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Introduction

Les maladies infectieuses sont responsables d'un grand nombre de déces chaque
année, particulierement chez les enfants et les jeunes adultes. A titre d’exemple, six
maladies, dont la tuberculose, les maladies diarrhéiques et les infections respiratoires,
ont été responsables de pres de 90% de cas de déces au niveau planétaire en 1998
(OMS, 1999). Malgré les avancées scientifiques ayant permis de controler de
nombreuses maladies infectieuses grace aux antibiotiques, de nouveaux défis se posent

continuellement en infectiologie (Kitouni, 2007).

Depuis l'introduction des premiers agents antibactériens tels que la pénicilline et
les sulfamides, les bactéries ont constamment évolué pour s'adapter a notre utilisation
massive d'antibiotiques. Cette pression de sélection s’est vite reflétée sur I’émergence
de bactéries pathogenes résistantes aux traitements antibactériens a 1’échelle mondiale
et continue a peser lourd sur les bilans des déces au niveau des établissements de santé
(Macagnan et al, 2006). L’émergence continue de la résistance aux molécules
thérapeutiques actuelles obligent les scientifiques a continuer la recherche et le

développement de nouvelles molécules a effet antibiotique.

Le développement des agents antibactériens passe, soit par une synthése chimique
au laboratoire, soit par une purification a partir d’'une source biologique. En effet,
certains microorganismes produisent, comme métabolites, des molécules ayant la
capacité d’inhiber ou d’arréter la croissance des autres microorganismes environnants.
Ces microorganismes ont longtemps constitué une source importante d’antibiotiques
d’origine naturelle (Newman et Cragg, 2016). Parmi ces microorganismes, les
actinomycetes sont le groupe le plus important en termes de production de composés
bioactifs. Elles synthétisent environ les deux tiers de tous les antibiotiques d'origine
naturelle actuellement utilisés en médecine humaine, vétérinaire et en agriculture

(Barka et al., 2016 ; Chater, 2016).

Dans le méme contexte, l'isolement d’actinomycetes capables de produire des
molécules bioactives ayant des structures chimiques uniques est une approche
traditionnelle pour obtenir de nouveaux agents antibactériens. Les actinomyceétes du sol
(Guo et al., 2015), des mers et des océans (Hassan et al., 2015 ; Xu et al., 2017) ainsi
que des habitats extrémes tels que les grottes (Jiang et al., 2015) les déserts

(Goodfellow et al.,, 2017) et les écosysteémes antarctiques (Lee et al., 2012) sont



reconnues comme sources potentieclle de nouveaux meétabolites d'importance

pharmacologique (Solecka ef al., 2013 ; Singh et al., 2018).

Le manque de nouveaux antibiotiques dans le pipeline pharmaceutique pousse de
plus en plus les scientifiques a abandonner les procédures d'isolement classiques de
bactéries productrices d’antibiotiques et a explorer des niches et écosystémes spéciaux.
La bioprospection des Actinobactéries extrémophiles a travers l'exploration de souches
inexploitées, tout en évitant le ré-isolement de biomolécules connues, fait partie des
stratégies les plus prometteuses a cette fin (Mohammadipanah and Wink, 2016).
Dans ce contexte, ce mémoire de master représente une initiation a I’isolement, la
purification et le criblage d’actinomycétes producteurs d’antibiotiques. Les souches
isolées dans le cadre de ce travail sont issues de sols échantillonnés du Sahara algérien,
un terrain « presque » jamais exploré pour I’objectif susmentionné. L’objectif principal
du travail est donc d’évaluer I’abondance des actinomycetes producteurs d’antibiotique
dans des sols sahariens situés a différentes régions au sud de I’ Algérie et de tester leur
capacité¢ a inhiber la croissance de certaines bactéries pathogenes isolées a partir

d’échantillons cliniques appartenant a des patients Algériens.

Le travail a été divisé en trois chapitres : () synthése bibliographique : dans
laquelle sont introduites des notions de base de sur le sol et sa richesse microbienne
en bactéries, notamment les actinomycétes producteurs d’antibiotiques. ¥ Matériel et
méthodes : ce chapitre décrit les protocoles expérimentaux réalisés dans le cadre de ce
travail. ¥ Résultats et discussion : cette partie décrit I’ensemble des résultats obtenus

ainsi que leur discussion par rapport aux études ultérieures.
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Chapitre 1. Synthése bibliographique

Cette synthése bibliographique s’intéresse aux notions de base liées a la
microbiologie du sol, la diversité bactérienne des environnements telluriques et la

richesse métabolique des actinomycétes terrestres.

1. Lesol

Le sol est la couche superficielle de la lithosphére terrestre, dont I'épaisseur varie
de quelques centimetres a plusieurs metres. Il est composé d'un mélange de matiéres
minérales et organiques et constitue un support naturel pour le développent d’une large
gamme de vivants (Scow, 2004). Selon Wild (1993), le sol est un environnement
complexe et dynamique en raison de la régénération physique et chimique continue de
ses constituants et de la présence d’un monde vivant en évolution continue au sein de

sa structure (Figure 1).

Raoche méra (R}
coloresés par ces
wirgirlaux picnniens

Figure 1. Formation du sol (Brady et al., 2002).

1.1. Composition
Selon Osman (2013), la composition du sol varie en fonction de nombreux
facteurs, notamment le climat, le type de roche meére, la végétation, le temps et les

activités humaines. Le sol est composé de cinq principaux ¢léments (Brady, 2008) :

1.1.1. Particules minérales

Les particules minérales sont les fragments de roche résultant de la dégradation
physique et chimique des roches meres. Elles sont classées en trois catégories selon leur
taille (Sable : entre 0,05 et 2 mm ; Limon : entre 0,002 et 0,05 mm ; Argile : inférieure

a 0,002 mm).
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1.1.2. Matiere organique

La matiére organique est constituée de résidus végétaux et animaux en
décomposition, tels que les feuilles, les racines, les débris d'insectes et les organismes
morts. Elle joue un réle essentiel dans la fertilité du sol, la rétention d'eau, la formation

d'agrégats du sol et la fourniture de nutriments.

1.1.3. Eau
L'eau est un composant important du sol, remplissant les pores entre les particules
minérales et la matiere organique. Elle est essentielle a la croissance des plantes et a la

vie des organismes du sol.

1.1.4. Air
L'air est présent dans les espaces entre les particules minérales et la matiére
organique du sol. Il est crucial pour fournir de I'oxygéne aux organismes du sol et

permettre les processus biologiques.

1.1.5. Organismes vivants

Les organismes vivants, tels que les bactéries, les champignons, les nématodes,
les vers de terre et d'autres animaux du sol, sont une composante essentielle du sol. Ils
jouent un rdle clé dans la décomposition de la matiere organique, le recyclage des

nutriments et la formation de la structure du sol.

1.2, Les microorganismes du sol

Les microorganismes sont une composante essentielle de 1'écosystéme du sol. Ils
comprennent une grande diversité de bactéries, de champignons, d'actinomycétes, de
protozoaires et d'autres organismes microscopiques. Ces microorganismes interagissent
de maniére complexe et jouent des roles essentiels dans la décomposition des matieres
organiques, la formation de la structure du sol, la régulation des populations et le
recyclage des nutriments. Leur activité est cruciale pour maintenir la fertilité du sol, la
santé des plantes et la résilience de 1'écosystéme du sol (Crawford, 2005 ; Garrigues

et al., 2012).

1.2.1. Champignons
Les champignons sont importants pour la décomposition de la matiére organique

et la formation de relations symbiotiques avec les plantes, telles que les mycorhizes.
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Certains champignons peuvent également étre pathogénes pour les plantes et les

animaux (Tedersoo et al., 2014).

1.2.2. Protozoaires

Les protozoaires sont des organismes unicellulaires qui se nourrissent de
bactéries, de champignons et d'autres microorganismes du sol. Ils jouent un role
important dans la régulation des populations bactériennes et la décomposition de la

matiere organique (Coliteaux et Darbyshire, 1998).

1.2.3. Nématodes
Les nématodes sont des vers microscopiques qui se nourrissent de bactéries, de
champignons et d'autres organismes du sol. Certains sont des parasites des plantes,

tandis que d'autres jouent un rdle bénéfique dans le controle des populations d'insectes

nuisibles (Khan et Kim, 2007).

1.2.4. Bacteries du sol

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants dans le sol. Elles jouent
un réle crucial dans la décomposition de la matiere organique, la fixation de l'azote
atmosphérique, la solubilisation des nutriments et la protection des plantes contre les
pathogenes (Fierer, 2007). Les actinomycetes, par exemple, sont des bactéries qui
jouent un role clé¢ dans la décomposition de la matiére organique. Certains
actinomycetes produisent également des antibiotiques qui peuvent inhiber la croissance
d'autres organismes. Le sol abrite également d'autres microorganismes tels que les
algues, les virus et les archaea. Bien que leur abondance soit souvent plus faible que
celle des bactéries et des champignons, ils peuvent néanmoins jouer des roles

importants dans les cycles biogéochimiques du sol (Starke et al., 2022).

