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ABSTRACT

In this study, thirteen actinomycetes isolates had been chosen among the collection’s
laboratory of Annaba University. The aim is to study the physiological, morphological
characteristics and especially to study the metabolic diversity of these strains. In fact these
isolates had submitted many tests in order to determine their different metabolic characteristics.

According to the results, we can observe that the majority of the isolates have a wide
cultural variety on the range of ISP medium (International Streptomyces Project) and seen the
physiological study, we estimate that the majority of them are mesophilic, salt tolerant and
neutrophilic bacteria.

The metabolic characterizations show that this actinomycetes isolates presented an important
rate of the enzyme activities concerning the amylolytic, gelatinolytic, caseinolytic and
cellulolytic term.

The study of the antibacterial activities by the agar cylinder method proved that the most of
the isolates of actinomycetes are producers of bioactive molecules. We can observed that 38 %
of this isolates show inhibitory activity towards of Staphylococcus sp, 23,07% are active against
the Micrococcus luteus, 30% of the isolates are active towards Staphylococcus aureus ATCC
25293 and 07 % of them are active against E.coli ATCC25422.

At the end of this work, it was possible to highlight the large metabolic diversity of the
actinomycetes isolates.

Key words: Actinomycetes, metabolic diversity, bioactive molecules.
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Résumé

Dans le cadre de ce travail, treize isolats d’Actinomycetes ont été choisis parmi une
collection de laboratoire de Annaba pour [I’étude de leur caractéristiques morphologique,
physiologique et essentiellement I’étude de leurs diversité métabolique. Ces isolats ont été

soumis un ensemble de tests, pour déterminé les déférent caractéres métabolique.

D’apre les résultats obtenu on a pu constater que la majorité des nos isolats ont une large
variété culturale sur la gamme des milieux ISP (International Streptomyces Project), aussi a
partir de I'étude physiologique on estime que la majorité sont des mésophiles, halotolérants et
neutrophiles.

La caractérisation métaboliques a présenté wune fréquence importante d’activités
enzymatiques en terme amylolytiques , gélatinolytiques , caseinolytique et cellulolytique.

L’étude de I’activité antibactérienne par la méthode des cylindres d’agar a montre que la
plupart des isolats d’Actinomycétes sont des producteurs de molécules bioactives, on peut
noter que 38% des nos isolats montrent une activité inhibitrice vis-a-vis de Staphylococcus sp,
23,07% sont actives contre le Micrococcus luteus, 30% des isolat sont active vis-a-vis
Staphylococcus aureus ATCC 25293 et 7% sont active contre le E.coli ATCC25422.

A I’issu de ce travail on a pu mettre en évidences une large biodiversité métaboliques des
Isolats d’actinomycétes.

Mots clé : Actinomycetes, diversités metaboliques, molécules bioactive.
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INTRODUCTION

Les Actinomycetes sont des bactéries filamenteuses a coloration de Gram positif que
subissent des différentiation morphologique durant leur cycle de vie (Prescott, 2003) .En
réponse a des conditions défavorable, telle que la déficit en nutriment et en eau ,les
Actinomycete sporulent, c’est que lorsque les condition redevient favorable les spore peuvent
germer et former des nouveaux le mycélium végétatif .cette propriété joue un réle important dans

leur large distribution dans la nature (Djaballah ,2010).

Le sol est le réservoir principale des Actinomyceétes, dans le quelle les Actinomycétes joue
un rdle important dans les décompositions de la matiére organique, se qui rend le sol fertile. En
plus de sol ils ont été isole dans des nombreux environnements aquatique ; a savoir I’écosysteme

marin, I’eau douce ...etc. (Baldacci, 1962).

Les Actinomycetes sont capable de métaboliser plusieurs et différent composés y compris
les polysaccharides, les alcools, les acides aminées et les composes aromatiques par la
production des enzymes extracellulaire (Kitouni et al., 2005) . Leur aptitude de dégrader les
pesticides et les herbicides et les hydrocarbures avait également été signalée, cette diversité
métabolique est due a leur génome excrément large qui a une centaine de facteur de
transcription qui contrdle l'expression des génes qui leur permettent de répondre & leur besoin
(Boucheffa, 2011).Actuellement Les bactéries de la famille des Actinomycétes retiennent
particulierement notre attention et semblent étre un excellents candidats productrices des
substances intéressantes essentiellement les antibiotiques (Boughachiche, 2012), On estime que
les deux tiers des quelque six mille antibiotiques isolés jusqu'ici sont produits par les
Actinomycétes, Salman et Waksman ont démontré la richesse des Actinomycétes dans ce
domaine, Essentiellement isolés des premiers antibiotiques utiles: l'actinomycine (1940),
antitumorale ; la streptomycine (1944), antibactérienne, y compris antituberculeuse; la
néomycine (1949), et la candicidine (1953), antifongique, ayant aussi des propriétés
pharmacologiques intéressantes en tant que ligand des stérols (Djaballah, 2010).



Parmi les especes appartenant aux différents genres d'Actinomycetes, les Streptomyces
sont les plus importants producteurs dantibiotiques et autres métabolites secondaires
(Fernandez et al., 2002). On peut estimer que 75 % des antibiotiques isolés des Actinomycetes
sont produits par des Streptomyces (Atta, 2009).

L’objectif principal de notre étude consiste a la recherche de la biodiversité métabolique de
différents isolats d’Actinomycétes afin d’établir les relations et la similarité entre les isolats
quand a leurs aptitude de productions de biomolécules.

Pour répondre a cette problématique nous avons réalisé un travail de recherche
Portant sur cette thématique.
Cette étude a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie, (Département de
biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie, Universités de Tébessa)
L’étude a portée sur les étapes suivantes :
e L’étude phénotypiques des siolats d’Actinomycétes ce qui implique la caractérisation
micro-morphologique et macromorphologiques
e L’étude des caractéristiques physiologique qui consiste a I’étude de la tolérance de
différent concentration de chlorure de sodium ainsi la croissance a différent valeurs
de température et de pH.
e L’étude de la diversité métabolique par la mise en évidence de la production des
différent type d’ enzymes , et essentiellement leur activité inhibitrice vis-a-vis des
bactéries-tests.
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Chapitre | Généralité sur les Actinomycétes

I. Généralité sur les Actinomycetes

Etymologiquement, le mot Actinomycéte a été derivé des mots grecs « Aktis » qui veut
dire rayon et « mykes » qui veut dire champignon, lls ont souvent été confondus avec les
champignons (eucaryotes), du fait de I’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi
de leurs morphologies fongoides: filaments ramifiés, organes de sporulation...etc. Leurs
propriétés chimiques, physiologiques et immunologiques, permettent de les classifier parmi les
procaryotes (Perry et al., 2004).

Ceci est illustré dans leur nom, Les Actinomycetes ont été considérés comme un groupe
intermédiaire entre bactéries et champignons, aujourd’hui, ce probléme est résolu et ce groupe de
microorganismes est définitivement classé parmi les procaryotes (Lansing et al, 2003),
cependant, ces microorganismes présentent des similitudes a la fois avec les bactéries et avec les

champignons (Perry et al., 2004).

I.1. Similitude entre les Actinomycétes et les champignons

Un ensemble des caractéres qui rapprochent les Actinomycétes a des champignons
principalement la structure de leur mycélium présentant des ramifications, avec toutefois cette
différence que les filaments ont un diamétre deux fois plus faible (0,5 a 1,2um) que ceux des
champignons, d’ou le terme de pseudo mycélium, parfois employé pour désigner cette structure.
Ainsi la formation fréquente d’un mycélium aérien et de conidies, malgré ces analogies entre les
Actinomycetes et les champignons mais il ya des différences fondamentales qui les séparent ;
les Actinomycetes sont des procaryotes alors que les champignons sont des eucaryotes (Perry et
al., 2004 ; Shukla, 2010).

1.2. Similitude entre Actinomycétes et bactéries

Parmi les caracteres qui rapprochent les Actinomycetes a des bactéries sont : des procaryotes,
caractérisé par une morphologie typiquement bactérienne chez les formes simples
(Mycobacteriacées), ainsi la sensibilit¢ aux attaques des actinophages a des antibiotiques
antibactériens et aux lysozymes, ceci confirme le bien-fondé de la classification des
Actinomycetes parmi les bactéries (Merizig et Naami, 2015).
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Chapitre | Généralité sur les Actinomycétes

1.2. Définition

Du point de vue taxonomique, les actinomycétes appartiennent au régne des procaryotes,
défini comme des bactéries filamenteuses, septées, ramifiées, formant des colonies circulaires
constituées d'hyphes, qui irradient par croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a
donné naissance ; cela explique leur dénomination <«Actinomyceétes>> (Dommergurs et
Mangenot, 1970 ; Aouar, 2006).

Les Actinomycétes sont des bactéries de coloration Gram positif dont le coefficient de
Chargaff est supérieur & 55%, généralement compris entre 60-70 %, et sont des bactéries
hétérotrophes, ainsi  leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais du
peptidoglycane contenant la lysine ou de I’acide diaminopimélique (Prescott et al., 2010).

La plupart des Actinomycetes sont toujours immobiles, certains types produisent des
spores flagellés, permettant leur désertion dans les habitats aquatiques (Boucheffa, 2011).

Les Actinomycétes se caractérisent par une croissance lente par rapport aux autres
bactéries, leur temps de génération moyenne est d’environ 2 a 3 heures. Durant leur croissance
ils forment des filaments minces et ramifiés, lorsqu’ils évoluent sur un substrat solide, comme la
gélose, ils se développent a la fois sur la surface et a I’intérieur de celui-ci, en formant un
mycélium de substrat (nourricier), surmonté par un mycélium aérien sporulant (reproduction
asexuee) (Prescott et al., 2010 ; Tighidet, 2011).

1.3. Taxonomie et criteres de classification

La taxonomie est I’étude de la diversité des microorganismes et des relations susceptibles
d’exister entre eux. Elle s'est d'abord fondée sur des critéres essentiellement physiologiques,
morphologiques, biochimiques, et génétiques, a cette raison, la taxonomie des actinomycetes a
évoluée au cours des vingt a trente derniéres années (Tortora et al., 2003).

1.3.1. Position taxonomique

Les Actinomycétes ont été classés dans le regne des procaryotes, division des Firmicutes
(bactéries Gram-positives), sont rattachées au phylum des Actinobacteria, a la classe des
Actinobacteria, a la sous classe des Actinobacteridae et a I’ordre des Actinomycetales créé par
Buchanan en 1917 (Figure 01). Le classement en plusieurs familles reliées avec la biologie

moléculaire et en particulier des séquences nucléotidiques de I’ARN ribosomal 16 S (Leveau et Bouix
,1993).
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Chapitre | Généralité sur les Actinomycétes

Le phylum Actinobacteria, déterminé par une seule classe : Actinobacteria, cette classe est
subdivisée en 5 sous classes tel qu’il figure dans le Bergey’s manual (2007), 6 ordres, 13 sous
ordres, 48 familles, 193 genres et prés de 1711 espéces, tous les membres de cet ordre sont
caractérisés par leur grande teneur en G+C%, qui est supérieure a 55% chez certaines
Corynebactéries, a plus de 70% chez les genres Streptomyces et Frankia, et présentent une

grande différenciation quant au développement de leur cycle de vie (Ventura et al., 2007).
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Families

Micromonosporaceae

— Frankiaceae (Frankia)

Acidothermaceae

Sporichthyaceae
Geodermatophilaceae
Microsphaeraceae

Pseudonocardiaceae

. Dermabacteraceae
Jonesiaceae

Streptomycetaceae (Streptomyces)
Nocardiaceae (Nocardia)
(Gordoniaceae

Mycobacteriaceae (Mycobacterium)
Dietziaceae

Tsukamurellaceae
Corynebacteriaceae (Corynebacterium)

Intrasporanglaceae

Brevibacteriaceae

Dermatophilaceae
Micrococcaceae

Promicromonosporaceae

—— Cellulomonadaceae (Tropheryma)

Microbacteriaceae (Leifsonia)

Actinomycetaceae

Propionibacteriaceae (Propionibacterium)

Nocardioidaceae

Streptosporangiaceae
Thermonosporaceae
Nocardiopsaceae (Thermobifida )

Glycomycetaceae

Byidnbaaeriaceae (Bifidobacterium)
Acidimicrobiaceae
Coriobacteriaceae

Spaerobacteraceae

0.05

Rubrobacteraceae

orders

Actinomycetales

Bifidobacteriales
Acidimicrobiales
Coriobacteriales
Spaerobacierales

Rubrobacterales

-

Class

Actinobacteric

Figure 01 : La classifickation du phylum des Actinobacteria. Les relations phylogénétiques

entre les ordres, les sous-ordres et les familles sont basées sur les données de I'ARNr 16S

(Ventura et al., 2007).
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1.3.2.Evolution des critéres d’identification

La taxonomie des Actinomyceétes caractérisée par une évolution périodique distincte en
quatre périodes principales, dont chacune porte des nouveaux critéres de classification (Prescott
et al., 2010).

La premiere période (la période classique) qui s’est étendue jusqu’au début des années
1960 , basée sur les caractéristiques macros et micro morphologiques; permettaient de distinguer les
genres entre eux selon différents caracteres telle que la couleur de mycélium aérien, et la
présence des pigments mélanoides, la fragmentation de mycélium de substrat, la morphologie
des chaines de spores (Tortora et al., 2003 ; Pridham et al., 1958).

La seconde période (la période d’utilisation de la chimio-taxonomie), qui a débuté a
partir des années 60, qui est basée sur I’analyse des constituants cellulaires tels que: les acides
aminés et les sucres cellulaires ; la composition de la paroi cellulaire des actinomycétes montre
qu'elle ne renferme ni chitine, ni cellulose, mais elle est composée d'une Glycoprotéine
contenant de la lysine et d’autres sucres (Becker et al., 1964) , Il en est de méme pour I’analyse
des lipides membranaires et pariétaux tels que les acides mycoliques : (Trois sortes de lipides
sont étudiées : les acides gras a longues chaines, les ménaquinones et les phospholipides),
(Mordarska et al., 1972), et dernierement La chimiotaxonomie (combinée aux descriptions
morphologiques, constitue un outil tres efficace pour I’identification des genres d’actinomycétes)
(Baldacci, 1962).

La troisieme période, qui a débuté dans les années 70, avec une apogée entre 1980 et
1990, basée sur la taxonomie numérique combine Ioutil informatique et des tests
physiologiques, leur principe consiste a traiter par des logiciels les pourcentages de similitude
des caracteres (morphologiques, biochimiques et physiologiques) entre les especes dont la
position taxonomique a ainsi €té clarifiée pour plusieurs d’entre elles (Athalye et al., 1985 ;
Baldacci, 1962).

La quatrieme période a débuté durant les années 80 et s’étend jusqu’a I’heure actuelle
(Merizig et Naami,2015), Elle consiste a l'application des données basées sur les acides
nucléiques, aux problemes de systématique, pour cela, plusieurs techniques ont été utilisées,
telles que I’hybridation ADN-ADN, la détermination du coefficient de Chargaff (pourcentage de
Guanine-Cytosine), le séquencage de I’ADN ribosomique 16S et 23S, ...etc., ces derniers
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serviront comme outil pour identifier spécifiquement les actinomycétes. (Labeda et al., 2001 ;
Tortora et al., 2003).

1.4. Distribution des Actinomycetes

Les Actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires qui sont présents dans des
habitats divers (tableau 01). Leur nombre dépend de nombreux facteurs, dont la nature et
I’abondance de la matiere organique, la profondeur, le pH, I’aération et I’humidité

(Dommergurs et Mangenot ,1970).

Tableau 01 : répartition des Actinomycetes dans la nature (Williams et al., 1983).

Genre

Habitats.

Actinomadura
Actinoplanes
Frankia
Microbispora
Micromonospora
Nocardia
Rhodococcus
Saccharomonospora
Streptomyces
Streptosporangium
Theremomonospora

Sol
Sol, eau, litiere
Nodule de racines
Sol
Sol, eau
Sol, eau
Sol, eau, fumier, litiere
Matiere en décomposition
Sol, eau, litiere
Sol
Matiere en décomposition et fermentation

1.4.1. Les sols

A l'exception des sites exposés a des conditions trop extrémes, le sol est le réservoir
principal des Actinomycétes spécialement dans les sols alcalins et les sols fertiles riches en
matiére organique ou ils constituent une part importante de la population microbienne. (Lansing
et al., 2003), les premiéres souches d’actinomyceétes avaient été isolées de sources humaines et
animales respectivement par COHN en 1875 et NOCARD en 1888 (Boucheffa, 2011) .Les
Actinomycetes du sol sont généralement présentes en surface, entre 0 et 2 m de profondeur, de
nombreux sont saprophytes et participent a la dégradation de la matiere organique et a la
formation de I’humus, tout comme les champignons (Belyagoubi, 2015).
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Les Actinomycétes produisent principalement des substances spécifiques telles que la
géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsables de I’odeur caractéristique des sols.
(Dommergurs et Mangenot ,1970). Les genres Streptomyces, Nocardia et Micromonospora
sont les plus fréquents, principalement le genre Streptomyces couvre a lui seul 95 % des souches
d’actinomycétes isolées a partir de 16 types de sols (Tableau 02) (Leveau et Bouix, 1993).

