactive aminé contient des acides hydroxamique dans sa structure.

T r .o} © |

"?‘__./.::_: B cin
Révélation Révélation Révélation
chimique avec la chimique avec le chimique avec le
ninhydrine Fecl3 formaldéhyde-
H2S04

Figure 11 : Détection des molécules bioactives par révélation chimique avec les trois révélateurs.
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Conclusion

Les Actinomyceétes constituent un groupe de micro-organismes intéressant qui secrets des
métabolites d’une importance dans le domaine médicale aujourd’hui.

Les résultats obtenus dans la présente étude qui entre dans le cadre de 1’axe d’étude de la
diversité métabolique et extraction des biomolécules produites par des souches d’actinomycétes
montrent que :

Les résultats des études métabolique a révele le pouvoir de biodégradation de différentes
molécules par certain isolat étudie qui possédent une fréquence importante d’activités
enzymatique en terme cellulolytique, amylolytique, on la capacité de dégrade I’amidon, la
caséine, la gélatine...etc.

L’activité antibactérienne des extraits organiques a polarité différente des sept souches
d'actinomycetes a été testée sur sept bactéries pathogenes a Gram positif (Staphylococcus
aureus, Micrococcus, Bacillus) et a Gram négatif (Escherichia coli Salmonella Klebsiella sp).
Les cing souches d'actinomycetes étudiées sont actives envers au moins une bacteérie.

Les deux souches S170et S158 sont sélectionnées comme les souches les plus productrices
d’antibactériens, possédent une activité trés importante et cela contre presque toutes les bactéries
cibles avec des zones d'inhibition plus importantes (80% des bactéries tests sont sensibles).

Le test d’activité des extraits organiques indique que le butanol et 1’éthanol serait les meilleurs
extracteurs,

La révélation microbiologique par bioautographie avec les extraits Butanolique et 1’éthanol des
deux souches 170 et 158 a Activité antibactérienne intéressante.

Dans ce travail on peut conclure gque les actinomycétes possédent une diversité métabolique
importante ce qui leur permet a se développer sur divers substrats et coloniser différentes niches
écologiques.

Aussi constituent une source intéressante de substances bioactives, notamment les molécules

antimicrobiennes.
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ANNEXE

I. Les milieux des cultures

1. Les compositions des milieux utilisés pour 1’étude morphologique des actinomycétes
1.1. Les milieux ISP

ISP1

Tryptone............. 59

Extrait de levure .......... 39

PH: 7.0a7.2

ISP 2

Extrait de levure.................... 49

Extrait de malt................ 10g

GIUCOSE.....ccvecvveircieie, ity

Agar...20g

H20 distillee................ 1000ml

PH:7.2

2. Composition des milieux utilisés pour 1’étude de la biodégradation

2.1Milieu amidon 1%

GN..oooie 100ml

Amidon .................. 19

2.2Milieu caséine 5%

Eau

Distille.................... 100ml

Agar .o, 29

Caséine soluble ..........c..ccoeeveennee. 5¢
PH: 6a6.5

2.3 Milieu de test action sur le lait écrémé 10%o
Eau distille .................. 100ml

Lait éCréme.......ccoeevvrvennnn. 10g



Extrait de levure ..........ccccoevennenne. 5¢

Solution saline ...50ml

CaCl22H20......cccoovvrnene. 0.1g

Tween 80.......cccovvvviveiiiiinn, 10mi
AGAr . 18g
Eau distille..........c.coceeeee. 1000ml

2.5Citrate de Simmons

Citrate de SImmonNs..........cccccvevenen. 28.29¢
Eau distillée ........... 1000ml

PH :6a6.2

2.6 Bouillon

3.8Milieu Mueller

Hinton Infusion de viande ..........cccccccevvenane. 300g
Hydrolysat de cas€ine ...........ccccev...e. 17.5g

VAN 201 [0 [o] o RS 1.5¢

AQAr .o 179

PH :7.4

2.9 Gélose Columbia au sang de cheval a 5% « COS »

Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin)........... 10g
Hydrolysat de protéine animales (bovin ou porcin)............ 10g
Peptone de coeur (bovin ou porcin) ........... 39

Amidon de mMais .......cccceveviiiniinnnns 19

Chlorure de sodium .................... 59

AQar .....ocoveeii 13.5g

Sang de cheval .............cc.c.... 5ml

PH: 7.3

3. Composition des milieux utilisés pour I’étude de la bio activité

3.1 Milieu Bennet

Glucose......ccocovveiinienne. 109
Extrait de levure................. 19
Treptone.......ccceevvveeiineens 29

Extrais de viande................... 19



Eau distille............. 1000ml
PH: 7,3

3.2 Milieu GYEA

Extrait de levure................ 10g
Glucose..........coeveeee. 10g
Agar......cocoveveennn, 189

Eau distille............ 1000ml
PH: 6,8

3.3 Milieu LB solide
Treptone........... 109
Extrais de levure.......... 5¢
NaCl............ 10g
Agar.......coeeeeeen. 20g

Eau distilles ...1000ml
PH:7,.2

3.4 Milieu LB mole

Trepton............... 449

Extrais de levure............. 29
NaCl..ooooevvennne. 29

Eau distille............ 800ml
PH:7.2

3.4Milieu LB Liquide

Treptone........... 109
Extrais de levure.......... 5¢
NaCl............. 10g

PH: 7.2



. REVELATEURS CHIMIQUES UTILISENT POUR LES TACHES ACTIVES

1.- Chlorure de fer ferrique (FeC13) : révélateur des phénols et des acides hydroxamiques.
* Solution de vaporisation : solution de FeC13 de 1 a 5% dans HCI 0,5N. Les taches
correspondant aux phénols sont colorées en bleu-vert et celles des acides hydroxamiques, en
rose.

2.- Formaldéhyde - acide sulfurique : révélateur des aromatiques polycycliques.

*Solution de vaporisation : dissoudre 0,2 mL d’une solution de formaldéhyde (37%) dans 10
mL de H2SO4 concentré. Les taches apparaissent de diverses couleurs (brunes, blanchatres,
etc.).

3.- Ninhydrine : révélateur des amines, des acides aminés, des osamines et des
phospholipides

contenant la phosphatidyléthanolamine.

* Solution de vaporisation : dissoudre 0,2 g de ninhydrine dans 100 mL d’éthanol.
Traitement complémentaire : chauffer a 110°C (5 a 10 min) jusqu’au développement optimal

des taches (couleur violette ou rose).