2. Les actinomycétes dans le sol

Les actinomycetes constituent 1'une des plus grandes populations de micro-
organismes du sol (Goodfellow et Williams., 1983). Constituant 10 a 20% de la
communauté microbienne totale du sol, ils représentent des sources biologiques utiles
d'agents antimicrobiens, ainsi que des sources majeures de métabolites secondaires a
activité¢ anticellulaire (Okami et Hotta., 1988 ; Dommergues et Mangeno 1970 ;

Finance et al., 1985 ; Valanarasu et al., 2008).

Les actinomycetes ont longtemps été considéré comme un groupe distinct de

microorganismes procaryotes. Tel que défini par Simon et Meunier (1970), Ces

5
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bactéries ont la capacité de produire des filaments cloisonnés et ramifiés de 0,5 a 1,0
pum de diamétre (plus petits que ceux des champignons) et pouvant générer des spores
asexuées (Prescott, 2013). Ce groupe de bactéries est également caractérisé par un
pourcentage ¢levé Guanine-Cytosine (GC%) dans son génome (entre 60 et 70%)
(Goshi et al., 2002). Les actinomycetes ont un taux de croissance relativement lent,
reflété sur un temps de génération moyen de 2 a 3 heures (Gottlieb, 1973 ; Larpent et

Sanglier, 1989).

Selon Leminor et Veron (1989), Les actinomycétes sont généralement
saprophytes. Cependant, certaines espéces sont pathogénes pour les plantes
(Streptomyces scabies, agent de la galle de la pomme de terre) ou encore pour ’homme
et les animaux (Mycobacterium tuberculosis et M. bovis et M. leprae, agents de la

tuberculose et de la Iepre, respectivement) (Loria, 1986 ; Peltola et al., 2001).

2.1. Taxonomie

Selon le manuel de Bergey (2012), les actinomycetes sont classés dans le
domaine Bacteria sous le phylum Actinobacteria. Ce phylum est en outre divisé en six
classes, dont 1'une est Actinobacteria (composée de quinze ordres). Les deux ordres les
plus importants parmi eux sont les Actinomycetales et les Streptomycetales

(Goodfellow et al., 2012).

La taxonomie actuelle des actinomycetes est déterminée par un assemblage d’un
grand nombre de critéres morphologiques, physiologiques, chimiques et moléculaires.
Les critéres morphologiques et chimiques sont souvent suffisants pour I'établissement
de la plupart des genres. Cependant, 1'identification d'espéces spécifiques nécessite le

recours a des caractérisations physiologiques et moléculaires.

2.1.1. Criteres phénotypiques
Badji et al. (2006), ont noté que I'é¢tude de la morphologie des actinomyceétes
repose fortement sur des attributs morphologiques clés (figure 2). Ces attributs

comprennent principalement :
- Le type des mycéliums aérien (MA) et de substrat (MS) ;
- Laprésence ou I’absence de sporophores sur les mycéliums ;

- La présence de sclérotes ou de synnemata ;
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- La forme, le nombre, la mobilité et la disposition des spores ;
- Laprésence ou I'absence de sporanges et leur type ;

- La production des pigments solubles sécrétés (PS) ;

D & ) C &7 D
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Figure 2. Les spores des actinomycetes (Breton et Theilleu, 1989).

L’observation directe au microscope optique ou électronique permet la
détermination des caractéres micromorphologiques sur des cultures d’actinomycetes
poussant sur des milieux gélosés. Les observations portent sur les mycéliums (MA et
MS). 1l s’agit d’observer la présence ou non de sporophores sur le mycélium, la
présence ou non de sporanges, de sclérotes ou de synnemata (Actinosynnema), la
présence de spores mobiles (Planomonospora, Actinoplanes) ou non mobiles tel que
(Streptomyces, Streptosporangium) leur forme, leur disposition sur les hyphes et leurs

nombres (Tresner et al., 1961 ; Holt et al., 1994).

e Morphologie du mycélium

Les actinomyceétes présentent une grande diversité morphologique, y compris des
formes coccoides (Micrococcus) et coccoides en batonnets (Arthrobacter), ainsi que
des formes en hyphes fragmentées (Nocardia) et des formes avec des mycéliums
ramifiés permanents et hautement différenciés (Streptomyces et Frankia) (Atlas, 1997).

Les Rhodocoques forment des filaments allongés sur le substrat et ne produisent pas de

7
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véritable mycélium (Locci et Schaal, 1980), tandis que les corynébactéries ne
produisent aucun mycélium. Cependant, chez d'autres Actinobactéries, les filaments se
développent a I'apex et non par extension de la paroi latérale (Flardh, 2003 ; Letek M
et al, 2008). De plus, les actinobactéries appartenant au genre Oerskovia se
caractérisent par la formation d'hyphes a substrat ramifié¢ qui se divisent en éléments
mobiles flagellés (Prauser et al., 1970). En outre, les Rhodocoques ne forment

généralement pas d'hyphes aériens, bien qu'il existe quelques exceptions.

e  Morphologie de la chaine de spores

Les spores peuvent se former individuellement ou en chaines sur le substrat ou le
mycélium aérien. Certains genres produisent des spores dans des sporanges avec des
flagelles, tandis que d'autres ont des spores mobiles ou des endospores résistantes a la
chaleur. Des structures spécialisées telles que des sclérotes, des synnemas, des vésicules
contenant ou dépourvues de spores sont également observées chez différents genres. La
morphologie des spores elles-mémes varie, avec des surfaces lisses, verruqueuses,
épineuses, poilues ou rugueuses. Ces caractéristiques morphologiques de la sporulation
sont utilisées pour identifier et caractériser les especes d'actinomycetes (Cross et

Goodfellow, 1973).

e Longueur des chaines de spores

Le nombre de spores par chaine varie d'un genre a l'autre. Les genres
Micromonospora,  Salinispora, — Thermomonospora,  Saccharomonospora et
Promicromonospora produisent des spores isolées, tandis que Microbispora produit
des spores par paires longitudinales. Les Actinomadura, Micromonospora, Salinispora,
Sporicthya et certains Nocardia ont des chaines de spores courtes, tandis que les
Streptomyces, Nocardioides, Kitasatospora, Streptoverticillium et certains Nocardia
produisent de trés longues chaines pouvant contenir jusqu'a 100 spores. En revanche,
les Frankia produisent des sporanges (des sacs de spores), alors que les chaines de
spores des Streptomycetes peuvent étre classées comme : droites a flexueuses (Rectus-
Flexibilis), en boucles ouvertes (Relinaculam-Apertum), en spirales ouvertes ou

fermées (spira), ou verticillées (Pridham et al., 1958).
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Figure 3. Morphologie de la chaine des spores (Cross et Goodfellow, 1973).
e Pigments mélaniques

Les mélanines sont des polymeres aux structures moléculaires diverses, formées
par la polymérisation oxydative de composés phénoliques et indoliques. Elles sont
produites par un large éventail d'organismes. En fonction de la souche, du milieu utilisé
et de 1'age de la culture, les actinobactéries peuvent produire des pigments allant de
rouges, jaunes, orange, roses, brunatres, bruns distincts, bruns verdatres, au bleus ou

noirs (Lechevalier et Lechevalier, 1965).

2.1.2. Criteres chimiotaxonomiques

L'identification de certains genres d’actinomycetes peut se faire que par
l'observation des caractéres morphologiques. En revanche, la grande majorité des
actinomycétes, tels que Streptomyces, Actinomadura, Nocardia, Microtetraspora,
Nonomuraea, Nocordioides, ~Amycolatopsis, Pseudonocardia, Soccharothrix,
Kitasatosporia et Glycomyces, nécessitent un examen de leurs constituants cellulaires

au moyen d'analyses chimiques (Goodfellow et Minnikin, 1985 ; Boudjella., 2007).
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Les caractéres pris en considération dans 1’étude chimiotaxonomique des
actinomycetes sont les composés majoritaires de la paroi cellulaire (Lechevalier.,

1980) :
- Composition du peptidoglycane ;
- Composition en sucres cellulaires ;
- Composition phospholipidique des membranes ;
- Production d’antibiotiques.

D’autres tests biochimiques tels que la réduction du nitrate 1’hydrolyse de 1’urée
et de I’acide hippurique et la synthése de mélanine (Streptomyces) sont également
utilisés comme traits d’identification chimique des actinomycétes (Staneck et Robert,

1974 ; Lechevalier et al., 1977 ; Larpent et Sanglier, 1989).