Tableau 02 : Fréquence des divers genres d’ Actinomycétes dans le sol. (Leveau et Bouix,

1993)

Genre Pourcentage %
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporagium 0,10
Actinomadura 0,10
Microspolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04

1.4.2. Le milieu marin

Certaines souches d’Actinomycétes ont été apparentées dans des environnements marins
et dans des sédiments situés a plus de 4000 m de profondeur, et sont aussi présentes dans les
fonds fluviaux ou lacustres. 1l existe une flore d’Actinomycetes spécifique aux sédiments marins
caractérisée par sa barotolérance, son halophile et vit a une température optimale faible, d’autre
Actinomycetes isolées de ces milieux correspondraient a des souches terricoles adaptées a la
salinit¢ de I’eau de mer (Leveau et Bouix, 1993 ; Xu et al., 1996), certaines souches

Nocardioformes isolées a plus de 2000 m de profondeur se développent sous les pressions
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hydrostatiques de 500 bars en présence d’eau de mer a 18°C (Boucheffa ,2011 ; Dommergurs
et Mangenot ,1970).

1.4.3. Eaux douces

Certains genres d’Actinomycetes préférent des habitats spécifiques, comme les
Micromonospara qui sont abondants dans les lacs et on peut facilement isoler des souches
d’Actinoplanes et de Streptosporangiu.. lls se trouvent essentiellement dans les lacs extrémement
alcalins, les lacs salés, mais, ils sont absents dans les eaux minieres tres acides (pH <1) et les
sources thermales trés chaudes d’origine volcanique. (Boucheffa ,2011 ; Gerard et al., 2001).

1.4.4. L’ Air

L’air n’est pas un habitat pour les Actinomycétes mais est un moyen de transport. Les
Actinomycetes présentes dans I’air sous forme de propagules, Les spores des Actinomycétes
proportionnelles aux poussiéres dispersées par le vent (Michael et John, 2007).

1.5. Propriétés générales des actinomycetes

La définition des genres et des espéces se fonde sur un ensemble de caracteres
morphologiques et physiologiques et des caractéres métaboliques. (Aouar, 2006).

1.5.1. Morphologie des Actinomycétes

La morphologie des Actinomycetes est trés variable, de formes simples bacilles & des
formes mycéliennes complexes, le développement des Actinomycétes comprend des cellules
filamenteuses appelées: Les hyphes, ainsi ils se caractérisent par la formation des spores
(Prescott et al., 2010, ; Kitouni, 2007).

1.5.1.1. Mycélium de Substrat et Mycélium Aérien

Les Actinomycétes possédent une structure de procaryote mais un cycle biologique
semblable a certains champignons (Kitouni, 2007), la croissance des actinomycetes sur un
substrat solide (la gélose), caractérisée par la formation d’un réseau d’hyphe ramifié, leur largeur
varie de 0.5 a 2 um. Ce dernier est développé a partir du tube de germination des spores sur la
surface et & I’intérieur du substrat pour former un mycélium végétatif et appelé aussi ; mycélium

du substrat ou mycélium primaire (Prescott et al., 2003 ; Belyagoubi, 2015).
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L'aptitude de formation de mycélium du substrat montre la capacité des Actinomycétes a
dégrader la matiere organique insoluble grace a leurs enzymes extracellulaires (Lansing et al.,
2003). Chez certains groupes des actinomycetes, le mycélium du substrat est divisé en plusieurs
éléments dont un chacun devient un centre de croissance (Figure 02) (Prescott et al., 2003).

Sur le mycélium primaire se développe un mycélium aérien ou secondaire, composé
d’hyphes, dressés sur le mycélium du substrat, ils sont souvent pigmentés et sont enfermés dans
une enveloppe externe hydrophobe, Le mycélium aérien est aérobie stricte et plus épais et moins
ramifié que le mycélium du substrat qui est hydrophobe et aérobie facultatif (Merizig et Naami,
2015), une fois le mycélium aérien développé ; il couvre les colonies de surface en leur donnant
un aspect poudreux, compact, poilu, dans des nombreux cas, il existe des groupes qui ne forment
qu’un mycélium de substrat poussant a la surface et dans le milieu de culture ou bien un
mycélium aérien dont les hyphes sont attachés au milieu par des crampons (Prescott et al,
2003).

Les caractéres qui différencie le mycélium aérien du celui de substrat sont:
+ il est habituellement de couleur foncée (a cause des pigments insolubles).
+ il est moins ramifié.
+ ne montre presque aucune tendance a pénétrer le milieu.
+ sa couche aérienne est hydrophobe.
+ il forme des spores par fragmentation (Kalakoutskii et Agre, 1976).

Figure 02: Une coupe transversale d’une colonie d’Actinomycete avec des hyphes vivants
(bleus-verts) et morts (blancs) (Prescott et al., 2003).
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1.5.1.2.Structure particulaire

Certain Actinomycetes forment des structure particulaires qui ne correspondent ni au

mycélium ni aux spores et n’ont pas toujours une fonction définie (Gerard et al., 2001).

-Le sclérote : trouvé chez les Chainia est déterminé par une masse des hyphes cloisonnée dans
une vacuole et chargé de glycérides et d’acides gras ramifiés (Prescott et al., 2003).

-Les sporanges : sont des sacs contenant les spores, présents sur les mycéliums aériens bien
développés ou sur la surface des colonies dépourvues ou ayons un mycélium aérien moins

développé (Figure 03).

-Les synnemata: (corémies), sont des assemblages compacts d'hyphes dressées, parfois
fusionnées et portant des conidies apicales ou latérales (Leveau et Bouix ,1993).

-Les conidies sont des spores asexuées qui peuvent avoir plusieurs organisations :

-une seule conidie tel chez le genre (Micromonospora)

-une paire de conidies chez le genre (Microbispora)

-chaines courtes de conidies formées d’un nombre inférieur ou bien égal a 20
spores par chaine (Actinomadura).
-longues chaines de conidies formées d’un nombre de plus de 20 spores par chaine
(Streptomyces) (Prescott et al., 2007).

Streptosporangium
nondiastaticum

~

Micromonospora olivasterospora

Figure 03 : Représentation schématique et clichés de microscopie électronique a balayage

montrant différents sporanges d’ Actinomycetes (Belyagoubi, 2013).
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1.5.1.3.Formation des spores

Les différents groupes d’Actinomycétes peuvent sporuler, ces derniers peuvent étre
classésk en deux groupes principaux selon leur mode de formation : exospores et endospores, ces
spores permettent la propagation de I’espéce et la survie dans des conditions défavorables
(Kitouni, 2007 ;Loucif , 2010).

1.5.1.3.1.Les exospores

Les Actinomycetes forment des spores sur le mycélium aérien qui sont appelées les
exospores, qui peuvent avoir des formes tres variables, elles se développent par septation des
extrémités des filaments, habituellement en réponse a une privation en éléments nutritifs
(Perscott et al., 2007 ; Boudemagh, 2007).

La plupart ne sont pas résistante a la chaleur, mais contient des quantités plus importantes
de potassium, calcium, manganéese que dans le mycélium de substrat (Kitouni , 2007), ces spores
permettent la propagation de I’espéce et la survie dans des conditions défavorables a la
croissance végétative (Prescott et al., 2007).

1.5.1.3.2.Les endospores

Les endospores sont produits par les Actinomycétes thermophiles, ils naissent d’une
régénération du cytoplasme avec la formation d’une nouvelle paroi dans I’hyphe, chez le genre
Thermoactinomyces. a I’inverse des exospores, les endospores contiennent de l'acide
dipicolinique a une concentration de 6,5 & 7 %, cet acide est probablement situé dans la partie
centrale de la spore, est un composé unique que est retrouvé exclusivement chez les cellules non
végétatives, ce dernier associe de grandes quantités d'ion de calcium et magnésium qui
augmentent la résistance des spores a la chaleur. Chez les Actinomycétes Actinoplanes et
Pilimelia, des zoospores mobiles (pourvues de flagelles) se forment a I’intérieur d’un sac fermé
appelé sporange, les endospores sont issues d’une réorganisation cytoplasmique et de la
formation d’une nouvelle paroi dans I’hyphe existant (Getha et al., 2005 ; Kitouni ,2007)
(Figure 04).
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Figure 04 : Différentes chaines de spores chez les Actinomycetes ; spores endogenes (A) et

spores exogeénes (B) (Messaoudi, 2011).

1.5.1.3.3.Les criteres des spores

Les chaines des spores présentent des formes variables (rondes, ovales, ou en batonnets),

avec une surface de différente aspect, soit lisse (type smooth), rugueuses (type warty), épineuse

(type spiny) ou chevelue (type hairy) (Figure 05), la morphologie des spores peut étre simple,

droite a flexueuse (type RF), en crochet ou en boucles (type RA), ou en spirales (type S), comme

elle peut étre verticillée ,

Biverticillus (BIV), Biverticillus-Spira ( BIV-S). Monoverticillus

(MV), Monoverticillus - Spira (MV-S) (Leveau et Bouix, 1993; Baldacci, 1962).
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Figure 05 : Morphologie des spores des Actinomycetes (Shirling & Gottlieb, 1966).

1.5.2.Caracteres biochimiques des Actinomycetes

Les Actinomycetes possédent une paroi cellulaire de composition trés proche de celle des
bactéries a Gram positif, on trouve huit types de parois cellulaires selon leur base, leurs
constituants, les principaux sont les quatre types (I, Il, 111, V) (Tableau 03) (Aouar, 2006).

1.5.2.1. Les aminoacides

La glycoprotéine contenant de la lysine ; ce type de paroi est rencontré chez les formes
fermentatives, habitants naturels des cavités de I’'hnomme et des animaux, illustré par le genre
Actinomyces, ainsi, contenant le plus souvent de I’acide LL- 2,6 diaminopimélique (DAP); ce
type de paroi se rencontre chez les formes oxydatives retrouvées essentiellement dans le sol,
telles que les Streptomyces.

Les Actinomycetes avec des parois cellulaires de type I, possedent principalement de
I’acide diaminopimélique de forme LL, cependant, la forme méso de ce méme acide est
caracteéristique des types II, Il et IV (Leveau et Bouix, 1993).

1.5.2. 2. Les Glucides

Les Actinomycetes sont classées dans le type pariétal II, Il et IV selon la présence ou
I’absence de quatre sucres (arabinose, galactose, xylose et madurose) contenant du méso-DAP, 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 Streptosporangiu, les Streptomyces et les genres apparentés ne synthétisent
aucun glucide en quantité caractéristique (spectre C), il en est de méme pour les genres
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Thermomonospora et les Thermoactinomyces. La présence de xylose et d'arabinose (spectre D)
est caractéristique des Actinoplanes et du genre Micromonospora (Becker et al., 1965 ; Aouar,
2006).

Tableau 03 : Tableau déterminant les caractéres biochimiques des Actinomycetes
(L’acide diaminopimélique (DAP), et des Acides aminés et des sucres)
(Boucheffa, 2011).

Chimiotype | D.A.P Gly Lys Orn D.A.B | Sucres
LL |[DL Ara. | Xyl. | Rha. | Mad
+Gal. | + +

IC + - + - - - - - - -
11D - + + - - - - + - -
1B - + - - - - - - - +
I c - + - - - - - - - -
IHE - + - - - - - - + -
VA - + - - - - + - - -
Vv - - - + + - - - - -
VI - - - + - - - - - -
VI - - + v - + - - - -
VI - - - - - + - - - -

+: présent. - : absent. v : variable, DL : de I’acide diaminopimélique, Gly : glycine, Lys : lysine, Orn :

I’ornithine, Ara : arabinose, Gal : galactose, Xyl : xylose, Mad : madurose, Rha : rhamnose

1.5.2.3. Les lipides

Les lipides peuvent é&tre représentés par trois groupes : les lipides polaires (les
phospholipides). Cing profils phospholipidiques caractéristiques des Actinomycetes ont ainsi été
définis (Leveau et Bouix, 1993), de méme que quatre profils fondés sur les types d'acides gras
présents, qui se présentent en des chaines, peuvent étre droites ou ramifiées, saturées ou
insaturées, ils sont caractérisées aussi par la présence des acides mycoliques (des composés
pariétaux) constitués de 20 a 90 carbones, présents uniquement chez certains genres, tels que
Mycobacterium (80 carbones), Nocardia (50 °C) et Corynebacterium (30 °C) (chimiotype IVA),
et les ménaquinones présentes au niveau de la membrane plasmique et jouent un rdle dans le
transport des électrons et dans la phosphorylation oxydative (Yamaguchi ,1965 ; Leveau et
Bouix, 1993).
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1.5.2.4.Acides nucléiques

Les déterminations des acides nucléiques portent principalement sur le pourcentage de
guanine et cytosine, et sur le spectre obtenu par électrophorese des fragments de I'ADN (obtenu
par la digestion par les enzymes de restriction), sur le taux d’hybridation ADN - ADN ou ADN -
ARN et sur la séquence de I'ARNr 16S. Une différence de plus de 10 % indique que deux
souches sont différentes, au-dela de 70 % de similitude (I'hybridation ADN-ADN), deux souches
sont considérées comme appartenant a la méme espéce, le séquencage de I’ARNr 16S, constitue
un outil précieux pour déterminer le degré de relation entre souches, espéces et genres
(Melouah, 2015).

1.5.3. Physiologie de développement

Au niveau du sol, les Actinomycétes représentent I’une des principales communautés
microbiennes, leur présence est influencée par plusieurs paramétres physiologiques (conditions
environnementaux) en particulier: I’oxygéne, le pH, la température...etc. (Djaballah, 2010).

1.5.3.1. L’oxygene

Les Actinomycetes sont devisées en deux groupes selon le type respiratoire, les premiers
sont des formes fermentatives anaérobies strictes, telle que le genre Actinomyces, qui sont des
commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et des animaux supérieurs, et I’autre
sont des formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, et sont abondantes dans la
nature en particulier sur le sol (Huang et al., 2004 ; Prescott et al., 2007).

1.5.3.2. Le pH

La majorité des Actinomycetes se comporte comme des bactéries neutrophiles, et croit
dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8 avec une croissance optimale a pH neutre ou
Iégérement alcalin, mais on peut observer certaines especes acidophiles qui peuvent croitre a des
valeurs de PH compris entre 4.5 et 5.5 : comme le genre Streptacidiphilus (Wang et al, 2006 ;
McKinney, 2004).
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1.5.3.3.La Température

Les Actinomycetes sont des microorganismes mésophiles, la température optimale de
croissance est entre 25 a 30 °C, il existe des espéces thermophiles pouvant croitre a des
températures de 55 a 65 °C, telle que le genre Thermoactinomyces grace a leurs spores qui
résistent a une température de 90 °C pendant 30 minutes. Saccharomonospora et d’autres
thermotolérants tels que Microbispora, Micropolyspora et Pseudonocadia, ce sont des souches
plus thermotolérantes que thermophiles (Leveau et Bouix, 1993 ; Djaballah ,2010).

1.5.3.4. L’activité de I’eau (Aw)

Les Actinomycetes présentent dans des sols, supportent des taux faibles jusqu’a modérés
d’humidité, la phase de germination des spores, déterminée par des valeurs d’activité d’eaux
supérieures ou égales a 0.67, également I’activité d’eau optimale pour la croissance et le
développement des Actinomycetes est égale a 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005 ; Oskay et al.,
2004).