2.1.3. Biologie moléculaire des actinomyceétes

Au cours des dernieres décennies, la biologie moléculaire est devenue un outil
puissant de la taxonomie. Actuellement, il est impossible de proposer de nouvelles
especes sans effectuer d'analyse génétique. Les principaux tests moléculaires utilisés
pour la détermination des especes sont I'hybridation ADN-ADN (Wayne et al., 1987)
et le séquencage de I'ADN ribosomal 16S par la méthode de Stackebrandt et al.,
(1997), ainsi que la détermination du pourcentage de GC%, requis uniquement lors de
la proposition d'un nouveau genre. Ces critéres permettent de retracer toute la

phylogénie des Actinomycetes.
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Rubrobacterales
Acidimicrobiales
Solirubrobacterales
Coriobacterales
Bifidobacterales
Actinomycetales
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Figure 4. Arbre phylogénétique basée sur 97 séquences génomiques de
I'embranchement des Actinomycetes (Essaid ez al., 2015).

2.2. Métabolisme

Au cours de leur croissance les actinomycetes peuvent passer d’un métabolisme

dit primaire (trophophase) a un métabolisme dit secondaire (idiophase).

2.2.1. Métabolisme primaire

Les métabolites primaires sont des substances produites par des microorganismes

en période de croissance active. Lorsque ces derniers sont mis en culture, ils entrent

11
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rapidement en phase de croissance. Pendant cette derniére, des substances nécessaires
a leurs développements sont produites par des réactions enzymatiques. Ils sont appelés
métabolites primaires ou généraux tels que : les alcools, les enzymes (comme les

hydrolases et les protéases), les acides organiques, etc. (Bill, 2007).

2.2.2. Métabolites secondaires
Ce sont des substances généralement synthétisées plus tardivement dans le cycle
de vie alors que les microorganismes vieillissent. Ils sont, en générale, produits, au

cours de la phase stationnaire (Horinouchi, 2002 ; Génolhac, 2006).

2.3. Physiologie et écologie

D'un point de vue physiologique et écologique, les actinomycetes se divisent en
deux groupes distincts. Tout d'abord, il y a les formes fermentatives, qui peuvent étre
strictement anaérobies ou facultatives, représentées par le genre Actinomyces. Ces
organismes sont des saprophytes obligatoires des cavités naturelles des étres humains
et des animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le sol (Mariat et Sebald,
1990). Ensuite, il y a les formes oxydatives, qui sont aérobies, telles que les
Streptomyces. Le sol est leur réservoir principal a partir duquel ils se dispersent, en
particulier dans 1'air (Reponen et al., 1998). Les Streptomyces se retrouvent également
dans les eaux douces et salées, ou ils s'adaptent en formant des spores résistantes
(Mincer et al., 2002 ; Zaitlin et al., 2003). Certains genres d'actinomycetes ont été
isolés a partir de composts (Lacey, 1997 ; Song et al., 2001) et des racines des plantes
(Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985) ou ils s’associent symbiotiquement aux
racines, fixent 1'azote atmosphérique et jouent un réle important dans la protection des

plantes contre les pathogenes (Sardi et al., 1992 ; Thirupl et al., 2001).

2.4. Cycle de vie

Les actinobactéries, bien que classées parmi les bactéries en raison de leur
structure procaryotique, ont un cycle de vie similaire a celui des champignons (figure
4). Le genre le plus courant, Streptomyces, présente un cycle complexe qui débute par
la germination d'une spore et la croissance d'un mycélium végétatif (Drago, 2015).
Lorsque les ressources deviennent limitées, un mycélium aérien se forme et utilise les
réserves du mycélium basal. Les extrémités du mycélium aérien se différencient en
chaines de préspores, qui deviennent ensuite des spores individuelles disséminées dans

l'environnement. En milieu liquide, les actinobactéries se développent principalement

12
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sous forme de mycélium primaire, bien que certaines souches puissent sporuler
(Madigan et Martinko, 2007). Les spores d'actinobactéries ont une résistance limitée
a la chaleur mais sont adaptées a la dessiccation. Les actinobactéries sont généralement
immobiles, a 1'exception des spores de certains genres spécifiques (Prescott et al.,

2007).

Chromasarme

._.___..--'-_____-'-'-.

zegregation and septation
Aerial
hypha

Formation of
repracuctive
aerial hyphae

Spore

dispersal
O Free spore
Spose |
germination

Vegetative
grawth
Antibiotic | .
proguction ‘ :
Subystiate
mycelium

Figure 5. Cycle de développement des actinobactéries (Ait Barka et al., 2016).

3. Les antibiotiques Actinomycetales

3.1. Rappel sur les antibiotiques

Un antibiotique (du grec anti : « contre » et bios : « vie ») est une substance
antibactérienne biologique produite par des microorganismes ou toute substance
chimique qui sert a tuer ou a empécher la croissance d'organismes. Seule l'activité

antibactérienne est appelée "antibiotique" (Kassah-Laouar, 2020).

Les antibiotiques ciblent principalement les structures ou les fonctions
bactériennes, telles que la biosynthése de la paroi cellulaire, la traduction (par exemple,
la streptomycine), la transcription de I'ARN, la réplication, la synthése de I'ADN et la

membrane, et donc, la croissance bactérienne globale (Grasso et al., 2016).
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3.2. Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques se fait en fonction de leur nature chimique, de
leur spectre antimicrobien et de leur mode d'action. La classification chimique regroupe
les antibiotiques en catégories homogeénes sur le plan chimique, tandis que la
classification basée sur le spectre antimicrobien est moins optimale en raison de
'évolution de la résistance bactérienne. Une classification basée sur le mécanisme
d'action permet de mieux comprendre les propriétés spécifiques de chaque classe.

(Walsh, 2000). Selon leurs modes d’action, les antibiotiques sont cassés en :

a. Inhibiteurs de la synthese de peptidoglycane

Certains antibiotiques agissent en inhibant la synthése du peptidoglycane,
composant essentiel de la paroi bactérienne. Les bétalactamines, par exemple, se fixent
sur des protéines de la membrane cytoplasmique et inhibent la formation du
peptidoglycane, entrainant le blocage de la multiplication cellulaire et la lyse

bactérienne. (Calamita et Doyle, 2002 ; Prescott ez al., 2010).

o Altérateurs de la synthese de la membrane

D'autres antibiotiques altérent la syntheése de la membrane bactérienne en
perturbant sa perméabilité. Les antibiotiques polypeptidiques tels que les gramicidines
et les polymyxines péneétrent dans la cellule bactérienne et perturbent les membranes
externes et cytoplasmiques, ce qui entraine leur désorganisation. (Zomahoun, 2005 ;

Tortora, 2012).

o [nhibiteurs de la synthese protéique

Certains antibiotiques agissent au niveau des ribosomes bactériens en interférant
avec la synthese protéique (Euzéby, 2008). Les aminosides ou aminoglycosides, par
exemple, se fixent sur les sous-unités 30S et 50S des ribosomes, entrainant des erreurs
de lecture de I'ARN messager et perturbant la synthése protéique. (Mimoz, 2003 ;
Zomahoun, 2005 ; Philippon, 2006). D'autres antibiotiques, tels que les tétracyclines,
les phénicoles, les macrolides, les lincosamides et les streptogramines, inhibent
différentes étapes de la synthése protéique en se fixant sur le ribosome bactérien.

(Benzeggouta, 2005).
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o [nhibiteurs de la synthese nucléaire

Certains antibiotiques ciblent la synthése nucléaire en perturbant le
fonctionnement de I'ADN. Ils agissent directement sur la synthése des acides
nucléiques, tels que les quinolones, les Rifamycine et la Mupirocine, qui bloquent la
synthése de 'ADN ou de I’ARN (Mimoz, 2003 ; Benzeggouta, 2005 ; Zomahoun,
2005 ; Euzéby, 2007). D'autres antibiotiques interferent avec la production des folates
nécessaires a la synthése des bases de 'ADN, tels que les sulfamides et les 2-4-Diamino

pyrimidines. (Zomahoun, 2005 ; Euzéby, 2007).

DNA-diredtad RNA
(Cell wall synthesis DA gyren| i ieagetion SR Polymerase
Cycloserine q“i,"_ﬂ.,es_[ Malidixic acid Actinomycin Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Nowvobiocin
Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (505 inhibitors)
Monobactams
Carbapenems Erythromycin (macrolides)

Chloramphenicol
Clindamycin
Lincomycin

Protein synthesis

Tetracyclines

Sulfonamides

Spectinemycin
Streptomycin
Cytoplasmic membrane Eentamicrin
structore anamycin
Polymyxins Amikacin
Daptomycin Nitrofurans
PABA Cytoplasmic  Cell wall
membrane Mgdeucin
Puremycin

Figure 6. Classes des antibiotiques et leurs cibles (Godfrey et al., 2014).

3.3. Place des actinomycétes dans le monde des antibiotiques

Les actinomycétes sont largement utilisés en industrie afin de produire des
molécules bioactives. Ces molécules présentent des activités biologiques
antibactériennes, antifongiques, anticancéreuses, antivirales ou antiparasitaires.
(Coates et Hu., 2007). Certains antibiotiques Actinomycetales sont bactériostatiques,
qui inhibent la croissance des microorganismes sensibles, tandis que d’autres sont

bactéricides (Singleton, 1994).

Les actinomyceétes sont connus pour produire des antibiotiques antibactériens et
antifongiques, dont pres de 70% des molécules actives sont commercialisées (Solanki
et al., 2008). Streptomyces est connu pour étre le plus grand producteur d'antibiotiques,
secrétant, a lui seul, 80% des antibiotiques Actinomycetales (Demain, et Lancini,

2006). Divers écosystémes a travers le monde ont été¢ explorés a la recherche de
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nouvelles especes d'actinomycetes produisant de nouvelles molécules bioactives : sols
salins (WenJun et al., 2004), foréts (Thakur et al., 2007), terrains agricoles (Oskay et
al., 2007) et écosystéme marins (Gorajana et al., 2010, Saleh Abdelfattah ez al.,
2016).

Le désert du Sahara algérien abrite un écosystéme unique dans ses sols, qui
posséde une abondance d'actinobactéries. Ce potentiel abrite divers genres
d'actinobactéries que l'on trouve rarement ailleurs dans le monde, notamment
Planomonospora, Planobispora, Nocardiopsis, Actinomadura, Saccharothrix, etc. Ces
découvertes ont été rapportées par Sabaou en 1998, se révélant d'une grande
importance. Plusieurs études ont été menées sur la création de nouveaux composés

antimicrobiens (Boudjella ef al., 2006 ; Goudjal ef al., 2014).

Tableau 1. Antibiotiques Actinomycetales (Aboul-Enein et ali, 2000 ; Chater,

2006 ; Boughachich, 2012).

Microorganismes producteurs

Molécules antibiotiques

Streptomyces orientalis Vancomycine
Streptomyces azeureus Thiostreptone
Actinoplanes teichomycetcus Teicopllanine
Nocardia lurida Ristocetine
Nocardia mediterranei Rifamycine
Streptomyces kanamyceticus Kanamycine
Streptomyces griseus Streptomycine
Streptomyces venezuelae Chloramphénicol
Streptomyces coeruleorubidus Daunomycine

Streptomyces clavulingerus
Micromonospora purpurea

Streptomyces rimosus

Acide clavulingerus
Gentamicine

Paromomycine
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La partie pratique de ce travail a été réalisée aux laboratoires de microbiologie de la
faculté SNVST de I'université de Bouira, durant une période allant de 2 avril 2023 au 22
juin 2023. Apres un échantillonnage réalisé sur différents sols du Sahara algérien, les
échantillons ont été transportés au laboratoire en vue d’isolement et de sélection

d’actinomyceétes productrices d’éventuelles substances antibactériennes.

1. Echantillonnage

Les échantillons de sol proviennent de déférents niches écologiques appartenant a des
zones arides située au sud de I’ Algérie. Les prélévements ont été réalisés au niveau de 8 sites
localisés a 8 Wilayas différentes. Les 8 échantillons (E1- E8) de sol ont été prélevés de
différents sites appartenant aux wilayas : Biskra, Touggourt, Ouargla, El Ouadi, Boussaida,
Djelfa, Ghardaia et Illizi, toutes situées au sud de 1’ Algérie (Figure 7). Les échantillons sont
prélevés a ’aide d’une grande spatule stérile, avant chaque prélévement, la couche
superficielle du sol est écartée et le sol de la couche sous-jacente (entre 5 et 30 cm de

profondeur) est prélevé.

100 a 150 g de terre, dont les gros débris sont écartés (pierres, racines, etc.), sont placés
dans un sac stérile et transportés le plus rapidement possible au laboratoire pour analyse
(Pochon et Tardieux, 1962). Le tableau 2 et la figure 7 déterminent les positions

cartographiques des déférentes sites :

Tableau 2. Localisation géographique des sites d’échantillonnage

Date Position GPS Wilayas

d’échantillonnage

Bis 21/01/2023 34°50'55"N 5°44'58"E Biskra
Toug 14/12/2022 33°4'1.715"N 6°1'35.421"E Touggourt
Our 14/12/2022 31°56'45"N 5°16'00"E Ouargla
El ou 14/01/2023 33°35'0.089"N 6°45'56.933"E El Ouadi
Bou 21/01/2023 35°13'18.912"N 4°13'31.238"E Boussaada
Dje 21/01/2023 34°25'08"N 3°14'20"E Djelfa
Ghr 25/02/2023 32°42'33"N 3°42'24"E Ghardaia
Izy 13/02/2023 26°27'52.837"N 8°27'46.141"E Mlizi
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Figure 7. Localisation géographique des stations d’échantillonnage (fabriquée a partir de
google map).
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2. Propriété physicochimiques des échantillons

2.1. PH

L'acidité d'un sol est évaluée en fonction de sa concentration en ions H+. Les mesures
de pH dans I'eau (pH-eau, représentant 'acidité effective) ainsi que dans une solution de KCI
IN (pH-KCI, indiquant I'acidité titrable ou de réserve) ont été obtenues pour les échantillons
de sol. Avant ces mesures, une quantité¢ de 10 g de 1'échantillon de sol est d'abord passée au

travers d'un tamis d’une porosité 2 mm de diameétre.

Dans le cas du pH-eau, 25 ml d'eau distillée sont mélangés avec le sol tamisé. Quant
au pH-KCI, la méme quantité d'échantillon est mélangée avec une solution de KCI IN. Le
mélange est agité pendant une minute a l'aide d'une baguette en verre, puis laissé en
décantation pendant une heure. Pour obtenir les valeurs de pH, une électrode de pH-métre

est immergée dans la solution (Rouiller ez al., 1994).
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Figure 8. Les étapes de la mesure du pH d’un sol.

2.2. Matiere organique totale (MOT)

Chaque échantillon est pris a hauteur d'un gramme et placé dans un bécher d'une de
250 ml. Par la suite, 10 mL d'eau distillée ainsi que 10 mL d'une solution a 30% d'H20O; sont
introduits dans le bécher en question, avant d'en recouvrir I'ouverture avec du papier
aluminium. Si l'effervescence de la réaction reste modérée, le bécher est déposé sur un bain
de vapeur. L'évolution de la réaction est suivie jusqu'a son arrét complet, identifiable par la

cessation de la formation de bulles.

Cette digestion réactionnelle prend généralement environ une heure pour s'achever.
Pendant ce processus, le contenu du bécher est agit¢ de maniére intermittente a la main, ce
qui permet d'assurer que les particules les moins denses de la mati¢re organique entrent en

contact avec la solution réactionnelle.

Une fois la digestion terminée, 1'échantillon est soumis a un séchage a une température
de 105°C. Ensuite, il est pes¢ de maniére répétée jusqu'a ce que son poids se stabilise,

assurant ainsi une mesure précise de la masse finale de 'échantillon (Huang ez al., 2009).

La proportion de la mati¢re organique présent dans 1’échantillon est déterminée par la

formule suivante :

MOT (%) P =P sec /P original

Ou:
MOT : matiére organique totale
P sec : la masse de 1’échantillon avant traitement

P original : la masse de I’échantillon aprés traitement et séchage.
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Figure 9. Détermination de la matiére organique total (originale).

3. Isolement des actinomycetes

Les milieux de cultures ISP2, Bennet et SCA recommandés par Ara et al. (2012) pour
I’isolement des actinobactéries, ont été utilisés. La composition de ces milieux de cultures
est donnée dans ’annexe 1. Les milieux ont été préparés a un pH 7.3 puis stérilisés a
I’autoclave (1 bar, 20 min). Les milieux sont par la suite coulés dans des boites de Pétri avant

utilisation.

:]_ ""L._'-—-_ _'::-.'_f.-"'-' l.} F C e _—

Figure 11. Milieux de cultures ISP2 (a), SCA (b) et Bennet (c) utilisées pour 1’isolement
(originale).
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a. Préparation des dilutions

Les échantillons ont subi un prétraitement thermique avant la préparation des délutions
(50°C pendant une heure) pour I’élimination des champignons et des bactéries Gram

négative (El Karkouri et al., 2019).

La préparation des dilutions consiste tout d'abord a ajouter 10 g de sol a 90 ml d'eau
physiologique stérile. La suspension subit une agitation pendant quelques minutes par un
vortex, ce qui constitue la dilution 10", A partir de cette suspension mére on prépare les

dilutions jusqu’a 10,
b. Ensemencement en surface

Cette méthode consiste a déposer 0.1 mL de chaque dilution aux surfaces des milieux
(ISP2, Bennet, SCA). Le volume est par la suite étalé¢ a I’aide d’un écouvillon stérile sur

toute la surface de la boite. Les boites sont par la suite incubées pendant 7 a 14 jours a 30°C.

Echantillon
de =ahle
0-20 cm

Chauffage

50%c pendant 1h
(\ Apgars utilizés
(SCA., ISP2, Bennet) FONE 3

[-_j K_/Lll

Séries des delutions

fragos 1071 jusqu’a 104
cubation

(7-14 jrs ; 28°%) e

Isolement et purification des scuches

Figure 12. Procédure d’isolement et de mise en culture des actinomycetes (Mateus et al.,
2022).
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Figure 13. Ensemencement et incubation des boites (originale).