1.5.3.5. Tolérance en NaCl

Les Actinomycetes peuvent vivre dans des environnements a salinité déférente et qui
peuvent étre devisées en quatre groupes selon leurs exigences en NaCl : Ces microorganismes
peuvent étre halophiles ; qui ont besoin de sel (NaCl) pour leur croissance, cette concentration
peut varier de 1-6 % (P/V) pour les faiblement halophiles, jusque 15-30 % pour les
Actinomyceétes halophiles extrémes, ou sont des halotolérants ; elle tolerent des concentrations
de NaCl mais non obligatoires pour leur croissance, et présentent aussi quelques espéeces
Iégérement tolérantes (tolére de 6 a 8 % de NaCl (P/V) ; les modérément tolérants (tolere de 18 a
20 % de Nacl (P/V)) ; et derniérement les extrémement tolérants (se développent de 0 % jusqu'a
saturation en Nacl) (Merizig et Naami.2015; Messaoudi , 2011)

1.5.4. Cycle du développement des Actinomycetes

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, les Actinomycétes possedent un cycle de vie
complexe (Figure 06), qui est le résultat de trois processus physiologiques majeurs : la
croissance végétative, la différenciation cellulaire puis la mort (Tighidet, 2010 ; Danilenko et
al., 2005), leur cycle de vie commence par la germination des spores, ce processus nécessite la
présence d’ions calcium. La germination donne naissance a un mycélium primaire ramifié.
(O'Gara et al., 2008).
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Un mycélium aérien vient de se dresser au-dessus du mycélium de substrat : en effet le
mycélium de substrat donne des produits de lyse qui sont utilisés par le mycélium aérien (un
ensemble de tissu porte le nom de thalle riche nucléotides), a cette phase, les
Actinomycetes sont des produits des métabolites secondaires d’intérét médical (Smaoui, 2010).

Le mycélium aérien est sporulé, se forme principalement de spores de type asexuées a
paroi fine appelée conidies ou conidiospores, ces derniers naissent par séptation du mycélium
primaire dans des conditions défavorables comme le manque de nutriment, ces spores sont bien
résistantes a la dessiccation qui augmente leur adaptation mais ne sont pas résistantes a la
chaleur (Prescott et al, 2010).
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Figure 06: Cycle biologique d’un Streptomycéte (Jakimowicz, 2007)
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Chapitre Il Description de quelques genres des Actinomycetes

Les Actinomycetes constituent un groupe diversifié, il partage de nombreuses propriétés,
depuis les formes bacillaires jusqu'aux formes filamenteuses ramifiées a mode de sporulation

complexe (Leveau et Bouix, 1993).
I1.1. Description du genre Streptomyces

Le genre Streptomyces, proposé par Waksman et Henrici (1943) est classé dans I’ordre des
Streptomycetales. La famille Streptomycetaceae contient actuellement trois genres:
Kitasatospora et Streptacidiphilus dont le plus important est Streptomyces (Coombs et Franco,
2003 ; Hwang et al., 2001), I'utilisation de la taxonomie numérique qui est basée sur I’étude
phénotypique (la résistance aux antibiotiques, la production de métabolites secondaires et le
pouvoir de pathogeénicité) permet de limiter le nombre des especes et a clarifier la classification
des Streptomyces dans 19 classes majeures, 40 groupes mineurs et 18 classes a souche unique
(Anderson et al., 2001 ; Prescott et al., 2007 ; Williams et al., 1983).

Les Streptomyces sont des bactéries ubiquitaires, aérobies, rencontrées essentiellement
dans le sol (Oskay, 2009), elles sont chimioorganotrophes, non acido-alcoolo-résistantes, elles
forment des filaments ramifiés de 0,5 a 2um de diametre, souvent non septés et des colonies
caractérisées par une surface lisse et produisent des pigments mélanoides de couleur variée :
brune, rouge, jaune, verte, bleue ou violette (Figure 07) (Williams et al., 1 983 ; Holt et al.,
1994 ; Reddy et al., 2010).

Les Streptomyces secrétent des enzymes dans le sol qui dégradent les protéines, I’amidon,
la cellulose et la lignine provenant des plantes de sol, cette action a une importance dans la
dégradation des composts et des pollutions dues a I’activité de I’homme, elles sont également
responsables des gouts et des odeurs terreuses dans les eaux douces par la production des
composés volatiles (Xu et al., 1996 ; Reponen et al., 1998 ; Lakshmipathy et Kanabiran,
2009).
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Figure 07: Représente les colonies de Streptomyces au stade du mycélium végétatif (A) et apres
différenciation morphologique et apparition des spores (B).Mycélium végétatif (C,gross.2200x) et
chaines de spores (D,gross.300x) (Madigan et Martinko, 2007).

11.2. Description du genre Micromonospora

Le genre Micromonospora a été décrit pour la premiere fois, sur la base de caractéristiques
morphologiques (I’absence d’un vrai mycélium aérien), la croissance sur différents supports, et
selon les sources de carbone utilisé (pentoses et d'hexoses et des acides organiques).
Micromonospora est inclus dans la famille des Micromonosporaceae, dans I’ordre des
Micromonosporales du sous-ordre Micromonosporineae. Ce genre comprend 53 espéces et 7
Sous espeéces, caractérisé par une espece type Micromonospora chalcea (Holt et al., 1994 ;
Martha et al., 2007 ; Zhang et al., 2012).

Les Micromonospora sont des bactéries, aérobies a microaérophiles, saprophytes,
chimio-organotrophes, et sont réducteurs de nitrate qui peut produire I’ H,S, (Hirsch et Maria,
2009). Ce genre est capable d'hydrolyser I'esculine, I’arbutine et I’amidon, donc ce genre
possede un profil glucidique et ne possede pas d’acide mycolique, de cette maniére il est
différent des autres genres d’Actinomyceétes.
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Les bactéries de genre Micromonospora forment un mycélium de substrat septé, trés
abondant et non fragmenté, son diametre est a la moyenne de 0,5 um, mais ne sont pas produits
de mycéliums aériens (Figure 08), cependant le genre micromospora ne produit pas des
pigments mélanoides (Zerizer H., 2014 ; Huang et al., 2008 ; Ann M et al., 2009 ).

Le genre  Micromonospora est largement répandu dans les terres fertiles et les sédiments
cbtiers. Certains membres de ce genre sont également connus pour former une association intime
avec des plantes, telles; les racines de riz, racines de blé, racine de nodule de fixation d’azote,
les plantes actinorhiziennes filao et de nodules de la racine des plantes légumineuses Lupinus
angustifolius (Hirsch et Maria, 2009 ; Wang et al., 2011).

Figure 08: (A) Micromonospora aurantiaca, (B) Phase microscopie a contraste de M.
aurantiaca, (C) Les colonies de Micromonospora aurantiaca, (D) des colonies multicolores de
Micromonospora (Hirsch et Maria, 2009)

11.3. Description du genre Actinomadura

Le genre Actinomadura appartient a la famille des Thermomonosporaceae, dans I’ordre
des Streptosporangiales et sous-ordre des Streptosporonginea (Lee et Lee, 2010), le genre
Actinomadura comprend 75 espéces et deux sous especes décrites et validées (Prescott et al.,
2007), la premiere apparition du genre Actinomadura a eu lieu en 1894, lorsque fut découverte la
maladie du pied a Madura et préposé le nom Streptothrix madurae comme un agent causal de
cette maladie. Cette proposition n’a pas été retenu et la souche a été classée dans le genre

Nocardia, puis dans le genre Streptomyces, avec I’introduction de I’analyse de la paroi cellulaire
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depuis I’année (1970), il a été réalisé que la souche differe des membres du genre Streptomyces
et établi le genre Actinomadura (Marilize et Meyers, 2007).

Les espéces du genre Actinomadura, sont des bactéries aérobies, non mobiles (Prescott et
al. 2007), les membres du genre Actinomadura possedent une paroi de type I11/B (contenant
I’isomeres méso de I’acide diaminopimélique et le madurose comme sucre caractéristique ainsi
que le ribose, le xylose, le galactose, avec des structures de peptidoglycane type acétyle,
I’application de ces caractéres a la taxonomie polyphasique et le séquencage de I’ADNr 16S ont
montré clairement la taxonomie de ce genre (Wang et al., 2007 ; Yassin et al., 2010 ; Lee,
2012).

Les Actinomadura sont caractérisés par la production d’un mycélium de substrat bien
développé et non fragmenté avec des hyphes aériens qui forment des colonies, la surface des
colonies (mycélium aérien) peut étre blanche, jaune, blanc jaunatre, jaune grisatre, rose pale,
rose jaunatre, vert bleuatre ou grise; le dos de la colonie (mycélium de substrat) peut étre
crémeux, jaune clair, jaune ; ainsi, elles peuvent présenter des pigments diffusibles qui sont
caractérisés par une couleur sombre, bronze ou bleue péale (Figure 09) (Lu et al., 2003 ; Wink
et al ., 2003).

Figure 09 : Photographies par microscope électronique du mycélium aérien de quelques espéces
d’Actinomadura (Lu et al., 2003).
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11.4. Description du genre Nonomuraea

Le genre Nonomuraea est moins connu parmi les Actinomyceétes, il a été proposé pour la
premiere fois en 1988, sa position taxonomique fut I’objet de révisions successives, il appartenait
au début, au genre Actinomaduras qui ont des caractéres communs avec ce genre, puis au genre
Microtetraspora (Quintana et al., 2003), cette classification basée sur I’analyse du géne codant
I’ARNr 16S en 1998, de ce fait, on I’a transféré a un nouveau taxon appelé Nonomuria, et
d’apreés des regles du Code international de la nomenclature des bactéries, le nom de Nonomuria
fut remplacé par Nonomuraea comme orthographe correct (Rungroch et al., 2014). Le genre
Nonomureae appartient a la famille des Streptosporangiaceae, dans I’ordre des
Streptosporangiales et sous-ordre Streptosporongineae. le genre actuel (Novembre 2014)
comprend environ 36 espéces et 2 sous-espéces connues et validées; Nonomureae pusilla

représente I’espéce type de ce genre (Polpass et al., 2014 ; Jie et al., 2011).

Les especes du genre Nonomureae sont aérobies, non mobiles (Jie et al., 2011), leur Paroi
cellulaire de chémotypes I11B et I1IC contient I'isoméere méso de I’acide diaminopimélique. Elle
forme un mycélium de substrat largement ramifié (dos de colonie) avec des variations de
couleur blanche au jaune-brune, elle forme également un mycélium aérien (surface de la colonie)
ken traces seulement, blanc, beige, rose, rose violacé ou bleu grisatre. Le mycélium de substrat et
le mycélium aérien ont été bien développés sans fragmentation, leur pigments solubles peuvent
se trouver chez quelques espéces, ils sont: bruns jaunatre, jaunes, rouges ou violets, les hyphes
du mycélium aérien se différencient en crochet, en spirale ou chaines droites de spores (Figure
10) (Araet al., 2007 a ; Araet al., 2007 b ; Camas et al., 2013 ; Hisayuki et al., 2015).

Figure 10 : Photographies par microscope €lectronique des chaines de spores de quelques
espéces de Nonomuraea (Ara et al., 2007 a)
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11.5. Description du genre Nocardia

Les espéces du genre Nocardia sont classées dans la famille des Nocardiaceae, dans
I’ordre des Corynebacteriales et sous-ordre Corynobacterineae et incluent plusieurs genres
Corynobactérium, Mycobactérium, dont les trois genres les plus importants (Prescott et al.,
2007) , Le genre Nocardia a été isolé par le vétérinaire Trevisan entre 1954-1985, qui lui a
donné le nom de Nocardia farcinica, est considéré comme I’espéce type du genre Nocardia.
(YYassin et al., 2000). Nocardia est en extension rapide, plus de 30 espéces ont été décrites
durant la derniere décennie; 89 especes de Nocardia sont officiellement reconnues a ce jour a
I'intérieur de ce genre, dont environ 25 qui sont pathogénes chez I'humain et sont responsables
de la Nocardiose, tandis que plus de 30 espéces sont considérées comme étant des instruments
médicaux d'importance (Sullivan et Chapman, 2010 ; Lamm et al., 2009).

Les especes du genre Nocardia sont aérobies mais certaines espéces peuvent vivre en
I’absence d’oxygéne et en présence seulement de CO,, sont acido-alcoolo-résistantes, leur paroi
cellulaire contient des acides tuberculostéariques comme chez les membres du genre
Mycobacterium, et I'isomere méso de I’acide diaminopimélique.(Cargill et al., 2010)

Ce genre est caractérisé par la formation d'un mycélium primaire (mycélium de substrat) de
diamétre 0,5-1,2 um, fragmenté habituellement en éléments bacilliformes ou coccoides (Figure 12),
puis, ces derniers jours, on a montré des hyphes aériens blanchatres ramifiés de fagon irréguliere
(pléomorphes) et pénétrant dans la gélose ; sur lequel un mycélium aérien se développe en
produisant dans quelques cas, de courtes chaines de spores, cependant, les especes de genre
Nocardia ne donnent pas de pigments solubles ou Mélanoides ( Catherine, 2013 ; Kageyama
et al., 2004 ; Canet s et al., 2004 ).

Figure 11: Photographies par microscope électronique du mycélium aérien de deux espéces du
genre Nocardia (Zerizer, 2014).
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Chapitre 111 propriété métaboliques des Actinomyceétes

Les Actinomycétes sont connus par leur production de substances biologiquement actives
telles que les antibiotiques, les vitamines, les enzymes et les pigments, certaines espéces ont la
capacité de solubiliser le phosphore, d’autres sont impliquées aussi, dans le control
phytopathologique et dans la production des composés antifongiques. (Gebreselema, 2013 ;
Hsu et Lockwood, 1975).

I11.1.Importance des Actinomycetes

111.1.1. Importance en agronomie

Les Actinomycétes sont des microorganismes qui ont un role écologique majeur grace a
leur capacité de produire une large gamme d’enzymes ; telles que, les hydrolases extracellulaires,
qui leur conférent un role dans la décomposition de la matiére organique dans le sol. Ils sont
caractérisés par leur grand pouvoir de transformation des substances organiques complexes, tels
que les polysaccharides, les lignocelluloses, la chitine, qui sont difficilement ou non dégradables
par les autres microorganismes, en plus, les Actinomycétes sont déterminées parmi la microflore
importante de la rhizosphére, elles sont capables aussi de dégrader ou de recycler certaines
toxines produites par des champignons toxinogenes et réduire aussi leur teneur dans les produits

finaux en agro-alimentaire (Valois, 1996 ; Williams et al., 1983).
111.1.2. Importance en biotechnologie

Les Actinomycetes présentent de grandes hétérogénéités biochimiques et ont une capacité
de produire des métabolites secondaires qui sont intéressantes en industrie pharmaceutique et
alimentaire (Abbas, 2006), c’est la plus importante source de production d’antibiotiques et
autres métabolites secondaires bioactifs (Valan arasu et al., 2009), certaines espéces
d’Actinomycétes produisent jusqu'a 75-80% des antibiotiques ( Mellouli et al., 2003) : ainsi, de
nombreux métabolites synthétisées, qui peuvent étre des enzymes telles que les enzymes
alcalins, des inhibiteurs d’enzymes, des vitamines, des immunomodulateurs (Badji, 2006), des

herbicides, des pesticides ou des antiparasitaires (Li et al., 2005).
111.1.2.1. Production des Antibiotiques

Les Actinomyceétes ont la capacité de synthétiser de tres nombreux métabolites bioactifs
parmi lesquels on compte les antibiotiques (Oskay et al., 2004), ces propriétés traduisent la
richesse du métabolisme cellulaire de ce groupe microbien. Les Antibiotiques qui sont produits
par les Actinomycetes manifestent des activités biologiques de nature principalement
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antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antivirale ou antiparasitaire (Gebreselema, 2013 ;
leveau et Bouix, 1993 ; Oskay et al., 2004). Les antibiotiques présentent un intérét significatif
dans le domaine de la sante humaine, Animale, de I'élevage et de l'agriculture (Leveau et
Bouix, 1993).

111.1.2.1.1. La production des Antibiotiques par le genre Streptomyces

Les Streptomycétes ont la capacité de produire une large gamme des métabolites qui
présente une importante application en santé humaine et animale, les plus répandus sont les
antibiotiques (Colombié, 2005), ils produisent différents types d’antibiotiques environ plus de
80% a [I’heure actuelle telle que; les oligosides, de [-lactamines, de tétracyclines,
d’anthracyclines, d’ansamycines, de macrolides, de polyénes, de nucléosides et de la
fosfomycinen (Tableau 04) (Demain, 2000) ; ainsi la néomycine et la streptomycine sont parmi
les antibiotiques produits essentiellement par Streptomyces griseus et Streptomyces fradiae, qui
sont caractérisés par leur propriété bactéricide, fongicide et herbicide contre les streptocoques
multi-résistants et les bactéries a Gram positif (Rudi et al., 2012).