4. Purification et caractérisation des souches

Les colonies d’actinobactéries sont reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique. Elles apparaissent seches, rugueuses, colorées ou non, adhérent a la gélose
et présentent un mycélium végétatif et/ou aérien. Certaines montrent seulement un mycélium
du végétatif. L'aspect macroscopique des colonies est observé directement sur la gélose

(Guiraud, 1998).

4.1, Purification et conservation

Durant la période d’incubation, des observations réguliéres sont effectuées chaque
deux jours. Les colonies ayant un aspect caractéristique des actinobactéries sont repiquées a
I’aide d’une once de platine par la méthode des stries croisées sur le milieu de culture ISP2

et incubées a 30°C jusqu’a apparition de colonies pures. (Shirling et Gottieb, 1966).

4.2, Caractérisation
4.2.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique de laboratoire utilisée pour différencier les
bactéries en deux groupes principaux : les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram

négatif. Voici les étapes de la coloration de Gram (Funke.2003).

e Préparation de I'échantillon : Une fine couche de la culture bactérienne est

déposée sur une lame de microscope et laissée sécher a l'air.

22



Chapitre II.

Matériel et méthodes

Fixation : La lame est ensuite chauffée doucement au-dessus d'une flamme
pour fixer les bactéries a la surface de la lame. Cela permet aux bactéries de ne

pas étre emportées lors des étapes suivantes.

Coloration au violet de cristal : La lame est recouverte d'une solution de violet
de cristal (cristal violet), un colorant violet. Ce colorant se fixe aux parois

cellulaires de toutes les bactéries.

Ringage a l'iode : Apres la coloration au violet de cristal, la lame est rincée
avec de l'iode. L'iode forme un complexe avec le violet de cristal, ce qui

contribue a stabiliser la coloration dans les bactéries.

Décoloration : La lame est ensuite délicatement rincée avec de 1'alcool ou de
'acétone. Cette étape est cruciale, car elle va déterminer si les bactéries seront
classées comme Gram positives ou Gram négatives. Les bactéries a Gram
positives retiendront la couleur violette, tandis que les bactéries a Gram

négatives la perdront.

Coloration a la safranine : La lame est ensuite colorée avec de la safranine, un
colorant rouge. Les bactéries a Gram négatif prendront cette couleur, tandis

que les bactéries a Gram positif resteront violettes.

Lavage et séchage : Aprés la coloration a la safranine, la lame est

soigneusement lavée a I'eau et séchée.

Une fois les étapes terminées, les bactéries a Gram positif apparaitront en violet (ou

bleu-violet) sous le microscope, tandis que les bactéries a Gram négatif seront roses.

Frottis
bactérien

# : Bacille Gram négatif "

e :Cocci Gram positif I:Ea
.0‘.'

|

|

|

1

i
% ; % -:ﬂal;
|
|

Application de Application de Application Contre-coloration
violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 155 60 sec.

Figure 14. Coloration de Gram (anonyme 1).

23



Chapitre 1II. Matériel et méthodes

4.2.2. Recherche de la catalase

La recherche de l'activité catalase est une technique courante en bactériologie pour
différencier certains types de bactéries. La catalase est une enzyme qui décompose le
peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene, ce qui peut étre utilisé comme un indicateur de
la présence de cette enzyme dans une cellule bactérienne. Voici comment on recherche la

catalase en bactériologie :

e Préparation de l'échantillon : Une culture bactérienne fraiche et pure est
préparée. Il est important de s'assurer que I'échantillon ne contienne pas

d'autres types de bactéries pour obtenir des résultats précis.

e Préparation de la lame de microscope : Une petite quantité de la culture
bactérienne est prélevée a l'aide d'une boucle ou d'une pipette stérile. Cette

quantité est déposée sur une lame de microscope propre.

e Ajout de peroxyde d'hydrogéne (eau oxygénée) : Une goutte de peroxyde

d'hydrogene (H203) est déposée sur la culture bactérienne étalée sur la lame.

e CObservation de la réaction : La réaction est observée visuellement. Si la
bactérie produit de la catalase, une effervescence se produira immédiatement
au contact du peroxyde d'hydrogéne. Des bulles d'oxygene se formeront, ce qui

est une indication positive de la présence de 1'enzyme catalase.

o Controle positif et négatif : Pour valider les résultats, un contréle positif (une
bactérie connue pour étre catalase positive) et un controle négatif (une bactérie

catalase négative) sont utilisés.

4.2.3. Test de l’oxydase

La recherche de I'activité oxydase est une autre technique utilisée en bactériologie pour
différencier et identifier certains types de bactéries. L'enzyme oxydase est impliquée dans la
chaine de transport d'électrons des bactéries, et sa présence peut étre détectée a l'aide d'un

réactif appelé réactif de Kovacs.

e Préparation de 1'échantillon : Une culture bactérienne pure et jeune est

préparée. Un résultat précis dépend de la pureté de la souche testée.

e Préparation de la lame : Une petite quantit¢ de la culture bactérienne est

déposée sur une zone propre de la lame de microscope.
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Application du réactif de Kovacs : Une goutte de réactif de Kovacs est déposée
sur la zone ou la culture bactérienne a été déposée. Le réactif de Kovacs
contient une substance chimique appelée diméthyl-p-phénylénediamine (dans
notre travail, des bandelettes préalablement imprégnées de ce réactif ont été
directement utilisées ; 1’échantillon a donc été¢ déposé sur la bandelette

directement).

Observation de la réaction : Si la bactérie produit I'enzyme oxydase, il y aura
un changement de couleur. Habituellement, le réactif de Kovacs vire de
I’incolore au rose ou au violet en présence d'oxydase. La réaction peut se

produire en quelques secondes a quelques minutes.

Témoins positif et négatif : Pour valider les résultats, un contréle positif (une
bactérie connue pour étre oxydase positive) et un contrdle négatif (une bactérie

oxydase négative) sont utilisés.

4.3, Etude de ’activité antibactérienne

4.3.1. Bactéries cibles

Dans le cadre de notre étude, deux souches bactériennes, présumées responsables

d’infection urinaires chez des femmes adultes ont été utilisé comme cibles. Les souches ont

été isolées a partir de prélévements vaginaux réalisés le 3 Mars 2023 au niveau de I’hopital

de Mohamed Boudiaf de Bouira. Les deux souches ont été identifi¢ (par le laboratoire

d’analyse du méme hopital comme appartenant aux deux especes : Staphylococcus aureus

et Escherichia coli.

Figure 15. Bactéries cibles : S. aureus (A) ; E. coli (B) (originale).

4.3.2. Activité antibactérienne sur milieu solide

a. Technique des cylindres d’agar

La recherche des métabolites antibactériens produits par les actinomycetes isolés dans

le cadre de ce travail a été effectuée par la technique des cylindres d’agar (Tortorano et al.,
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1979). La technique consiste a prélever des cylindres de 6mm de diamétre des cultures
d’actinomycétes a tester (agées de 14 jours) et de les déposer sur milieu des boites de Pétri
contenant le milieu de culture ISP2 et préalablement ensemencés en surface avec I’une des
bactéries cibles (culture jeune standardisée a 0.5 MF). Les boites sont d’abord laissées au
réfrigérateur pendant 1h (pour donner au disque d’agar le temps de diffuser son contenu
métabolique dans le milieu) puis incubées a 37°C pendant 24h. Les zones d’inhibition autour

des disques d’agar sont mesurées a la fin de la période d’incubation.

Dépdt des disques d'agar de |
I'actinomycéte a tester |

Mesure des zone d'inhibition aprés

incubation 37°C/ 24h
Suspension 1
jeune de la — (
bactérie cible

=

Inondation par Dépot des
la suspension microbienne cylindres dAgar

Figure 16. Technique des cylindres d’agar en schéma (originale).

Figure 17. Technique des cylindres d’agar (originale).

b. Technique de diffusion en puits
La technique de diffusion en puits, également appelée méthode de diffusion en gélose

avec puits, est couramment utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne de différents
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microorganismes ou substances, telles que les bactéries, les métabolites bactériens, les

agents antimicrobiens, les extraits de plantes etc. (Balouiri et al., 2016 ; Gacem et al., 2020).

Les actinomycétes ayant montré une activité antibactérienne remarquable a travers la
technique des cylindres d’agar sont sélectionnés pour étre testés a travers la technique de
diffusion en puits. Ils sont donc repiqués sur le milieu ISP2 liquide et incubés pendant une
période de 20 jours afin de leur donner suffisamment de temps pour produire d’éventuelles

molécules a activités antibactériennes. Cette technique permet de tester a la fois :

e Les actinomycetes sélectionnés : dans une Eppendorf stérilel mL de la suspension
bactérienne de 1’actinomyceéte a tester est obtenue aprés centrifugation (3000 rpm
pendant 10min) du méme volume (1 mL) de la culture de ’actinomycéte agée de
20 jour. Le surnageant est écarté et le culot est resuspendu dans 1 mL d’eau

physiologique stérile puis utilisé pour I’ensemencement des puis.

e Les métabolites des actinomycetes sélectionnés: 1 mL du surnageant de la
suspension bactérienne de I’actinomycéte a tester est obtenue apres centrifugation
(3000 rpm pendant 10min) du méme volume (1 mL) de la culture de I’actinomycéte
agée de 20 jour. Le culot est éliminé et le surnageant est récupéré dans un Eppendorf

stérile puis stériliser par filtration a travers une membrane millipore (0.22 pm).

Figure 18. Centrifugation des cultures d’actinomycetes et préparation des surnageants
(originale).

Des boites de Pétri contenant de la gélose ISP2 sont ensemencées chacune avec 100
ul d’une suspension jeune (environ 0.5 MF) de la bactérie cible (S. aureus ou E. coli).
Ensuite, des trous de 6 mm de diamétre sont réalisés dans 1’agar de maniére aseptique a I'aide
d'un emporte-picce stérile. Par la suite, des volumes de 20 uL de I'agent antimicrobien ou du

surnageant préalablement préparé sont introduits séparément dans les puits ainsi créés.
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Filtration du surnageant de
la bactérie 3 tester

Surnageant
stérile de la
bactérie & tester

Ensemencement de la souche du
surnageant/souche a tester dans les
puits (20 pl)

Trou réalisé dans I'agar ISP2
Préalablement ensemencé
avec la bactérie cible

Zone
d'inhibition

Figure 19. La technique de diffusion en puits (originale).

Les boites sont ensuite laissées au repos au réfrigérateur pendant 1h, puis incubées a

37°C pendant 24h (Balouiri et al., 2016 ; Gacem et al., 2020).

Des d'inhibition sont observées autour des puits contenant les actinomycétes ou les
extraits d'actinomycetes possédant des propriétés antibactériennes contre la souche testée.

Les diametres des zones d'inhibition sont mesurés et enregistrés (Petrosyan et al., 2003).

Centrifugation 3000 rpm
pendant 10 min

1 mL de la culture de
I'actinomycéte est transfére
dans un Eppendorf stérile

20 pl du
surnageant
est testé
par puit

—

Le culot est éliminé et le surnageant est
E filtré (filtre millipore 0,22 um)

Figure 20. Préparation du surnageant (originale).

c. Technique des disques imprégnés de surnageant

Afin de tester ’activit¢ des métabolites actinomycetales sur milieux solide. La

technique des disques imprégnés des surnageants bactériens a été¢ également réalisée. Elle
28



Chapitre 1II. Matériel et méthodes

consiste a remplacer les disques d’agar avec des disques en papier Wattman (n° 1) de 4 mm
de diamétre. Les disques sont d’abord imprégnés de 20 pl du surnageant filtré de
I’actinomycete a tester (culture agée de 20 jour filtrée a travers un filtre millipore 0.22 pm).
Les disques sont par la suite déposés sur des boites de Pétri contenant du milieu ISP2 et

préalablement ensemencées en surface avec la bactérie cible.

4.3.3. Activité antibactérienne sur milieu liquide

Les méme surnageants, préalablement préparés pour la technique de diffusion en puits
ont été utilisés afin de déterminer 1’effet des métabolites secondaires produits par les
actinomycetes sélectionnés sur la vitesse de croissance des deux bactéries cibles en milieu

liquide.

Des cultures jeunes des deux bactéries cibles servent a ensemencer des tubes a essais
contenant 9 mL du milieu de culture ISP2 a raison de 20 pL (densité standardisée a 05 MF).
200 pL du surnageant de I’actinomycete a tester sont ajoutés a la culture cible. La densité
optique initiale du mélange est déterminée a I’aide d’un spectrophotomeétre (DO = 600nm).

Le mélange est par la suite incubé a 37 °C.

L’évolution de 1’absorbance des souches cibles en présence des surnageants a tester
est déterminée (DO = 600nm) a deux reprises apres des durées d’incubation : T1=2h et T2=
4h. Un témoin sans surnageant (milieu [ISP2 + Souche cible) est réalisé en parall¢le a chaque

fois.

La présence d’une activité inhibitrice exercée par le surnageant se traduit par une

évolution plus lourde de 1’absorbance par rapport au témoin.

5. Analyse statistique
L’analyse statistique des résultats de I’activité¢ des surnageant sur milieu liquide a été
analysé en utilisant le test statistique a été réalisé a 1’aide du logiciel GraphPad Prism v. 9.3.6

a travers le test statistique Two-way ANOVA (Fisher LSD test).
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Chapitre IV. Résultats et discussion

Les résultats sont exprimés selon le méme ordre des tests et décrits dans la partie

« matériel et méthodes » afin d’assurer un flux de lecture flexible et facile a suivre.

1. Propriétés physico-chimiques des échantillons de sol

1.2. PH

Tous les échantillons examinés montrent des niveaux de pH situés dans une plage
légérement acide a 1égérement alcaline. Les mesures de pH-H2O varient de 6,30 pour
I'échantillon El Oua a 8,11 pour I'échantillon Bou. En outre, 1'échantillon Oua affiche
le pH-KCl le plus bas (7,56), tandis que 1'échantillon Dje se distingue par le pH-KCl le
plus élevé (8,4) (Tableau 3).

Tableau 3. PH-H20 et pH-KCI des échantillons

PH-H20 PH-KCI
Ghr 7.75 +0.18 8.07 +0,07
Dje 7.87 +0.04 8.4 +0.10
Bis 7.55 +0.30 7.61 +0.13
Izy 7.44 +0.04 7.895 +0.01
Toug 7.05 +0.40 7.95 +0.14
Bou 8.11 +0.02 8.035 +0.08
El Oua 6.30 +0.14 7.93 + 0.04
Oua 7.42 +0.11 7.565 + 0.04

1.3. Matiére organique
Le tableau 4 affiche les valeurs de la matiére organique totale au des huit

¢échantillons des sols étudiés.

Les échantillons Ghr, Dje, Bis et Izy se caractérisent par des quantités relatives
en matiere organique plus importantes que celles mesurées pour les échantillons Toug,
Bou, El Oua et Oua. Pour les premiers, la matiére organique totale varie de 0.16 pour
I’échantillon Izy a 0.45% pour I’échantillon Bis. Pour les derniers la MOT varie de 0.04
(EI Oua) a 0.065% (Oua et Toug).
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Tableau 4. Matiere organique totale des 8 échantillons

MOT (%)
Ghr 0.39 +£0.01
Dje 042 +0.04
Bis 045 +0.04
Izy 0.165 +0.05
Toug 0.065 +0.04
Bou 0.045 +0.04
El Oua 0.04 +0.03
Oua 0.065 +0.04

2. Isolement et sélection des actinomycétes

Aprés 7 a 14 jour d’incubation, des colonies typiques d’actinomyceétes sont
apparues sur les trois milieux d’isolements utilisés (Milieu ISP2, Milieu Bennet, Milieu
SCA). Ces colonies sont reconnues par leurs aspects macroscopiques (colonies dures
incrustées dans la gélose : figure 22) et microscopiques (aspects filamenteux ramifier).
Apres purification, 62 isolats ayant des profiles morphologiques de type actinomycétal
ont été sélectionnés. Le nombre des isolats d’actinomycétes obtenu a partir de chacune

des (8) échantillons du sol sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5. Nombre d’actinomycétes obtenu par échantillon

Bis Bou Dje El Oua Ghr Toug Oua Izy
Souches 7 0 0 0 5 0 30 20

Un total de 60 souches sont isolés a partir les 8 régions. Le plus grand nombre

d’isolat est obtenue a partir de Illizi (20 souches) et Ouargla (28souches).

Figure 21. Cultures polymicrobiennes issues des 8 échantillons (originale).

3. Purification et conservation des souches
La purification des souches a été réalisée sur le milieu ISP2 par le biais de

réensemencements successifs en utilisant la méthode des stries croisés a partir de
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colonies isolées jusqu’a obtention boites pures. Chacun des isolats purifiés présente un
profil de croissance distinctif des actinomycetes (une longue période d’incubation), a
l'exception des souches S5 BIS, S15 OUR, S33 IZY et S7 OUR. Ces derniéres qui ont
manifesté une croissance relativement rapide en I'espace de deux jours, les autres isolats
ont affiché une vitesse de croissance modérée (début d’apparition de colonies apres une

période de quatre jours d’incubation).

Figure 22. Quelques souches d’actinomycetes purifiées a partir des différents
¢échantillons (originale).

4. Test préliminaire de I’activité antibactérienne

Dans ce test, un affrontement direct entre des disque d’agar contenant
I’actinomycete a tester avec une culture en surface de la bactérie cible (Staphylococcus
aureus ou Escherichia coli). Les 60 souches isolées étaient soumises a ce criblage initial
et les résultats obtenus sont exprimés en diametre d’inhibition (mm) dans les tableaux

6,7,8¢et9.