Jusqu'a présent, environ 10 % de ces molécules sont largement utilisées dans le domaine
thérapeutique humain et vétérinaire, ainsi qu’en agriculture et en industrie agroalimentaire, le
type de composé synthétisé est propre a chaque espéce productrice (Demain, 2000 ; Colombié,
2005).
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Tableau 04: Antibiotiques courants synthétisés par les Streptomyces (Germain, 2000).

Classe chimique Antibiotique Producteur Cible

Aminoglycosides Streptomycine S. griseus la plus par des Grams —
Spectomycinee S .spp M. tuberculosise
Néomycine S .fradiae Large spectre

Tétracycline

Tétracycline
chlorotétracycline

S.aureofaiens

S.aureofaiens

Large spectre gram +et -

Macrolide Spiramycine S. Ambofaciens Streptocoque, neserai et
Erythromycine S .erythreus | mycoplasme
clindamycine S.lincolnensis Et la plut par des gram+

anaérobie stricte

Polyéne Nystatine S.noursei Champignon : candidat
Emphocitine B S.nodosus Champignon

Sans classe Chloemphynicol S .venezulae Large spectre de candidat

111.1.2.1.2.Production des antibiotiques par le genre Micromonospora

Le genre de Micromonospora est généralement classé en deuxieme position (aprés les

Streptomyces) comme source de substances actives,

connues pour diverses activites

metaboliques essentiellement les antibiotiques (Mcneil et Brown, 1994).

La plupart des especes de Micromonospora ont la capacité de produire des variétés

d’Antibiotiques telle que I’espéce Micromonospora purpurea productrice de I’aminoglycoside

(la gentamicine). Cet évenement a ouvert la voie pour le screening des antibiotiques a partir des

espéeces de ce genre qui sont devenues depuis, une source prolifique de métabolites bioactifs.

Les bactéries de ce genre, peuvent produire plusieurs types d’antibiotiques, parmi les plus

importants; les Aminoglycosides, la gentamicine, La sisomicine et la fortimicine, elles ont aussi

la capacité de produire les macrolides comme: le mycinamicine,

anticancéreux (Kirby et Meyers, 2010).

la rosamicine; et les

Page 28




Chapitre 111 propriété métaboliques des Actinomyceétes

111.1.2.1.3.Production des antibiotiques par le genre Nocardia

Les souches de genre Nocardia sont utilisées pour la production de nombreux types
d’antibiotiques telle les antibactériens de types terpénoides, macrolides et lactones, parmi les
souches responsables de ce type de production sont Nocardiopsis dassonvillei, Nocardia
mutabilis et Nocardia syringae Nocardia alba, ces especes sont essentiellement actives contre
des bactéries a Gram négative pathogenes (Zerizer, 2014).

Le nargénicine Al, est un antibiotique isolé & partir de Nocardia Sp, de la région de Corée
du Sud il possede essentiellement une forte activité antibactérienne contre le Staphylococcus

aureus résistant (Maharjan et al., 2011).
111.1.2.2. Production d’Enzymes

Essentiellement, les Actinomycetes synthétisent de nombreux enzymes telles que les
chitinases, les glucanases (Tokala et al., 2002), les peroxydases et les glutaminases, ainsi que
d’autres espéces qui ont la capacité de produire; des amylases, des cellulases et des hémi-
cellulases et de dégrader la lignine. (Divya et al., 2014), certain genre comme les
Streptosporangium sp est isolé a partir des feuilles de mais produit des glucoamylases exploitées
en industrie afin de dégrader I’amidon (Hasegawa et al., 2006).

Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomycetales, ces enzymes
hydrolysent des triglycérides en diglycérides, en monoglycérides, en glycérol et en acides gras
(Sommer et al., 1997).

D’autres especes telles que Streptomyces albovinaceus, Streptomyces. caviscabies,
Streptomyces griseus, Streptomyces setonii et. Streptomyces virginiae produisent des enzymes
chinolytiques (chitinases et cellulases), ces derniers sont considérés comme I’action antagoniste
la plus efficace dans le controle de certaines maladies fongiques en raison de leur action directe
sur les chitinases. (Macagnan et al., 2008).

Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes, elles constituent plus de 65%
des applications industrielles totales comme agents blanchisseurs dans les détergents ou dans la
synthése des peptides. (Thumar et Singh, 2007).
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111.1.2.2.1. Production des enzymes par le genre Streptomyces

Les Streptomyces produisent différents types d'enzymes telles que; les protéases, les
lipases, les cellulases, les amylases, les pectinases et les xylanases (la xylose isoméraseissue d’un
Streptomycéte thermophile) ...etc., qui sont tres intéressantes en biotechnologie (Colombié,
2005). Les protéases sont le groupe le plus important des enzymes industrielles et représentent,
environ 60% des enzymes bactériennes totales, qui sont produites principalement par les S.
clavuligeru S. griseus, S. rimouses, S. thermoviolaceus, S. thermovulgaris). Les protéases
d’origine bactérienne qui sont produites par les Actinomyceétes, sont les plus importantes par
rapport aux protéases fongiques (Jayashree et al., 1995).

Principalement, la protéase alcaline est dun intérét certain du point de vue
biotechnologique tel quedans les domaine alimentaire, les détergents, les industries
pharmaceutiques, les industries du cuir les tanneries...etc. (Jayasree et al., 1995).

111.1.2.2.2.Production des enzymes par le genre Micromonospora

Le genre de Micromonospora est appliqué dans la production de I’enzyme protéolytique
qui réalise la dégradation de la cellulose, la chitine, la lignine aussi bien I'hydrolyse des
complexes polysaccharides, I'activité de la dégradation des polysaccharides est bien observée
dans les composts (la décomposition des matiéres végeétales, de fumier, de la paille et les tiges ...
etc.).

Parmi certaines especes de ce genre, celle qui se trouve dans les tripes des termites ou le
rumen des bovins, ou elles ont la capacité de dégrader les différents composants organiques et
les fibres végétales (Hirsch M et al., 2009), en plus des enzymes protéolytiques, ces
microorganismes ont la capacité de produire des enzymes hydrolytiques qui jouent un réle actif
dans la dégradation de divers composés organiques tres compliqués, Parmi lesquelles, on
rencontre I’espéce de Xylanimonas cellulosilyticus que est isolée a partir d'un cariée et dans les
arbres, (Micromonospora aurantiaca). La capacité de produire ces enzymes hydrolytiques peut
permettre a ces bactéries de se développer dans plusieurs foyers saprophytes ainsi que les
endophytes au sein des usines, ainsi, et grace a cette activité enzymatique, ces microorganismes

colonisent la surface des feuilles des plantes (Hirsch et al., 2009 ; Daduang, 2015) .

111.1.2.3. Production de Sidérophores

Le fer est considéré comme le micro-élément le plus important utilisé par les bactéries, il
joue également le role de cofacteur de nombreuses enzymes et protéines (Djibaoui et
Bensoltane, 2005). Cet élément est retrouvé dans la nature sous des formes insolubles qui ne
peuvent pas étre assimilées par les plantes et les bactéries, pour cette raison, les bactéries et les
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champignons ont développé de nombreux systémes de chélation de fer qui utilisent le plus
souvent les sidérophores (Pérez-Mirinda et al., 2007).1ls solubilisent et transportent le fer vers
la cellule microbienne a travers des récepteurs spécifiques (Cabrera et al.,, 2001). Les
streptomycetes du sol sont capables de produire les sidérophores Streptomyces fulvissimus ATCC
27431 et en accumule un taux avoisinant a 94% (Muller et al., 1984).

111.1.2.4. production des vitamines

Les Actinomycétes sont pratiquement absents de ce domaine, mais on peut mentionner a
titre historique, la production de vitamine B 12 par Streptomyces olivaceus qui furent remplacées

depuis longtemps par d’autres bactéries bien plus productrices (Leveau et Bouix, 1993).

111.1.2.5. Production des métabolites secondaire par différent autres genre des
Actinomycetes

La plupart des espéces du genre Nonomuraea a été trouvé dans les sols et les sédiments
aquatiques, certains de ces membres révelentun grand potentiel pour la production de
composés bioactifs précieux, la plupart de ces composés bioactifs présente un intérét médical
(moyen d'une évaluation clinique) et agricole, certains sont considérés comme des produits
industriels et commerciaux (Rungroch et al., 2013).

Certaines especes comme, Nonomuraea pusilla et le Nonomuraea rubra sont responsables
de la production des substances Antimicrobiennes telle que la Maduramycine, ainsi que le N.
dietziae qui peut hydroxyler certains antibiotiques de type Novobicin (un agent anti-
staphylococcique) et capable de modifier leur structure pour réduire son efficacité. C’est ce qui
justifie les avantages du genre Nonomuraea qui, non seulement est une bactérie productrice de
composés bioactifs, mais aussi capable de transformer biologiquement certains Antibiotiques
découverts précédemment (Polpass et al., 2014).

Plusieurs membres du genre Nonomuraea produisent des pigments colorésa la
fois solubles et insolubles, Certains de ces pigments possédent une activité antagoniste
contre certains  organismes cibles, connus aussi  comme pigments antibiotiques tels que

Maduramicine qui est produite par Nonomuraea rubra (Rungroch et al., 2013) .

Parmi les Actinomycetes rares, on a le genre d’Actinomadura, rapporté pour étre le plus
prédominant, ce genre attire une attention croissante et est consideré comme un
microorganisme plus important dans les programmes de dépistage pour les métabolites
bioactifs, des études antérieures sur le genre Actinomadura rapporte l'abondance des activités

antifongiques contre divers champignons pathogénes et toxigenes (Maharjan et al., 2011),

Page 31



Chapitre 111 propriété métaboliques des Actinomyceétes

généralement, les bactéries du genre Actinomadura sont d’excellente candidates productrices
d’enzymes dans la plus importante est le xylanase (Haberra, 2014), elles ont aussi, la capacité
de produire de nombreuses enzymes lytiques extracellulaires comme par exemple les amylases,
les xylanases et les lipases (Maharjan et al., 2011).

Les bactéries de I'espéce Nocardiopsis sp. ont une activité antifongique efficace vis-a-vis
de nombreux champignons tels que ; Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus et Aspergillus
niger. de plus, elles sont actives contre certaines levures comme les Candida cruzi, Candida
tropicans et Candida albicans (Zerizer, 2014 ; Kageyama, 2004).

Page 32



Partie

ExpérimeEntalE
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I. Matériels utilisés

1.1.Grands matériels

Agitateur

Balance
Microscope
Etuves réglables
Plaque chauffante.
Autoclave

Bain marie

pH metre
Réfrigérateur
Vortex

Table a niveaux
Pied a coulisse
Loupe binoculaire
La Hotte

1.2. Petits matériels

Anse de platine

Bec bunsen

Boites de Pétri (boites compartiment, des mini boites)

Portoirs

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

les lames
Pipettes Pasteur

Spatule

Barreaux magnétique

Picette
film photographique

papier whatman
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1.3.Matériels biologiques

Les 13 isolats d’Actinomycétes
Bactéries-tests : E.coli ATCC25422, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25293, Staphylococcus aureus
ATCC 43300, Micrococcus luteus et E.coli DH5a.
Des bactéries d’origine clinique : IC 1 : Morganella morganie, IC 2 : Proteus mirabilis,
IC 3 : Entérobacter cloacae, IC 4 : Serratai oderifera 1, IC 6 : Serratai ficarai 1, IC7 :
Serratia ficaria I1C 8 : Citrobacter koseri, IC 9 : Serratai oderifera 1, 1C10 : Klebsiella
terrigena, IC 11 : Entérobacter sakazakii, IC 14 : Klebsiella ornthinolytic, IC 15 :
Serratai oderifera 1 (Tableau 13). et les souches IC3, IC5, 1C12 ont été préalablement
identifiées commes des Pseudemenas.sp.

1.4. Les milieux de cultures

La gamme des ISP (1, 2, 3,4, 5,6 et 7).

Bouillon nitrate ISP8

ISP9 (liquide et solide)

Gélose nutritif

ISP2 & différente concentration de NACL : 0%, 2.5%, 5%,7%, 10%.

Citrate de Simmons

Gélose Cos

Gélose a base d’amidon 1 %

Gélose a base de Caseine 5 %

Lait écrémé 10 %

Milieu a base de Tween 80.

Sang de cheval.

Les sucres : xylose, arabinose, glucose, galactose, fructose, ribose, sorbitol, manitole

La gélose de Chapman

La gélose nutritive

Le milieu Muller Hinton(MH)

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

1.5.Les solutions et colorants utilisés

L’eau distillée stérile
L’eau physiologique stérile

Solution saline standard
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Violet de Gentiane

Lugol

Alcool

Fuchsine
I.6.Réactifs et autre produits

e Api 20 E (Bio Mérieux),

e Les réactifs spécifiques pour la révélation des réactions du systeme API 20 E sont le
réactif de TDA, le réactif de Kovax. les réactifs VP1 et VP2, et les réactifs de Griess Nit
1 et Nit I, poudre de Zinc.

e Huile de paraffine

e Huile a immersion
I1. Méthode de Travail

11.1. Origine des souches

Ce travail est basé sur I'étude de la biodiversité métabolique de 13 isolats d’ Actinomycétes
qui proviennent d’une collection de souches d’Actinomycétes du laboratoire de Microbiologie
Appliquée de I’Université Badji Mokhtar Annaba.

Ces isolats sont représentés par les codes suivants: (S129a, S129b, S171, S211, S 386,
S403, S417, S418, S419, S428, S429, S430, S431), notre étude est basée sur une caractérisation

de ces isolats du point de vue morphologique, physiologique et métabolique.
11.2.Repiquage et purification des isolats

La purification des isolats est une étape essentielle dans notre travail, elle permet d’obtenir
des colonies bien isolées et pures; pour obtenir ces colonies, on doit ensemencer
successivement des boites de Pétri coulées dans un milieu ISP2, par la réalisation de la méthode
de strie d’épuisement pour chaque isolat. Ensuite, ces boites sont incubées a une température
de 30°C pendant 7 jours, car les Actinomycetes sont caractérisées par une croissance
relativement lente par rapport aux autres bactéries (Shirling et Gottlieb, 1966).

11.3. Etude des caractéristiques morphologiques
11.3.1.Etude micromorphologique
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Les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon la méthode de coloration de
Gram, qui a été mise au point en 1884 par un bactériologiste Danois Hans Christian Gram.
(William et al., 2010).

Cet examen est fait sur des frottis minces préparés a partir de colonies de chaque isolat
obtenu sur les différents milieux ISP2, ces frottis sont colorés, aprés observation a I’aide d’un
microscope optique a grossissements (x100), ce dernier permet de déceler les formes
morphologiques des différentes bactéries et précisé le Gram + et Gram- (Tendolkar et al., 1998).

11.3.1.2. Technique

Sur un frotti fixé ala chaleur.

4+ Recouvrir la lame de violet de gentianes 1 minute, puis laver a I’eau distillée.
Ensuite, recouvrir du lugol 1 minute.
Décolorer bien a I’alcool pendant une période, puis rincer a I’eau.
Recouvrir la lame de fuchsine diluée, laisser 30 secondes, laver a I’eau.
sécher entre deux feuilles de papier buvard.

- F o+ &

puis observer sous un objectif a immersion (X100) d’un microscope optique (Prescott et
al., 2010), a partir de cet examen, nous pouvons déterminer quelques caracteres
morphologiques des Actinomycetes, concernant le type de Gram+ et des indications sur
leurs formes (principalement la forme des filaments) et présence ou absence de spores
isolées.(William B et al., 2010).

11.3.2.Etude macromorphologique

L’étude macromorphologique permet de déterminer les différents caracteres de mycélium
de substrat (MS) et le mycélium aérien (MA), qui varient selon les milieux, ce test consiste a
ensemencer  différents milieux d’identification (la gamme des ISP : ISP1, ISP2, ISP3, ISP4,
ISP5, ISP6 et SP7 « I'International Streptomyces Project ») (Shirling et Gottlieb, 1969), les
milieux sont coulés dans des boites pétries puis ensemencés par touche a partir d’une culture
pure mature de chaque isolat et a raison de deux répétitions qui sont notées (R1, R2). Cette
répétition est considérée comme un test confirmatif, et permet ainsi, de récupérer la boite
lorsqu’elle est contaminée et remplacée par la seconde boite, ces milieux sont incubés a 30°C
pendant 7, 14 et 21 jours, et on Vérifie leur croissance.