Tableau 6. Activité antibactérienne préliminaire des souches de 1’échantillon Our.

Souche Activité vis-a-vis de S. aureus (mm) Activité vis-a-vis de E. coli (mm)
S100ur 11 11

S11 Our - -

S120ur - 11

S13 Our - -

S14Our 14 11
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S150ur 13 -
S16 Our 15 12
S17Our 17 12
S190ur 10 12
S19 Our - -
S3 Our 10 11
S30 Our - -
S31 Our - -
S34 Our - -
S350ur 10 -
S36 Our 10 18
S37 Our - 10
S38 Our 8 12
S39 Our 22 14
S4 Our 13 11
S5 Our 24 -
S50 Our 12 -
S52O0ur 12 -
S54 Our - -
S55Our - -
S6 Our - 12
S7 Our 24 -
S8 Our 1 -

* (- : Aucune activité inhibitrice)

Parmi les 28 isolats de 1’échantillon Our, 22 ont présenté une activité inhibitrice
sur au moins 1’une des deux bactéries cibles. Les isolats S5 Our et S7 Our ont démontré
la plus grande capacité inhibitrice vis-a-vis de la souche S. aureus avec des diameétres
d’inhibition de 24 mm autour du disque d’agar. L’isolat S36 Our s’avere la plus efficace

contre la bactérie cible E. coli, avec un diamétre d’inhibition de 18 mm (Tableau 6).

Tableau 7. Activité antibactérienne préliminaire des souches de I’échantillon Izy.

Souche Activité vis-a-vis de S. aureus (mm) Activité vis-a-vis de E. coli (mm)
S43 1zy 10 14
S44 1zy - -
S40 Izy - -
S42 1zy - -
S14 1zy 20 -
S5 Izy 34 -
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S6 Izy 20 -
S33 Izy 18 -
S21 Izy - -
S16 Izy - -
S26 1zy - -
S34 1zy - -
S16 Izy - -
S41 1zy - -
S7 lzy - -
S36 Izy - -
S15 Izy - -
SO Izy - -
S3 Izy - -
S11 Izy - -

* (- : Aucune activité inhibitrice)

Concernant I’échantillon Bis, les deux isolats S4 Bis et S5 Bis se sont avérés actifs
contre la bactérie pathogene S. aureus. Par ailleurs, la bactérie E. coli a été sensible aux
disques d’agar des souches S4 Bis, S6 Bis et S7 Bis avec des diametres d’inhibition de

14, 12 et 12 mm, respectivement.

Tableau 8. Activité antibactérienne préliminaire des souches de I’échantillon Bis.

Souche Activité vis-a-vis de S. aureus (mm) Activité vis-a-vis de E. coli (mm)
S4 Bis 10 14

S5 Bis 16 -

S53Bis - -

S6 Bis - 12

S7 Bis - 12

S8 Bis - -

S9 Bis - -

* (- : Aucune activité inhibitrice)

Seul I’isolat S1 Ghr de I’échantillon Ghr a révéler une activité inhibitrice de la
souche S. aureus. Cependant, aucun des actinomycetes de cet échantillon n’a exercé

une activité inhibitrice de la croissance de la souche E. coli.

Tableau 9. Activité antibactérienne préliminaire des souches de 1’échantillon Ghr.

Souche Activité vis-a-vis de S. aureus (mm) Activité vis-a-vis de E. coli (mm)

S16 Ghr 16 -
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S14 Ghr - -
S15 Ghr - -
S13 Ghr - -
S17 Ghr - -

* (- : Aucune activité inhibitrice)

Par rapport a 1I’échantillon Izy, seuls 5 des 20 actinomycétes purifiés ont montré
une activité inhibitrice vis-a-vis de la bactérie S. aureus (S5 lzy, S6 Izy, S14 Izy, S33
Izy et S34 Izy. Cependant, seul I’isolat S43 Izy s’est avéré actif contre la bactérie E.

coli avec un diamétre d’inhibition de 14 mm (Tableau 7).

Figure 23. Activité de I’isolat S33 Izy vis-a-vis de la souche E. coli sur le milieu ISP2
(originale).

Figure 24. Activité de quelques isolats vis-a-vis de la souche S. aureus sur le milieu
ISP2 (originale).

Sur la base de ce premier criblage, seuls les 10 isolats S6 1zy, S39 Our, S15 Our,
S7 Our, S16 Our, S5 Bis, S33 Izy, S14 Izy, S43 Izy et S5 1Izy ont été sélectionnés
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pour étre caractérisé et soumis a d’autres tests plus approfondis afin de confirmer
I’origine métabolique de leurs activités antibactériennes vis-a-vis de la souche S.

aureus.

5. Caractérisation des isolats sélectionnés

5.2. Caractérisation macroscopique

Les colonies d’actinomycetes sont reconnues par leurs aspects macroscopiques
(colonies dures, souvent poudreuses et incrustées dans la gélose) et microscopiques
(aspects filamenteux ramifier). Le tableau x détermine les propriétés des 10 isolats

sélectionnés

Tableau 10. Caractéres macromorphologiques des isolats sélectionnés

MS Contour Elévation Texture Couleur
S6 lzy Présent Irréguliéres  Aplaties Poudreuses Beige
S39 Our Présent Irrégulicres ~ Bombée Poudreuses Blanche
S15 Our Présent Irréguliécres ~ Bombée Poudreuses Blanche
S7 Our Présent Réguliéres Bombée Poudreuses Blanche
S16 Our Présent Irréguliécres ~ Bombée Poudreuses Gris
S5 Bis Présent Régulieres Aplaties Muqueuse Gris
S33 Izy Présent Régulieres Aplaties Poudreuses Beige
S14 Izy Présent Irréguliéres Aplaties Poudreuses Doré
S43 Izy Présent Irréguliéres Bombée Poudreuses Blanche
S5 1Izy Présent Irréguliéres Aplaties Poudreuses Marron

5.3. Coloration de Gram

Les résultats des observations microscopiques des isolats aprés coloration de
Gram nous a permis, en plus de la détermination du type de Gram, d’apprécier un
certain nombre de caractéres microscopiques des actinomycetes (Tableau 10), ces
caractéres montrent la morphologie des filaments et ’agencement des spores, sachant

que tous les isolats se sont avérés Gram positif (figure 25).
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539 Qur

Figure 25. Observation microscopique apres coloration de Gram des 10 isolats
sélectionnés (Grx100).
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Tableau 11. Caractéres micromorphologiques des dix isolats sélectionnés

Observation microscopique

S141ZY Filaments longs, avec des spores regroupées en amas.

S6 1ZY Filaments longs, avec des spores isolées.

S39 OUR Filaments courts, avec des spores isolées.

S15 OUR Filaments longs, avec des spores isolées.

S7 OUR Filaments courts, avec des spores isolées.

S16 OUR Filaments longs, avec absence des spores.

S5 BIS Filaments courts, avec longue chaine des spores.

S331ZY Absence des filaments, avec des spores regroupées en amas.
S43 1ZY Filaments longs et fins, avec des spores regroupées en amas.
S51ZY Filaments courts, avec des spores isolées.

5.4. Recherche de la catalase et de I’oxydase

L’ensemble des isolats sélectionnés sont des souches sont positifs pour la
catalase, a I’exception de I’isolat S39 Our. De méme, ’ensemble des isolats
s¢lectionnés se sont avérés positifs pour I’oxydase a I’exception de I’isolat S6 Izy

(Tableau 12, Figure 26 et 27).

Tableau 12. Résultats des tests de la catalase et de I’oxydase

Catalase Oxydase

S331Z2Y +
S141ZY
S51ZY
S16 OUR
S5 BIS
S6 1ZY
S7 OUR
S15 OUR
S39 OUR

S43 12Y +

Co+ o+ 4+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

38



Chapitre IV. Résultats et discussion

a \ <
i [swsw| (39|  |ssry |  Lsee

[
[

| | |
B 1 B P

o @ | o * e

Figure 26. Résultats du test de I’oxydase (originale).

Les résultats des tests de catalase ont révélé que toutes les souches présentent une
réaction positive a la catalase, a l'exception de souche S39 OUR qui a montré une

réaction négative a cette enzyme.

Les résultats du test d'oxydase ont révélé que l'ensemble des souches ont
démontré une réaction positive vis-a-vis de 'oxydase, a l'exception de la souche S6 IZY

qui a manifesté une réaction négative vis-a-vis de cette enzyme oxydative.
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Figure 27. Résultats du test de la catalase (originale).

6. Etude de ’activité antibactérienne des isolats sélectionnés
Dans cette partie, seules les souches d’actinomyceétes ayant données des résultats
positifs sont mentionnées a chaque test. Les résultats non exprimés correspondent donc

a une absence d’activité inhibitrice.