Ce test permet d’évaluer I’importance de la croissance (trés importante, importante,
moyenne, faible ou absente, ces caractéres sont notés par des significations (+/-), la couleur de

mycélium de substrat et du mycélium aérien : qui varie d’une souche a une autre et d’un milieu
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a un autre , ainsi la production des pigments solubles, caractere qui se détermine par le virage de
la couleur du milieu par rapport a sa couleur initiale, dans le cas des Actinomycétes, plusieurs

couleurs des pigments solubles ont été décrites (Shirling et Smith, 1953 ;Kitouni, 2007).
11.4.Etude de la biodiversité physiologique
11.4.1.Croissance a différentes températures

Ce test est effectué pour déterminer la croissance des isolats a cing températures
différentes, (4, 25, 30, 37, 44°C) sur le milieu ISP2, a raison de deux boites par souche pour
chaque température d’incubation, la croissance est estimée pendant 21 jours d’incubation et la
température qui permet une bonne croissance est notée (Smaoui, 2010).

11.4.2. Tolérance a différents degrés du PH

Ce parameétre physiologique est réalisé par I’utilisation de milieu ISP2 gélosé mais a des
différents degrés de pH (5, 7, 9, et 10), seul le pH3 est réalisé dans le milieu ISP2 liquide, ces
milieux avec les différents degrés de pH, sont ensemencés a partir des cultures pures des isolats,

ces résultats sont notés aprés un temps d’incubation de 14 a 21 jours a 30°C.
11.4.3. Tolérance a différentes concentrations de NacCl

Ce test permet la détection des especes d’Actinomycétes halophiles ou d’origines
marines, sur un milieu spécifique (\Voir I’annexe) a différentes concentrations de NaCl (2,5%,
5%, 7%, 10%) et en utilisant un témoin, c’est le milieu a 0% de NaCl, ce test consiste a
ensemencer chaque souche d’Actinomycete a différentes concentrations de NaCL, ces boites
sont incubées a 30°C pendant 14 a 21 jours (Boucheffa, 2011).

11.5.Etude de la biodiversité métabolique
11.5.1.Hydrolyse de I’amidon : recherche d’amylase
Ce test est réalisé sur la gélose nutritive contenant 1% d’amidon soluble, le milieu est
réparti dans des boites de Pétri stériles, puis ensemenceés par touche, les boites sont incubés a 30
C°, aprés 14 jours, le milieu est recouvert d’une solution de lugol, I’hydrolyse est ainsi mise en
évidence par I’absence de coloration autour des colonies, a I’inverse, les zones contenant de

I’amidon se colorent en brun (Gordon et Smith, 1953).

11.5.2.Hydrolyse de la caséine : recherche de caséinase
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Ce teste est étudié sur une gélose (voir annexe) contenant 5% de caséine soluble, aprés
une période d’incubation de 7 jours a température 30C°, I’hydrolyse de la caséine est témoignée
par I’apparition d’une zone claire autour des colonies (Gordon et Smith, 1953 ; Kitouni,
2007).

11.5.3.Hydrolyse de la gélatine : recherche de gélatinase

La production de gélatinasse par les bactéries est étudiée a partir de tubes qui contiennent
de I’eau physiologie stérile, 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. Apres 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 indique une réaction positive (Morakchi, 2011).

11.5.4.Action sur le lait écrémé

Ce test consiste a préparer des tubes contenant une solution de lait écrémé en poudre a
10% dans I’eau distillée, ces dernier sont ensemencés et incubés a 30°C, des observations
régulieres pendant 14 jours permettent de noter la coagulation du lait provoquée par les souches
(Kitouni, 2007).

11.5.5.Test de dégradation des acides gras : recherche d’estérase

Ce test est effectué par I’utilisation de milieu spécifique a base de tween 80 (voir annexe),
comme seule source de carbone, aprés I’ensemencement et incubation a 30°C, la lecture est
basée sur I’apparition d’une croissance sur le milieu de culture et par la présence d’un halo

autour des colonies indique la dégradation des acides gras (Gordon et Smith, 1953)

11.5.6.Dégradation des sels de sodium

Ce test est réalisé dans le milieu de citrate de Simmons, dans lequel on ensemence la
ponte, par une strie longitudinale 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).
11.5.7.La recherche de Nitrate réductase

La mise en évidence du nitrate réductase se fait sur un bouillon nitrate (ISP8), les souches
sont ensemencées par une anse de platine et incubées a 30°C pendant 7 jours.
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Le virage de couleur rose vers le rouge clair suite a I’addition des réactifs (Nit | et Nit 1)
signe la réduction du nitrate en nitrites, dans le cas de I'absence de coloration rouge, on ajoute le
poudre de zinc ; I’apparition de la coloration rouge indique un test négatif (les nitrates du milieu
ne sont pas réduits par la souche) et en I’absence de coloration, le test est considéré comme
positif (Guiraud et Duriod, 2003).

11.5.8.Utilisation des composeés glucidiques comme seule source de carbone

Le milieu de base utilisé est I’ISP9 additionné d’une solution sucrée a raison de 1% et un
témoin négatif ne contenant pas une solution sucrée, les glucides utilisés dans cette étude sont :
galactose, fructose, xylose, sorbitol, mannitol, ribose, Arabinose ; Le Milieu contenant du
glucose sert de témoin positif, ces derniers sont considérés comme une seule source de carbone,
la lecture est réalisée par comparaison de la croissance des Actinomycetes en présence des
glucides ou en leur absence (témoin négatif), le milieu contenant du glucose sert de témoin
positif (Boucheffa, 2011).

11.5.9.Dégradation de Cellulose: recherche de cellulase

On utilise dans ce test, des tubes contenant 5 ml de milieu ISP9 liquide, on trompe des
bandelettes de papier Wattman N°1 stériles, comme seule source de carbone, puis ensemencées
avec des souches d’Actinomycetes I’isolat, un tube non ensemencé sert de témoin négative, 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).

11.5.10.La recherche de I’activité hémolytique

Elle est réalisée sur la gélose de Columbia (900ml) additionnée de 100 ml de sang de
cheval a raison de 5% (COS), si les Actinomyceétes possedent une activité hémolytique, ils
produisent différentes zones d’hémolyse sur la gélose au sang. (Tableau 05) (Guérin et al.,
1992).

Tableau 05: les différents types d’hémolyse (Dellars, 2007).

Zone d’hémolyse Type d’hémolyse

Colonies a large auréole claire, a bord net, B hémolytique
Hémolyse compléte

Colonie a halo étroit, avec verdissement | g hémolytique
(formation de méthémoglobine), hémolyse
incompléte.

Colonie sans zone d’hémolyse vy hémolytique
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11.6. Identification par le systeme Api 20E

L’API 20 E (BioMérieux), est un systéme standardisé d’identification des
Enterobacteriaceae, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, cela permet d'aborder
parallélement 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’aprés ces caracteres, il peut étre utilisé pour le groupe des
Actinomycetes (Stanckebrandt et al., 2001).

11.6.1. 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’Actinomycetes a identifier, et incubée sous
7 a 30 C°. Les réactions produites aprés la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs ; la lecture et I'identification s'effectuent a
I'aide d'une base de données (Voir tableau 19) (Stanckebrandt et al., 2001).

11.6.2.Mode opératoire galerie Api 20E
> Préparation de la galerie
e Répartir un peu d’eau dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphére
humide.
e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
o Déposer la galerie de fagon stérile dans la bofte.
> Inoculation de la galerie
e Ensemencer la galerie avec une pipette Pasteur stérile ouverte chargée en
suspension, pointe posée sur un coté de la cupule, en laissant couler doucement la
suspension dans la cupule.
e Tenir la boite Iégérement inclinée pour éviter la formation de bulles.
e Pour les caracteres encadrés (CIT, VP, GEL) : remplir entiérement la cupule
(tube et orifice) pour mise en aérobiose.
e Pour les autres caractéres, ne remplir que le tube.
e 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
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e Refermer la boite et mettre a I’étuve a 37°C pendant 24 heures. (Stanckebrandt

et al., 2001).
11.6.3. Interprétation
> L'identification est obtenue a partir du profil numérique.

e 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.

e 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.

e Pour les isolats d’Actinomyceétes, on a utilisé la galerie biochimique comme un
test confirmative, d’une part et pour rajoutés d’autres résultats aux activités de

biodégradation notamment sur I’assimilation des sucres d’autre part.
I1.7.1dentification numériques

La lecture des galeries d’identification biochimiques, et les tests physiologiques,
métaboliques des isolats d’Actinomycétes, ainsi que la détermination de la similarité entre ces
souches, repose sur I’établissement d’un dendrogramme qui rapporte sous forme binaire (0,1),
respectivement, la négativité ou la positivité de ces tests avec chaque souche, qui a été effectuée

a I’aide du logiciel XLstat. Les résultats sont ainsi obtenus sous forme d’un Dendogram.

I1 .8. Etude de I'activité antibactérienne des Actinomycétes

Ce test est effectué pour la mise en évidence de la production des métabolites bioactives
tels que les antibiotiques vis-a-vis de différentes bactéries Tests,

11.8.1.Culture des Bactéries-tests en milieu solide

L’activité antibactérienne des souches Actinomycétales est recherchée contre des
bactéries-tests, qui sont des souches de référence , elles sont constituées de bactéries a coloration
de Gram positive Staphylococcus aureus ATCC 25293, Staphylococcus aureus ATCC43300
Micrococcus luteus , Bacillus subtilis ATCC6633 et des bactéries de coloration de Gram
neégative  E.coli ATCC25422,, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853et E.coli DH5a et une
autre collection d’isolats cliniques, ces derniers sont ensemencés sur un milieu de Laureat
Bertani (LB) solide par la méthode de strie d’épuisement a I’aide dune pipette pasteur afin de
vérifier la pureté de chaque souche puis incubés a 37 °C pendant 24 heures.
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11.8.2. Préparation de I’inoculum (des bactéries-tests)
Chaque bactérie test est ensemencée dans des tubes coniques contenant 10ml de milieu LB

liquide pour I’obtention d’un inoculum d’une densité optique (DO) de 0,04.

11.8.3.Application des cylindres d’Agar

Les souches d’Actinomycetes sont ensemencées sur différents milieux (ISP2, GYEA,
Bennet), ces milieux présentent des milieux de production afin de mettre en évidence le ou les
meilleurs milieux de production de biomolécules par stries serrées a partir de culture pure
d’actinomycétes et incubées a 30°C ; apres une période d’incubation des cylindres d’Agar de
culture d’Actinomycetes de 6mm de diamétre sont prélevés de chaque milieu de production a
I’aide d’un emporte-piece et déposés a la surface du milieu LB gélose mole (voire annexe),
préalablement ensemencé dans la masse par les bactéries-tests (DO 0,04) (Kitouni, 2007), les
boites sont alors mises a 4°C pendant 1 heure, pour permettre une pré-diffusion des substances
bioactives, puis incubées a 37 C° pendant 24 heures. Apres incubation, les diamétres (mm) des
zones d’inhibition apparus autour des cylindres d’actinomycetes sont alors mesurés a I’aide
d’un pied a coulisse (Boughachiche, 2005), ce test a été effectué aprés 3 jours d’incubation vis-
a-vis de trois bactéries tests (1C1,1C2,1 C3), apres 7 jours d’incubation, vis-a-vis de cing souches
indicatrices Micrococcus luteu , Psoudemonas aeruginosa ATCC27853 , Bacillus subtilis
ATCC6633, Staphylococcus aureus ATCC25293 , E.coliDH5a et au dixieme jour vis-a-vis de

I’ensemble des bactéries tests (22 bactéries tests).

11.9. Identification des Bactéries-tests d’origine clinique

L’identification des bactéries-tests d’origine clinique, a été effectuée au moyen de I’Api
20 E pour les bactéries-tests, ensuite incubées a 37 C° pendant 24 heures, alors que pour les
bactéries Gram négatif, les Bactéries a Gram positive, ont été préalablement identifiées par les

services cliniques.

Page 43



Résultats et Discussion

I11. Résultats et Discussion

Dans le cadre de ce travail, on a étudié la biodiversité de 13 isolats d’Actinomycetes,
du point de vue phénotypique, physiologique et plus particulierement, on s’est intéresse a I’étude
des propriétés métaboliques de ces isolats afin de démontrer s’il existe une diversité métabolique
par la mise en évidence des activités de biodégradation et la recherche de la production de

biomolécules a activité antibactérienne.

I11.1.Repiquage et vérification de la pureté des isolats

Apres repiquage successif sur le milieu ISP2 (milieu de conservation), (voir matériel et
méthode), on a pu obtenir des colonies pures des isolats, qui sont caractérisées par une
croissance moyenne au bout de 3°™, sauf les deux souches S 171 et S 211 qui montrent une
croissance importante, tandis qu’aux 7°™ et 14°™ jours, la croissance de la plupart des souches
est importante.

Les isolats S171, S211, S403, S430 et S431 ont des Mycéliums de substrat identiques de
couleur marron et des MA de couleur marron claire, sauf que les deux isolats S171, S211,
possedent un Mycélium aérien gris ; la souche S417, présente une couleur de MA orange et
crevette, I’isolat S129a MA blanc, a I’exception de S386 a une de couleur de MS et MA
orange, alors que les autres souches restantes: S418, S419, S428 ont une couleur de MS

différente I’'une de I’autre; jaune, blanc (Planche 1).

L’isolat S418 produit des pigments diffusibles sur le milieu 1SP2, de couleur jaune, la
pigmentation diffusible produite par cet isolat d’Actinomycétes peut étre des substances
bioactives et ceci d’aprés Margalith, 1992 qui rapporte que les Actinomycétes produisent des
meétabolites bioactifs pigmentés.
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S 417 MS S 386 MA S 129a MA S 403 MA

S 431IMA S 430MA

S 171 MS S 211IMA

Planche 1 : photos représentant les caractéres culturaux de quelques isolats sur le

S 386 MA

Milieu ISP2
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111.2. Etude morphologique des isolats d’Actinomycetes

111.2.1. Etude micromorphologique

Les résultats des observations microscopiques des isolats apres coloration de Gram
confirment I’appartenance de ces isolats aux groupes des bactéries Gram positif, ce test a permit
d’apprécier un certain nombre de caractéres tels que I’aspect des filaments et I’agencement des
spores qui contribuent a I’identification des Actinomycétes (Tableau 06).

Tableau 06: Résultats des caractéres micromorphologiques des 13 isolats

N° de Souche Observation microscopique apres coloration de Gram
S129a Long filament, avec la présence de spores en amas a courte chaine
S129b Court filament, avec la présence de spores en amas et en courte chaine

S171 Long filament linéaire

S211 Long filament enchevétré

S386 Long filament linéaire et présence de spores isolées

S403 Court filament, avec la présence des spores a longue chaine
S417 Court filament, et la présence des spores isolés

5418 Long filament linéaire et la présence isolée ou bien en groupe
S419 Cercle de filament et enchevétre

S428 Court filament avec la présence de spores en amas

S429 Long filament avec la présence regroupée en amas

S430 Court filament avec des spores isolées dispersés

S431 Court filament, avec la présence des spores regroupé

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 Actinomycétes (Planche 2).
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S430 S429 S171

S417 S403
S431 S386 S428

S129b S129a

Planche 2 : photos des résultats de I’observation microscopique optique aprés la coloration de
Gram (x100)
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111.2.2.Etude macromorphologique

L’étude macromorphologique est importante en taxonomie microbienne, et est basé sur
I’étude des caractéristiques culturales a savoir : la croissance, la description de [’aspect des
colonies (rond a plat, poudreuse, la couleur de MA, MS )et la production ou pas de pigments
par les isolats d’actinomycetes cultivés sur la gamme des ISP (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5,
ISP6 et ISP7), aprés une période d’incubation, on remarque que la majorité de ces isolats se
développe sur tous les milieux utilisés, avec différents degrés de croissance, allant d’une
croissance moyenne & une croissance importante au bout de 7°™ au 14°™ jours, (Tableau 07).

Par contre, il y a quelque isolats qui ne se développent pas sur certains milieu des ISP
comme : S129a et S129b et ne croient pas sur ISP3 et ISP5, S418 sur le milieu ISP3 et ISP4,
(Tableau 07), donc on suppose qu’ils appartiennent a des genres autres que le genre

Streptomyces.

La croissance de tous les isolats débute par la formation d’un mycélium trés ramifié dans le
milieu et aussi a la surface de la gélose, la couleur de Mycélium aérien (MA) varie d’un isolat a
un autre, qui peut étre marron, orange pour la majorité, ou bien grise, blanchatre et crevette pour
certains isolats cultivés sur la gamme des ISP, la couleur de MA varie d’un milieu a un autre
(Planche 3), donc, la composition de milieu peut étre responsable de cette différentiation sur
cette base Oskay et al., (2004), on rapporte que la composition de milieu est importante pour le

développement de MA pour certains genres d’Actinomyceétes comme les Streptomyces.

Le MA peut prendre 2 ou 3 couleurs chez le méme isolat sur les différents milieux par
exemple : la souche S431d’une couleur de MA marron sur le milieu ISP2, orange sur ISP1 et la
souche S429, présente une couleur orange de MA sur milieu ISP1, marron sur ISP2, jaune sur
ISP6. Par contre, d’autres isolats ont un MA ou, la couleur ne change pas sur les différents
milieux, comme le cas de : S428, leur MA et MS est blanc.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que les isolats S211, S171 et S417 produisent
des pigments de couleur brunétre sur ISP6 et ISP7, cette couleur est caractéristique des pigments
mélanoides, ces derniers ont une relation avec le métabolise secondaire des Actinomycetes
(Shirling et Gottlieb, 1966). Selon Murie et al., 2008, les milieux de culture utilisés pour
I’identification des Actinomycétes, ont un impact sur les caractéristiques physiologiques comme
la production des pigments mélanoides (Mocheva et al., 2002).
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Sur la base des observations phénotypiques (croissance, aspect des colonies et coloration
de Gram), les deux isolats S171 et S211 présentent une bonne croissance sur la gamme des ISP,
ce qui montre les traits typiques liés aux Streptomyces. D’aprés Locci et al., (1989), les souches
présentant une croissance sur une large gamme de milieu de ISP, montrent généralement une
morphologie typique des Streptomyceétes.

Par ailleurs, les autres isolats présentent une croissance faible avec une absence de
sporulation, ce qui explique qu’ils appartiennent a d’autres genres. Les isolats S386, S403, S430
et S431 ont I’aspect des colonies de couleur orange caractéristique du genre Micromonospora.
Cependant les isolats S129a, S129b, S418, S428 ont des caractéristiques différentes des deux
genres cités précédemment et appartiennent a d’autres genres du groupes des Actinomycetes,
d’autres techniques, telle que I’identification moléculaire permettent de mieux préciser le
rattachement par rapport au genre.

S431 milieu ISP1 S171 milieu ISP1 W S211 milieu 1SP1 S431 milieu 1Sp2 S428 milieu 1SP2 S211 milieu ISP
2(sporulée) ISP2

s428milieu 15P3 M S17tmilieu 1S3 W S403 milieu 1SP3 $403 milieu 1SP6 li S417 milieu 1SP7

-

428 milieu 1SP4 S 171 milieu 1SP4 " S 418 milieu ISP5 S419 milieu ISP5

Planche 3: Photos des caracteres culturaux de quelques isolats sur les différents milieux
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Tableau 07 : Les caractéres morphologiques des 13 isolats sur les différents milieux ISP Apres
14 jours d’incubation.

N° de Souche | Milieu | Croissance MS MA P
ISP1 moyenne orange blanc absence
1SP2 importante oronge blanc absence
ISP3 absence absence absence absence
S129 a ISP4 faible orange blanc absence
ISP5 moyenne orange beige absence
ISP6 moyenne blanc blanc absence
ISP7 faible orange blanc absence
ISP1 faible orange blanc absence
ISP2 importante orange blanc absence
ISP3 absence absence absence absence
S129b ISP4 faible oronge blanc absence
ISP5 faible oronge blanc absence
ISP6 faible orange blanc absence
ISP7 faible orange orange absence
ISP1 importante marron Blanc, gris absence
1SP2 tres importante marron gris absence
ISP3 tres importante marron gris absence
S171 ISP4 tres importante marron gris absence
ISP5 importante marron blanc absence
ISP6 importante marron blanc, gris brune
ISP7 importante marron gris brune
ISP1 important marron gris absence
ISP2 important marron gris absence
ISP3 important marron gris absence
S211 ISP4 important marron gris absence
ISP5 important marron gris absence
ISP6 important marron blanc, gris brune
ISP7 important marron jaune brune
ISP1 moyenne oronge oronge absence
1SP2 importante orange orange absence
3386 ISP3 ab_sence absence absence absence
ISP4 faible orange orange absence
ISP5 absence absence absence absence
ISP6 moyenne oronge oronge brune
ISP7 faible orange jaune absence
ISP1 moyenne orange orange absence
1SP2 importante marron orange absence
ISP3 moyenne marron orange absence
S403 ISP4 faible orange orange absence
ISP5 faible orange orange absence
ISP6 moyenne orange oronge absence
ISP7 faible orange oronge absence
ISP1 importante marron oronge absence
1ISP2 importante marron marron marron
ISP3 faible oronge oronge absence
S417 ISP4 faible jaune jaune absence
ISP5 faible jaune jaune absence
ISP6 important oronge oronge absence
ISP7 faible marron oronge absence
ISP1 moyenne Jaune jaune gbsence
- - jaune
1SP2 importante Jaune jaune
absence
ISP3 absence absence absence b
S418 ISP4 absence absence absence absence
- - absence
ISP5 moyenne jaune jaune
. : . absence
ISP6 importante jaune jaune
. : . absence
ISP7 importante jaune jaune
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Suite de Tableau 07

Résultats et Discussion

N° de Souche | Milieu | Croissance MS MA P
ISP1 moyenne Blanc blanc absence
1SP2 importante blanc beige absence
ISP3 faible jaune blanc absence
S419 ISP4 moyenne jaune blanc absence
ISP5 moyenne blanc beige absence
ISP6 faible blanc blanc absence
ISP7 faible blanc beige absence
ISP1 faible importante blanc blanc absence
ISP2 mo ennep blanc blanc absence
ISP3 moyenne blanc blanc absence
$S428 ISP4 oy jaune blanc absence
faible :
ISP5 imoortant jaune blanc absence
ISP6 faigle blanc blanc brune
ISP7 blanc blanc absence
ISP1
1SP2 Moyenne oronge oronge absence
1SP3 moyenne marron marron absence
faible oronge orange absence
ISP4 .
S429 1SP5 faible oronge oronge absence
1SP6 faible oronge oronge absence
moyenne jaune jaune jaune
ISP7 : /
faible oronge oronge jaune
ISP1
1SP2 moyenne orange orange absence
1SP3 moyenne marron marron absence
1SP4 faible oronge oronge absence
S431 1SP5 faible absence absence absence
1SP6 faible oronge oronge absence
important oronge oronge absence
ISP7 .
faible marron marron absence
S ORI orange orange absence
1SP2 importante J g .
marron marron claire absence
ISP3 moyenne .
marron marron claire absence
ISP4 moyenne .
S430 marron jaune absence
ISP5 absence
1SP6 moyenne absence absence _ absence
1SP7 faible marron marron claire brune
marron marron claire absence
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111.3.Etude des caractéres physiologiques

111.3.1.La croissance a différentes températures

Résultats et Discussion

Les résultats de croissance a différentes températures de 13 isolats d’Actinomycétes

étudiés sont résumés dans le tableau 08.

Tableau 08: Les résultats de test des croissances des 13 isolats a différentes températures

Température
N° de 4C° 25C° 30C° 37Ce 44C°
Souche
S129 a - + ++ ++ +/-
S129 b - + ++ +/- +/-
S171 - ++ +++ ++ +
S211 - ++ +++ ++ +
S386 - + ++ ++ +/-
S403 - + ++ ++ +/-
S417 - + ++ ++ -
S418 - + ++ +/- -
S419 - +/- ++ +/- -
S428 - +/- ++ ++ -
S429 - +/- ++ + -
S430 - +/- ++ + +/-
S431 - + ++ +/- +/-

(-): Pas des Croissance, (+/-): Faible, (+): Moyenne, (++): Importante, (+++): tres
Importante

Selon les résultats exprimés dans ce tableau, nous avons discerné une meilleure
croissance a température 30 C°, essentiellement les souches S171et S211 caractérisées par une
croissance tres importante qui se traduit par un développement plus important du MA, tandis
qu’elle est moyenne a 37 C° et pour d’autres, elle est importante comme S386et S403 mais elle
est faible @ 44 C °, sauf que les souches S417, S418 ,S 419, S428, S429 ne se développent pas a
cette température ; ainsi, on a constaté une absence totale de leur croissance a 4C° (Planche 4).
Ces résultats sont analogues a des notions mentionnés dans le travail de Smaoui, 2010 qui
consistent a ce que les Actinomycetes qui croient a des températures comprises entre 30 et 40°C
sont des Actinomycétes mésophiles (Kitouni,2007) et les thermophiles (Leveau et Bouix,
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1993 ) se développent a une température de 55°C, a partir de cette comparaison, on peut dire,

que nos isolats sont des Actinomycétes mésophiles (30 a 37°C).

S428 T30C® S129a T30C°

e

S419 T37C° S429 T37C° S129aT37C°

-

S403 T25C°

$120b WRC S211T 44C°

Planche 4: Photos du test de croissance a différentes températures.
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111.3.2. La tolérance a différentes concentrations de NACI

Résultats et Discussion

Tableau 09 : Résultats de test des croissances des 13 isolats a différentes concentrations de NaCl

% aux 14 jours
N° de Na Cl (0%) Na Cl Na Cl (5%) | Na Cl (7%) | Na CI(10%)
Souche (2,590)
S129 a +/- +/- +/- - -
S129 b +/- +/- +/- +/- -
S171 ++ ++ ++ ++ +/-
S211 ++ ++ ++ ++ +/-
S386 +/- +/- - - -
S403 + + +/- +/- -
S417 + +/- +/- - -
S418 ++ ++ + + +/-
S419 + - - - -
S428 ++ + + +/- -
S429 ++ ++ + +/- -
S430 + + +/- - -
S431 + + + - -

(-): Pas des C, (+/-): Faible, (+): Moyenne, (++): Importante

D’apres les résultats du tableau 09, on remarque que tous les isolats se développent sur le
milieu ou la concentration de NaCl est nulle (0%6), ce qui explique que ce ne sont pas des isolats
halophiles (Messaoudi, 2011), et la majorité de ces isolats tolere jusqu'a une concentration de 10
% de NaCl.

Par ailleurs, I’isolat S386 est inhibé par une concentration de 5%, ce qui correspond que
cette souche ne tolére pas plus que 2.5 % de NaCl. (Planche 5).

Les études de Tang et al., (2003), montrent que les Actinomyceétes halophiles extrémes
exigent le NaCl pour leur croissance et capables de pousser a une concentration de (14,63 —
30,4%)
croissance et tolérent (1,77 a 14,63%) de NaCl, donc, lorsqu’on compare ces notions avec nos

NaCl et les Actinomycétes halotolérantes qui n’exigent pas le NaCl pour leur
résultats, on peut supposer que la majorité de ces isolats sont des Actinomycétes halotolérantes
qui n’exigent pas le NaCl pour leur croissance, et certaines tolérent jusqu’a 10% de NaCl, tels
que les isolats S171et S211.
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S211 NaCl 0% S418 NaCl 0%

S429 NaCl 2,5% S418 NaCl 2,5%

S418 NaCl 5%

Planche 5: Photos de résultats du test tolérance a différentes concentrations de NaCl pour
quelques isolats.
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111.3.3.La tolérance a différents degrés de pH

Selon les résultats représentés dans le tableau 10, on remarque que toutes les souches
croient a un pH neutre comme les souches, et la majorité tolére jusqu'a pH(10), (Planche 6).
Il faut noter que tous ces souches ne se développent pas un pH acide a I’exception d’une
souche S171, qui présente une tolérance majeure a pH(3), pH(5) (Tableau 10).
Tableau 10: Résultats de test de croissances des 13 isolats a différents pH

Ne de " pH (3) pH(5) PH(7) PH(9) pH(10)

Souche
S129a - - ++ + v
S129b - - + + +
S171 N + t ++ ++
S211 - . 4 ++ +
S386 _ _ N 5 -
5403 ] ] . T+ N
S417 ) _ ++ =+ -
S418 - - ++ + +/-
S419 - . 4 ++ +
S428 - - ++ ++ ++
S429 - - g o o
430 ) ) N N N
5431 _ _ . T+ N

(-): Pas de croissance, (+/-): Faible, (+): Moyenne, (++): Importante.

D’aprés Wang et al.,(2006), ils citent que les Actinomycetes se comportent comme des
bactéries neutrophiles, et croissent dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8 avec une
croissance optimale a pH neutre ou légerement alcalin, ce qui concorde avec nos résultats : que
la plupart de nos isolats sont neutrophiles et basophiles telles que les souches S129a, S129b,
S431, mais, on peut observer certaines especes acidophiles qui peuvent croitre a des valeurs de
pH compris entre 3 et 5 avec un optimum situé entre 5 et 55: comme la
souche S171.
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S419pH=9 S 418 pH=9

Temoin(-) ~ SL71(+)

oty
$129 pH=7 PRl

Planche 6: Photos des résultats du test de tolérance a différents pH de quelques isolats.
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111.4.Etude de la biodiversité métabolique

Ce travail est réalisé 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 ensemences sur le milieu ISP9 (Boucheffa, 2011).

Ces tests reposent sur la culture des isolats d’Actinomycetes dans des milieux de culture
appropriés pour chaque test (voir matériel et méthode), ce qui permet de déterminer apres, la
présence ou I’absence de I’activité enzymatique pour chaque isolat (Tableau 11).

111.4.1.Résultats d’Hydrolyse de I’amidon : recherche d’amylase

D’aprés les résultats du tableau 11, on observe que 47 % de ces isolats présentent une
activité amylolytique sur le milieu a base d’amidon, apres addition du Lugol, I’apparition d’un
halo clair autour de la colonie traduite par la dégradation de I’amidon comme les souches S171,
S211et S386 (planche 7 a) cela montre que les souches testées possédent une amylase, alors que
I'apparition d'une couleur brune des souches S129a, S129b, S417 signifie que I'amidon n'a pas
été hydrolysé (Kuo et Hartman 1966 ; Chao et Wen, 2007).

111.4.2. Résultats d’hydrolyse de la gélatine

Apres 7 jours d’incubation, I’éclaircissement de la bandelette de film photographique est
apparu chez 77% des isolats, ce qui traduit I’hydrolyse de la gélatine par une enzyme
extracellulaire qui est la gélatinase, (Planche 7b), sauf dans le cas de la souche S418, la couleur
de bandelette ne change pas comme dans le cas du témoin négatif durant la période d’incubation
(Tableau 11). 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 isolées 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.
(Tableaul?).
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111.4.3.Résultats d’hydrolyse de la caséine

Les résultats de ce test apparaissent apres une culture de 7 jours sur un milieu a base de
caséine voir (Matériel et méthode) I’hydrolyse de caséine est témoignée par I’apparition d’une
zone claire autour des colonies (Planche 7 a), qui représente 47 % de ces isolats (Tableau 11).

Ces résultats concordent avec ceux présentés par Gulve et Deshmukh (2011), pour
I’étude des activités enzymatiques des Actinomycétes, ou, ils ont montré que les genres
Streptomyces, Micromonospora, Nocardia, Saccharopolypora possedent une activité
protéolytique, ainsi que les travaux de Kurup et al., (1975) qui montrent la capacité d’une
nouvelle souche d’ Actinomycétes thermophiles & dégrader la caséine (Harvey, 1999).

Dans ce milieu, on remarque que certaines souches produisent des pigments diffusibles,
tel que la souche S211 caractérisé par un pigment de couleurs rose, la S129 a un pigment de
couleur orange (planche 8), Shirling et Gottlieb (1966) recommandent, que ces pigments sont
des substances bioactives produites par les Actinomycetes.

111.4.4.Résultats de test de I’action sur le lait écrémé

Les résultats du Tableau 11 montrent que la coagulation de lait écrémé est apparue chez
54% de ces souches (Planche 7b). Les Actinomycétes sont connu pour la production des
coagulases (Gordon et al., 1974).

111.4.5. Résultat de Test de dégradation des acides gras

La dégradation des acides gras est traduite par I’appariation d’un halo opaque autour de
colonies, ce qui traduit la présence des estérases (Sierra, 1957), elle a été détectée chez 85 % de
ces isolats (Planche 7a), ces résultats ressemblent a ceux présentés par Sztajer et al, (1988) qui
ont montré la production des lipases appartenant principalement chez Streptomyces fradiae et
Streptomyces coelicolor (Hou et al., 1994 ; Alkama, 2014).

Nos résultats montrent également, que parmi les souches qui ont donné un résultat positif,
a savoir les isolats S211 et S171 qui est rattachées au genre Streptomyces posseédent une activité
lipasique (Tableau 11).
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111.4.6. Résultats de test de dégradation des sels de sodium

La dégradation de sel de sodium est notée positivement apres virage de l'indicateur coloré
du vert au bleu ou bleu-vert (alcalinisation) sur le milieu Citrate de Simmons, apreés la durée
d’incubation, 47 % de ces souches comme S171, S417, S419, alors 53 % pour ces souches, le
milieu garde sa couleur (verte) (planche 7b), indique que ces souches ne poussent pas sur ce
milieu, (Gordon et al., 1974) . Ces résultats sont confirmés par le systeme Api 20E ou, on trouve
les mémes résultats Tableau 12.

111.4.7.Résultats de test de production de Nitrate réductase

Les résultats de la réduction du nitrate par les souches d’Actinomycétes testées, figurent
dans le Tableau 11, on constate que 77 % des souches testées présentent une réduction du
nitrate, cette activité est traduite par une réaction colorée en rouge apres I’ajout des deux réactifs
qui sont le nitrate réductase 1 et le nitrate réductase 2, chez les souches S171, S211, S129a,
S129b (planche 7b) (Guérin, 1992), sauf que les deux isolats (S386, S429) n’ont donné aucune
coloration rouge qu’apres I’adition de poudre de Zinc, et sont incapables de réduire le nitrate en
nitrite.

A partir de ces résultats, on peut conclure que la majorité de ces isolats possédent une
nitrate réductase (Planche 7b), en effet, chez Streptomyces, Hopwood (2003) on a montré qu’il
existe trois genes qui codent les quatre sous unités de I’enzyme nitrate réductase, ce qui indique
la capacité des Streptomycetes de croitre dans des conditions microaérobies, donc on peut
rapprocher ces isolats au genre Streptomyces (Tableau 11).

111.4.8.Résultats d’hémolyse : recherche d’hémolysine

D’aprés le tableau 10, On remarque que 46 % de ces souches ont une activité
hémolytique, 38% ont une activité p hémolytique et 8% présentent une zone verdatre de type a
hémolytique (voir matériel et méthode) (Planche7a). Ces résultats sont similaires a ceux
représentés par Guérin et al (1992) qui ont montré que la production de I’enzyme hémolysine

par des souches p hémolytique sont des Actinomyces pyogenes.
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Tableau 11 : Résultats de tests de la biodiversité métabolique des 13 isolats

. Citrate
Test : Caséine- Lait Estér-ase | de ISP8 | Hém- | Gélat- Témoin- | Gluc- Arab- Fruct- Gala- | Man- . Sorb- | Xylul- Cellu-
Amidon écrém - | . < oatif . itol Ribose | : | |
N° Souche ase p Simmon | BN olyse | inase négati ose inose ose ctose | nito ito ose ose
S
S129a - P - + - + ¥ + - + + + - + + = = +
S129b - - - + - + v + - + - - - - + - - +
S171 + p- r:-)uge + + + + Y + - + - + + + + - + +
S211 + p ::ose + + + + Y + - + - + + + + - + +
S386 + - - - - - B + - + - + - - - - - +
S403 - - + + - + B + - - - + - + - - - -
S417 - - + + + + ¥ + - + - + - + + + + -
S418 + + + + - - ¥ - - - - - - - - - - -
5419 + + - + + + ¥ + - + - - - - + - + -
S428 + - + - - + o - - + - - - - - - + -
+
5429 i P :orange * * ) ) B * ) * * ) ) * ) ) ) )
+

S430 - Pmarron - + + + B + - - + + + + - - + -
S431 = + = + + + B + = + = + + = = = + =

(-): Absence, (+) : Présence, (a): Verdatre, (p):Claire, (7): Absence, (P) : pigmentation
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Test Casiénase Test amidon
S418(+) | |

AST71(+)
S429(+) ]
=ity S430(+)

Test d’hémolyse

S 428(+)¢5. $429 (+)
S211(+)
S431(+)

S429(+) LG

Test de degradation des sucres

431 Xxylose
S428 Arabinose

S428 glucose

Planche7a: Photos des résultats de différents tests métaboliques.
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Test de I’action sur lait écrémé Test de citrate de simonce

S171(#) Temoin()  431(+) Temoin()  S403(¥) Temoin()

Temoin (-) S428 (+) S417 (+) Temoin (-) S429 (+) Temoin (-)

Teste de Bouillon Nitrate Test de gélatinase
I I I S211 (+) Temoin () S403 (+) Temoin (-) $403 (+) Temoin (-)

S418 (+) Temoin(-) S428(+) Temoin(-) S211(+) Temoin(-)

Test cellulase

-3l

Temoin S171

Planche 7b: Photos des résultats de différents tests métaboliques.
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111.4.9.Résultat de test d’utilisation des composés glucidique

D’aprés le tableau 11, on remarque une absence de croissance en milieu (ISP9) a
concentration des glucides 0 %, ce qui correspond au témoin négatif, par ailleurs 78 % des
souches des Actinomycetes utilisent le glucose comme source de carbone, ce qui correspond au
témoin positif, et la majorité de ces isolats présentent une croissance moyenne, voir importante,
sur le milieu a base de Fructose, Ribose, Mannitol, xylose et Galactose.

La croissance des isolats S171, S211 en présence de différentes sources carbonées, a
démontré leur capacité a assimiler la plupart de ces glucides, cependant les souches S430, S431,
S428 ont poussé seulement en présence de trois glucides a savoir : le galactose, xylose
Fructose. Tous les isolats n’ont pas poussé sur le milieu a base de sorbitol a I’exception de la
souche S417 (Planche 7a).

Les résultats de tableau 11, montrent que 39 % des souches d’Actinomyceétes se
développent sur la bandelette de papier Wattman, ce qui explique que ces isolats présentent
une activite cellulolytique (Planche 7b).

Il faut noter que ces tests sont confirmés et complétés par le systeme Api 20E, les
résultats de galerie biochimique sont reportés dans les tableau 12, qui montre que la plupart des
isolats des Actinomycetes, ont la capacité de produire certains types d’enzymes, essentiellement
la gélatinase (Planche 8) ; ainsi on résulte que ces isolats ont utilisé les sucres comme une
source de carbone de facon différente, ce qui est analogue a des résultats obtenus précédemment
(Planche7).

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’Actinomyceétes
sont capables d’utiliser des différentes sources carbonées et produisent certaines enzymes
nécessaires pour leur métabolisme. Ces enzyme ont été utilisées dans plusieurs domaines en
biotechnologie comme dans les industries alimentaires, I’industrie du textile, la bioconversion

des déchets cellulosiques (Ando et al., 2002 ; Sukumaran et al., 2005).
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Tableau 12: Résultat de I’ Api 20E pour les enzymes produites par les 13 isolats

Résultats et Discussion

Paramétre
ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H,S | URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
S 129%a - - - - - - - - - - |+ + + + - = = + = +
S 129b + - - - - - + + - - |- + - - - - - - - -
S171 - - - - + - - - - - |+ + - - = = 5 5 5 -
S211 - - - - + - - - - - |+ + - - - - - - - -
S 386 - - - - - - - - - - |+ + = = = = = = = -
S 403 - - - - - - - - - - |+ - + - - - - - - -
S 417 - - - - + - - - - - |+ + + - - + 5 5 5 5
S 418 - - - - - - - + - - |- - - - - - - - - -
S 419 - - - - + - - - - - |+ + = = = = = = - -
S 428 - - - - - - - + - - |- + - - - - - - - -
S 429 - - - - - - - + - - |+ + + + + + + + + +
S 430 - - - - + - - - - - |+ - + - - - - - - +
S431 - - - - + - - - - - |+ + = = = = = = - -
%odes testes 7% 0% | 0% | 0% |46% | 0% | 7% | 40% | 0% [0% | 77% | 77% | 38% |[15% | 7% | 15% | 7% | 15% | 7% | 23%
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S 403

Planche 8 : Photos des résultats de systeme Api 20E des quelques isolats.

111.5. L’identification numérique

Les résultats de I’identification numérique sont représentée sous forme d’un Dendrogram
(Figure 12) , ce dernier illustre la relation entre les isolats d’ Actinomycétes ordonnées,
regroupées en fonction de leur similitude en quatre classes : chaque classe se caractérise par des
propriétés métaboliques et des aspects morphologiques similaires entre eux, ce qui les
rapprochent dans le méme genre d’ Actinomycétes comme , La classe 1 : qui est composée de 7
souches (5431, S430, S386, S418, S403, S129b, S129a) déterminées comme des
Micromonospora, , la classe 3 regroupe : (S171,5211,S417), sont rapprochés aux genres des
Streptomyces, alors que la classe 2 : contient 2 souches (S428, S419) et la classe 4 regroupe
seulement la souche S429, ont des caractéres différents des autres groupes. Ces tests confirment

les résultats obtenus lors de la caractérisation phénotypique.
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$43]
$430
5386
Gassel | o5
5403
5129a 1
$129b
$428
$419
$21] =
5171

417
Cassed | o5

54 17% B 03% 74.00% §4,07% 54.03% 17% 1%
Similari € [Coe ficizntde Pearion)

Figure 12 : Dendrogramme représentatif de similarité des isolats d’ Actinomycetes

111.6. Résultats d’identification des bactéries-test

Pour les bactéries test d’origine clinique la lecture s’effectue apres une période d’incubation
(24 heures), on effectue la lecture des Api 20E ensemencés, a base de tableau de référence (voir
annexe), on détermine le profil numérique spécifique pour chaque souche, ces résultats sont
consultés par un logiciel d’identification.

Les bactéries-tests sont identifiées comme suit: IC 1 : Morganella morganie, IC 2 :
Proteus mirabilis, IC 3 : Entérobacter cloacae, IC 4 : Serratai oderifera 1, IC 6 : Serratai ficarai
1, IC7 : Serratia ficaria IC 8 : Citrobacter koseri, IC 9 : Serratai oderifera 1, IC10 : Klebsiella
terrigena, IC 11 : Entérobacter sakazakii, IC 14 : Klebsiella ornthinolytic, 1C 15 : Serratai
oderifera 1(Planche 9) (Tableau 13). Mais les souches IC3, IC5, IC12 ont été préalablement
identifiées commes des Pseudemenas.sp.
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Proteus mirabilis

Serratai oderifera 1

Citrobacter koseri

Klebsiella ornthinolytic

Planche 9 : Photo des résultats du systeme Api 20E des Bactéries-tests.
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Tableau 13: Résultat de I’ Api 20E pour les bacteries-testes

Les paramétres ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H,S | URE | TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY | ARA identification
IC1 - + + + - - + + + - + - - - - - - - - - Morganella morganie
1C2 - + + + + - + + - - + + - - - - - + - - Proteus mirabilis
1C4 + - + + - - + + + - + + + - + + + + + - Serratai oderifera 1
1C6 + - - - - - - - - + + + + + + + + + + + Serratai ficarai 1
IC7 - - - - + - - - - - + + + - + + + + + + Serratia ficaria
1C8 + + + + + - - + + - + + + + + + + + + + Citrobacter koseri
1C9 + + + + + - + + + - + + + - + + + + + + Serratai oderifera 1
1C10 - - + - - - - - - - - + + + + + + + + + Klebsiella terrigena
1C11 + + - + + - - + - - + + + + + + + + + + Entérobacter sakazakii
1C14 + - - + + - + + + + - + + + + + + + + + Klebsiella ornthinolytic
Serratai oderifera
1C15 - - - - - - - - + + + + + + + + + + + + 1
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111.6. Résultats des tests d’activités

L’activité antibactérienne de nos souches, a été mise en évidence par la technique des
cylindres d’Agar, cette technique nous a permis, de détecter I'effet inhibiteur des souches
d’Actinomycétes envers les bactéries-tests utilisées (Tortora et al., 1979), la faible
concentration de I’inoculum des bactéries-tests reconnue aussi comme un des facteurs
intervenant dans I’augmentation de la sensibilité de la technique (Brook et al., 1995). Dans le
but d’accroitre encore la sensibilité de la détection, une pré-diffusion des molécules actives dans
la gélose ensemencée, a été favorisée par un séjour d’une heure a 4° C avant I’incubation comme
le préconise (Totora et al., 1979), ces tests d’activités nous permettent également de faire un
criblage sur les souches productrices des biomolécules et sur le meilleur milieu de production
pour cela, les souches d’Actinomycetes ont été cultivées dans différents milieux de production
(milieu ISP2, Bennet et GYEA).

Les résultats de ce teste montre une absence d’une activité inhibitrice des souches
d’Actinomycétes vis-a-vis des bactéries-testes , durant le 3eme jour , mais on remarque que ces
isolats d’Actinomycétes commencent leur production des molécules bioactives a partir du 7éme
jours jusqu'a de 10éme jours (tableaul4), notamment la souche S171 qui semble étre la
meilleure en ce qui concerne son activité pour les trois souches de bactéries tests a Gram positif :
Microcoques luteus ATCC, Staphylococcus aureus ATCC 25293 et Staphylococcus,sp (1C13), et
deux souches bactériennes & Gram négatif Serratia ficaria (IC7) , Entérobacter sakazakii (1C11)
, avec des diametres d’inhibition variables d’un milieu a un autre, ce qui laisse supposer, que cet
isolat qui est rattaché au genre Streptomyces produit une variété de molécules bioactives.

L’isolat S211 a une forte activité inhibitrice contre Serratia ficaria (IC7), E.coli ATCC
25422, Microcoques luteus ATCC, Staphylococcus aureus ATCC 25293, cette production est
plus importante sur le milieu de Bennet ainsi, cet isolat produit sur le milieu GYEA une
molécule de faible activité vis-a-vis de la bactérie-test Citrobacter koseri (1C8).

Les isolats S419, S430, ont une activité antibactérienne contre Staphylococcus.sp (1C13) ,
Staphylococcus ATCC, Morganella morganie (IC1), Proteus mirabilis (1C2), Serratia oderifera
1(1C4), mais I’isolat S430 cultivé sur ISP2 est le plus actif, car les diametres des zones
d’inhibition sont plus importants de ceux de la souche S419 qui produit moins sur le milieu
Bennet, ce qui suppose que la souche S430 a une forte concentration de molécules bioactives
libérées, ou forcement des molécules de structures chimiques différentes puisque ces molécules
sont produites dans des milieux différents (ISP2 et Bennet) (Koch, 1999).
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En outre, les résultats de ce screening montrent aussi une activité antimicrobienne des
isolats S417, S418, S403, 129b vis-a-vis des trois Bactéries-tests : comme les isolats S417,
S418 qui présentent un spectre d’activité contre Citrobacter koseri, Staphylococcus.sp (1C13),
Micrococcus luteus ATCC le plus important sur le milieu Bennet, d’un autre coté, les différents
isolats S428, S386, présentent une activité contre seulement 2 bactéries-tests qui sont
Citrobacter koseri (IC8), Klebsiella terrigena (1C10). Cependant la souche 129a, n'est active que
contre Staphylococcus.sp (IC13), et la souche S429 cultivée sur ISP2 a une activité inhibitrice
contre E.coli (planche 10).

Les résultats ont prouvé que cingq isolats d’Actinomycétes ont une activité contre
Micrococcus luteus avec une zone d’inhibition qui se situe entre 20 et 30 mm de diametre, les
travaux de Fourati-Ben Fguira et al., (2005), ont montré que les Streptomyces isolés du sol
d’Oasis Tunisien, possédent une activité inhibitrice entre 21 et 32 mm sur ce germe.

On constate également que dix isolats des Actinomycetes ont une activité antibactérienne
contre Staphylococcus.sp (IC13) d’un diamétre d’inhibition variant de 15 a 30, cela concorde
avec les résultats d’Aouiche et al., (2011), qui ont démontré que I’isolat PAL111 qui est proche
phylogénétiquement de I’espéce streptomyces ambofaciens a une activité contre Staphylococcus
aureus ATCC 25293 avec un diametre 18 mm.

La souche a Gram négatif, E. coli ATCC présente aussi une résistance a I’exception de
deux Souches d’Actinomycétes S403, S429, S430 avec des zones d’inhibition respectivement de
15 et 20 mm, des résultats similaires sont mentionnés par Sahin et Uéur (2003) ou deux souches
parmi les 15 souches de Streptomyces isolées du sol, sont actives avec des zones d’inhibition
entre 10 et 20 mm de diameétre, le méme résultat est rencontré dans les travaux d’Oskay et al.,
(2004) ou, sur un total de 17 souches d’actinomycetes isolées du sol de Turquie, seulement deux
souches étaient actives sur E. coli, avec des diametres d’inhibition entre 15 et 26 mm, en effet,
les bactéries a Gram positif apparaissent plus sensibles aux molécules bioactives des
Actinomycetes en comparaison avec les bactéries a Gram négatif, ceci a été également constaté
par (Hasavada et al., 2006 ; Atta et al., 2009) .

Aucune activité n’a été observée pour la bactérie-test Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, en effet, les travaux de Sahin et Uéur, (2003), confortent nos résultats, de méme ;
Boudjella et al. (2006) ont remarqué une absence d’effet de la souche Streptosporangium sur P.

fluorescens.
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Tableau 14 : Les résultats de test d’activité des 13 isolats d’actinomycetes contre 22 souches

les souches

Actinomycete

Morganella
morganie (1C1)

Porteus
mirabilis(1C2)

Pseudomona
s.sp 1(1C3)

Serratai
oderifera 1(1C4)

Pseudomon
as.sp 2(IC5)

Serratai

ficarai
1(1C6)

Serratia
ficaria (1C7)

Les milieux

| B G

| B | G

I ' B| G

| B G

| B |G

I | B

G

S129%a

S129b

- +++++

S171

S211

- +++

S386

S403

- +++

S417

S418

S419

S428

S429

S430

S431

++++++ -

(-):Resistance, (+): Sensible, (0-5 mm): +, (5-10mm): ++, (10-15 mm):+++, (15-20mm) ++++, (20-30 mm):

++++++, (30-40mm): +++++++
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Suite de Tableau 14

souche

ctinomyceéte

Citrobacter
Koseri (1C8)

Serratai
oderifera
1(1C9)

Klebsiella
terrigena(1C10)

Entérobacter
sakazakii(1C11)

Pseudomona.
sp 3(1C12)

Staphylococcus.

Sp(IC13)

Klebsiella
ornthinolytic
(IC14)

Serratai
oderifera
1(1C15)

Les milieux

1B |G

| B G

| B G

| B

G

Il  B| G

I B|G

S129%

+++ | - -

+H+++ |

S129b

++++

P R

S171

++

- +++

+H++++

S211

++

S386

++

++ | - -

+H+H++++ -

S403

++ -

S417

++++

++ +H++++

S418

++

b -

S419

S428

S429

S430

++++

S431

++ | ++ -

- +++

++++

(-):Resistance, (+): Sensible, (0-5 mm): +, (5-10mm): ++, (10-15 mm):+++, (15-20mm) ++++, (20-30 mm): ++++++, (30-40mm): +++++++
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Suite de Tableau 14

souche

Staphylococcus Staphvl P._aer Bacillus.

E.coli E. coli aureus S;aupreﬁ:coccu ugla?os Micrococeus luteus Subtilis E.Coli
ATCC25422 ATCC 25293 ATCC43300 ATCC ATCC663 | DH5a

. \ 27853 3

Actinomycete

Les milieux | B | B | B | B [G|I|B | B Gl1 | B|G I/ BG
S129a - - - - - - - - - -] - - - - - - -
S129b = = = = = = = = s | = = = ++++++ | - | - s |el =]l
S171 - - - - +++ |+t - - - -] - - tH+++ |- - - - -] -] -
S211 - +++ - - - ++++ - - - |- - - ++++++ |- - | - |- --]-
S386 - - - - - - - - - -] - - - - - - -
S403 - - - +++++ - - - - - | = = - - = = === =
S417 - - - - - ++ - - - -] - - - - - -
5418 +++ - - - - - - - | -1-1- - - -1 - 1-1-1-1-
S419 - - - - - - - +++ | - | -] - - - -1 - -] -
S428 - - - - - - - - - - - - - - - -]
S429 - - +++++ ++ - - - - - -] - - - -1 - -] -
S430 - - - ++ - - ++ - | -1-1- - - -1 - 1-1-1-1-
S431 - - - - - - - - - -] - ++++ - -1 - -] -

(-):Resistance, (+):

Sensible, (0-5 mm): +, (5-10mm): ++, (10-15 mm):+++, (15-20mm) ++++, (20-30 mm): ++++++, (30-40mm): +++++++
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EColiDHSa(GEEAL

Micrococcus luteus (ISP2)

Mierococeus luteus (Bennet) Micrococcus luteus (Bennete )

Serratia ficaria (1SP2) Staphylacaccus sp (ISP2) Saphylococcus sp(GYER)

Planchel0 : Photos des résultats de test d’activité.
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Suite & I’ensemble des tests réalisés, les milieux de Bennet et GYEA sembles les
meilleurs milieux de production cependant, I’efficacité du milieu Bennet dans la production
d’antibactériens, a été prouvée par plusieurs chercheurs tels que Awad et al. (2009). Ce
milieu donne des diametres d’inhibition importants bien qu’ils renferment des composés
complexes comme I’extrait de levure connu dans la littérature comme une source d’azote
adéquate pour la production d’antibiotiques par les Streptomyces (Pandey et al., 2005 ; Zhu
et al., 2007).

Les souches d’Actinomycétes ont une activité qui differe d’une souche a une autre,
d’un milieu de production a un autre, et également d’une bactéries-test a une autre, ces
variations de résultats s’expliquent par le fait qu’une bactérie Actinomycétale peut produire
plusieurs types de molécules antibactériennes dont la nature dépend de la composition et la
concentration des composants du milieu de culture (Boughachiche et al., 2005), ceci
concorde avec les résultats précédents, ces isolats appartiennent a différents genres, ce qui
explique la variabilité des molécules produites.

Nos résultats indiquent que les isolats d’actinomycétes étudiés dans notre travail, sont une

source potentilles intéressantes des substances antimicrobiennes
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Les objectifs essentiels de ce travail étaient la mise en évidence de la biodiversité
métabolique secondaire biologiquement active de treize isolats d’Actinomycetes qui
proviennent d’une collection du laboratoire de la Microbiologie appliquée de I’'Université de
Badji Mokhtar Annaba.

Dans ce travail Nous sommes intéressés aux aspects phénotypiques
(macromorphologiques et micro-morphologiques), physiologiques, et essentiellement la
biodiversité métaboliques. Les caracteres phénotypiques montre que tous les isolats sont des
bactéries Gram positif, présente un aspect filamenteux caractéristique des Actinomycetes
(Kitouni et al., 2005), Ainsi on a pu constaté une diversité culturale sur la gamme des
milieux ISP qui est apprécier par la couleur de Mycélium arein et Myceélium de substrat
aussi la présence ou pas des pigments solubles (Prescott et al., 2003).

A partir des études physiologiques, on résulte que la plupart des isolats sont
mésophiles, halotolérants et neutrophiles. Les résultats des études métaboliques a révélé le
pouvoir de biodégradation de différents molécules par certain isolats étudie qui possedent
une activité cellulolytiques, amylolytique, on la capacité de dégradé le Amidon, le Caséine,
la gélatine ...etc.

L’étude de I’activité microbienne des nos isolat a déterminer que la majorité des
souches ont la capacité des produire quelque molécule active contre certain Bactéries-tests,
esserntiellement le Micrococcus luteus ATCC, Staphylococcus aureus ATCC 25293, le E.coli
ATCC25422 et Citrobacter Koseri ...etc.

Ces résultats on permet de rapproché certain isolats des actinomycétes aux genres de

Streptomyces et Micromonospora.

Dans ce travail on peut conclure que les isolats des Actinomycétes présent une large
diversité métabolique.
En perspective, il serait intéressant de :
- Recherche et étudier I’activité antibactérienne sur une gamme plus large des
Bactéries-tests, et on appliquant différents méthodes tels que la technique des puits, la
Technique des stries croisées.

- Recherche et mise en évidence de I’activité antifongiques vis-a-vis des



Champignons et des levures pathogénes comme Aspergillus niger, Candidas albicans...etc.

Faire un screening sur les souches les plus active on vu de leur utilisation
pour I’extraction des métabolites secondaire.

Completer les études des activités de biodégradation pour différents source de
carbone.

L’extraction et la purification des molécules bioactive

Identifications moléculaire des isolats ont étudié, par séquencage des genes codant

L’ARN16s.
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ANNEXE

I. Les milieux des cultures
1. Les compositions des milieux utilisés pour I’étude morphologique des actinomycetes

1.1. Les milieux ISP

ISP1

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

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

Agar ........c.ce........20g

H20 distillée ........ 1000ml
PH:7.0a7.2

ISP 2

Extrait de levure.................... 49
Extrait de malt................10g

Agar......209

H20 distillée................ 1000ml
PH:7.2

ISP 3

Solution d’avoine ....................1000ml
Solution saline standard.................. iml

L’ISP 4
Amidon ..........................10Q
K2HPOA ..., 1g



Agar. ..o 20g
PH:7.0a74

L’ISP 5
Glycérol.................. 10g
L-Asparagine.............1g

K2HPO4 ......... ... 1g
Solution saline standard.................1ml
H20 distillée .......................1000mlI

Agar. .....................200
PH:70a74

L’ISP 6

Peptone.........cccccce.. 20g

Extrait de levure.............oo i 19

Citrate ferrique ammoniacal........................ee 0.5¢

K2HPO4 ...............1Q
Thiosulfate de sodium ..........0.08g
Agar. ...........15¢

H20 distillée.................... 1000mi
PH:7.2

L’ISP 7

Glycérol ........15¢
L-Tyrosine......0.5g

L-Asparagine ......1g

KH2PO4 ............0.59

MgSO4, 7H20 ......0.5g
NaCl........0.5¢

FeSO4 7H20................0.01g
Solution saline standard...........1ml

H20 distillée..........cccvvvvennnn.. 1000ml
PH:7.2



2. Composition des milieux utilisés pour I’étude physiologique
2.1Test Tolérance au Na Cl

Peptone de caséine...........cccoovevennnnne. 10g/1
Extrait de levure..............cooeeen. 5.0g/1
H20 distillée ..o, 1000ml
Agar........ooeiiiiiinnnn, 20.0g/1

PH:70a74

3. Composition des milieux utilisés pour I’étude de la biodégradation
3.1Milieu amidon 1%
GN..........oeeevn...100ml

Amidon ..................1g

3.2Milieu caséine 5%

Eau distille................... 100ml

Agar ... 29

Caséine soluble ..., 59
PH:6a6.5

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

Lait écréme.........................10¢g

3.4Muilieu de test d’estérase
NaNOS.......cooeiii e 10
Extrait de levure ..........................5Q
Solution saline ......50ml
CaCl22H20.......................0.1g
Tween80..........cccevvvvvevnenn ... 10ml
Agar ... 180

Eau distille.........................1000mlI
3.5Citrate de Simmons

Citrate de SImmons................coveeeee. 28.29g
Eau distillée ........... 1000ml

PH:64a6.2

3.6bouillon nitrate « ISP 8 »

Bouillon nitrate ...................... 219



Eau distillée..............ccoeeevennn, 1000ml
PH:7.2a72

3.7 ISP 9 liquide
(NH4)2S04...................... 2.64g
KH2PO4...............v...ee.l...2.38g
K2HPO4..........................5.65Q
MgSO4.7H20.......cc.cco...... 19

Solution saline 2.............. iml

Eau distillée...............cceneeni. 1000ml

PH:6.8a7

3.8Milieu Mueller-Hinton

Infusionde viande ................oocei i, 300g
Hydrolysat de caséine ........................ 17.5¢

Amidon ..o 159

Agar ... TG

PH:74

3.9Gélose 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)............ 109
Peptone de coeur (bovin ou porcin) ........... 39

Amidonde Mais ..........covev i 19

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

PH:7.3

4. Composition des milieux utilisés pour I’étude de la bioactivité
4.1 Milieu Bennet

Glucose ..........cevevveeenn.... 109

Extrait de levure................. 19

Treptone..........c.cccvvveeennn 29

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

Agar......................18¢g

Eau distille ............. 1000ml



PH: 7,3

4.2 Milieu GYEA

Extrait de levure ................109
Glucose.....................10g
Agar......................18¢g

Eau distille ............1000ml

PH: 6,8

4.3Milieu LB solide
Treptone ........... 109
Extrais de levure .......... 5¢
NaCl............. 109
Agar...................200
Eau distilles ......... 1000ml
PH: 7.2

4.4Milieu LB mole

Trepton ...............40
Extrais de levure ............. 29
NaCl.........oeennnn20
Eau distille ............800ml
PH:7.2

4.4Milieu LB Liquide
Treptone ........... 109

Extrais de levure .......... 5¢

PH:72

Il. Les solutions et Réactifs

1-Solution saline standard
K2HpOA4.....ccoiiiii 20,259
MgS04 7TH20........c.ccoiii ... 0,125
NaCl...... 0.125¢g

FeSo4 7H20......0.001g
MnSO4........................0.001g

Eau distille ..................50ml



2-Solution salinel

FeSo4 7H20..............0.1g

Mn CI2 4H20.............0.1g

ZnS0O4 7TH20.............. 0.1g

Eau distille...............100ml

3-Solution saline 2

CuSo4 7H20.....................0.64 g

FeSo4 7H20................0.11¢g

Mn CI2 4H20............ccoen. 0.799

ZnS04 7H20......................0.15g

Eaudistille ............coeveeiiinniin 100ml

4-Eau physiologique

NaCl..oonennnn. 8540

H20 distillée.................1000 mi

5-Solution d'avoine

Faite bouillir 20g d'avoine dans 1000ml d'eau distillée pendant 20 minutes.
Filtrer a l'aide d'une gaze. Compléter le volume du filtrat a 2000 ml.



111 . Technique de Utilisation de I’Api20E

GN inclinée

Réaliser une suspension laiteuse.

Inoculer APl 20 E

v

20 (00.000.0000 00000000080

ONPG ADH LDC ODCICITH2S URE TDAIND VB |GELGLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA

Incuber 18 a 24h a 35 a 37°C.

Addition des réactifs

TDA : TDA
IND : IND

ﬁ VP : VP1+VP2
NIT : NIT1+NIT2
Zn

|

Lecture

Figure 13 : Mode opératoire du systeme API 20 E.



Tableau 13: lecture du systeme API 20E

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS (mgieup) REACTIONS/ENZYMES
’ NEGATIF POSITIF
lactosidase
2-nitrophényl-BD- B-ga
ONPG 0,223 | (Ortho NitroPhényl-8D- incolore Jaune (1)
galactopyranoside Galactopyranosidase)
ADH L-arginine 1,9 | Arginine DiHydrolase jaune rouge / orangé (2)
[V o} L-lysine 1.9 | Lysine DéCarboxylase Jaune rouge / orangé (2)
oRc L-omithine 1,8 | Omithine DéCarboxylsse jaune rouge / orangé (2)
IQITI trisodium cltrate 0,758 | utlisation du CiTrate vert pale / jaune bleu-vert / bleu (3)
HaS sodlum thiosulfate 0,078 | production d'H28 incolore / grisatre dépot noir/ fin Hisend
URE urée 0,78 |UREase jaune rouge / orangé (2)
' IRA /immediat
TDA L-ryptophane 0,38 | Tryptophane DésAminase jaune manon-rougotre
v incolore rose
IND Lryptophane 0,18 | production d'INDole vert pale / jsune
roduction d'acétor *
production d'acétoine
Lvel sodium pyruvate 19 (Voges Prosksuer) incolore rose / rouge (5)
gélatine :
LQEL| (origine bovine) 0.8 | Gélatinase (GELatine) non diffusion diffusion du pigment noir
GLU D-glucose 19 :.GTJSJ:E‘))%OW“W‘ bleu / bleu-vert jauns / jaune gris
MAN D-mannitol 19 :&Tﬁ:}ﬂf ?4; oxydation bisu / bleu-vert jaune
INO inositol 1.0 ffr%".ﬁg;'?f)/ Cocycaston bleu / bleu-vert jaune
fermentation / oxydation . .
SOR D-sorbitol 1,? (SORbHol) (4) bleu / bleu-vert jsune
RHA L-thamnose 19 :;“,}‘:::m‘,’(g;‘y‘“”“ bleu / bleu-vert jaune
SAC D-ssccharose 19 :;’A“g:,::‘:g:.’) ‘;f)y‘"""“ bleu / bleu-vert jaune
fermentation / oxydation '
MEL D-maliblose 19 (MELibioss) (4) bleu / bleu-vert jaune
AMY amygdatine 0,57 :;",;‘33“,‘.‘,';‘;)’ (°"‘)V""'°" bleu / bleu-vert jaune
fermentation / oxydation
ARA L-arabinose 1.8 (ARAbinose) (4) blsu / bleu-vert jaune
(o8 (voir notice du test oxydase) cytochrome-OXydase {voir notice du test oxydase)