6.2. Technique de diffusion en puits
Parmi les 10 isolats sélectionnés, seules les 4 souches S7 Our, S39 Our, S5 Bis et
S5 Izy ont montré une activité inhibitrice de la bactérie pathogene S. aureus a travers

la technique de diffusion en puits.
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Tableau 13. Résultats de technique de diffusion en puits.

Activité (mm) vis-a-vis de S. aureus

S7 OUR 18
S39 OUR 17
S5 BIS 12
S51ZY 15

6.3. Technique des disques imprégnés de surnageant
Seules les surnageants des deux isolats S43 Izy et S5 Izy ont exercé un effet
inhibiteur de la souche pathogene S. aureus une fois testé par la méthode des disques

imprégnés (tableau 14).

Tableau 14. Activité antibactérienne par technique des disques.

Activité (mm) vis-a-vis de S. aureus
S43 1ZY 20
S5 1ZY 12

Figure 28. Activité des surnageants contre S. aureus (Technique des disques
imprégnés).

6.4. Activité antibactérienne du culot
Seules les deux souches S39 Our et S6 Izy ont eu un effet inhibiteur de la bactérie

pathogene S. aureus une fois testées par la méthode du culot (Tableau 15).

Tableau 15. Résultats de ’activité antibactérienne des culots

Activité (mm) vis-a-vis de S. aureus
S39 Our 10
S6 Izy 24
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Figure 29. Activité des culots des deux souches S39 (A) Our et S6 Izy (B) contre la
souche cible S. aureus.

6.5. Activité antibactérienne sur milieu liquide

L’activité des dix isolats sélectionnés a été évaluée sur milieu liquide contre la
souche pathogéne S. aureus. Le surnageant de la souche S5 Izy, a fortement inhibé¢ la
croissance du pathogeéne S. aureus pendant les deux premieres heures d’incubation.
Cependant, la souche S. aureus a repris sa croissance pour attendre des valeurs
d’absorbance supérieur a ceux du témoin au bout de la quatriéme heure d’incubation

(Figure 30).

0.20
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Figure 30. Evolution de ’absorbance de la souche cible S. aureus en présence des
surnageants des isolats S5 IZY, S7 OUR, S15 OUR apres un temps d’incubation
T1=2h et T2= 4h. Significativité statistique des différences : * (p<0.05), ** (p<0.01),
*xE (p<0.005), **** (p<0.001).

Pendant les deux premiéres heures d’incubation, le surnageant de 1’isolat S7 Our
n’a exercé aucune activité inhibitrice de la croissance de la souche S. aureus. Ce résultat
s’st traduit pas des valeurs d’absorbance similaires a ceux du témoin incubé en absence

de surnageant. Par contre, ce dernier a fortement inhib¢ la croissance du pathogene S.
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aureus au bout de 4 heures d’incubation. Comparé¢ aux deux surnageant des deux isolats
susmentionnés, le surnageant de I’isolat S15 Our a exercer une forte inhibition de la
croissance de la souche S. aureus sur milieu liquide sur tout la longueur de la période
d’incubation. Ces résultats sont traduits par une évolution trés lente de I’absorbance des
tubes contenant la souche S. aureus en présence du surnageant de 1’actinomycete S15

Our (Figure 30).

7. Discussion

Ce travail représente une initiation a I’isolement et la sélection des actinomycetes
producteurs d’antibiotiques a partir de terrains sahariens de 1’Algérie. Les bactéries
isolées dans le cadre de cette étude ont été testé sur deux souches pathogeéne isolées a

partir d’échantillons clinique au niveau de 1’hopital de la Wilaya de Bouira.

Les actinomycetes se distinguent par leur capacité¢ a étre de bons producteurs
d'antibiotiques, tels que les oligosaccharides, les tétracyclines, les macrolides, le
chloramphénicol et diverses autres molécules antifongiques (Larpent et Sanglier,
1989). Des antibiotiques tels que la streptomycine produite, le chloramphénicol, ainsi
que l'auréomycine et la tétracycline issues sont tous produits des actinomycetes :
Streptomyces griseus, Streptomyces venezuelae et Streptomyces aureofaciens,
respectivement. Outre les antibiotiques, les actinomycétes géneérent des acides (chez
Streptomyces), des alcools, comme l'isobutylacétate, et des composés tels que I'huile de
géosmine isolée de l'espéce Streptomyces griseus. lls sont également responsables de
la production d'autres substances telles que des agents antibactériens et antitumoraux
(actinomycine, adriamycine, rebeccamycine, mitomycine et dannomycine), des
insecticides (rnikkomycine), des pesticides (antimycine A), des herbicides
(phinotricine), ainsi que des composés a la fois immunosuppresseurs et
immunostimulants (tels que la rapamycine et le FK500) (Griife, 1990 ; Moore et al.,

1999 ; Petrosyan et al., 2003).

Les actinomycetes sont donc considérés comme une source importante
d’antibiotiques naturels. La recherche de nouvelles souches capables de produire des
molécules de ce type est donc d’une importance capitale afin de faire face au fléau des

résistances bactériennes aux antibiotiques déja existants.

Les sols du Sahara présentent une faible teneur en eau et une pluviométrie souvent

inférieure a 100 mm par an. Les températures extrémement élevées et la rareté de
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I'humus caractérisent également ces sols. Des études antérieures ont établi de maniere
concluante que les sols désertiques ne sont pas dépourvus de vie ; au contraire, ils
abritent une grande diversité de micro-organismes. Parmi ces micro-organismes, les
actinomycétes occupent une place centrale. Leur présence est particuliérement marquée
dans ces écosystemes extrémes, comme en témoignent les travaux de Fecher et Kiliane

(1940).

Les sols sahariens sont donc soumis a des contraintes environnementales sévéres,
notamment des températures élevées, des niveaux de sécheresse élevés et des
conditions de salinité variables. Les actinomycétes, grace a leur adaptation a ces
conditions extrémes, pourraient posséder des mécanismes uniques de production de
composés bioactifs, dont certains pourraient avoir des propriétés antibactériennes

(Grover et al., 2016).

Les données présentées dans ce travail révelent une répartition hétérogene des
actinomycetes présents dans les échantillons étudiés. Cette différence peut étre
attribuée aux différences dans les propriétés physicochimiques des échantillons elles
méme (pH et maticre organique). Ces différences exercent une influence significative
sur I'abondance des actinomycetes (Hop et al., 2012 ; Adegboye et al., 2012). Selon
les travaux de Lee et Hwang (2002), les deux principaux facteurs écologiques qui
fagonnent la diversité des actinomycetes dans le sol sont le pH et la teneur en maticre
organique. D'autres parameétres, tels que la température du sol, la nature du sol, la
composition végétale et la localisation géographique, jouent également un rdle

déterminant dans cette diversité¢ (Adegboye et al., 2012).

Dans ce travail, certains des actinomycetes isolés se sont avérés aptes a produire
des pigments diffusibles sur milieu gélos¢. La production des pigments est une
caractéristique trés importante pour les Actinomycétes. (Shirling et Gottlieb, 1972)
considere la pigmentation des actinomyceétes comme un critére de leur classification.
La pigmentation diffusible des actinomycetes est souvent le résultat de la libération de

substances bioactives (Margalith, 1992).

La majorité des actinomyceétes isolés dans le cadre de ce travail ont montré une
activit¢é antimicrobienne contre au moins un microorganisme test utilisé

(Staphylococcus aureus et/ou Escherichia coli). En effet plusieurs travaux ultérieurs
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ont corroboré le pouvoir antibactérien remarquable des actinomycetes (McKenzie et

al., 2010 ; Mythili et Ayyappa, 2011 ; Ng et Amsaveni, 2012).

La majorité des isolats se sont montrés actifs contre la bactérie & Gram positif (S.
aureus) plutot que contre la bactérie a Gram négatif (E. coli). Cette distinction pourrait
étre attribuée aux différences structurales existantes entre les deux types bactériens. Les
¢tudes menées par Aouiche et al. (2012), et Badji et al. (2006) ont également révélé
que les actinomycetes utilisés dans le cadre de leurs études sont hautement inhibiteurs
des Staphylococcus aureus. Par ailleurs, plusieurs chercheurs ont observé la résistance
notable des bactéries a Gram négatif a I’activité antimicrobienne des actinomyceétes
(Ullah et al., 2012 ; Omar et al., 2013). Similairement, Cwala et al. (2011), ont
examiné l'activité antimicrobienne de quatre especes appartenant a trois genres
d'actinomycetes. Leurs résultats ont démontré une prédominance de 'activité des isolats
d'actinomycetes envers les bactéries a Gram positif comparés aux bactéries a Gram

négatif.

Dans ce travail, les surnageants sont immédiatement actifs, d'autre ne sont actif
qu'apres un certain temps de contact avec la bactérie cible, tandis que d'autre sont actif
uniquement pendant les premicres heures de contact. Les différences dans le moment
et la durée d'activité antibactérienne observées avec les surnageants peuvent étre
attribuées a plusieurs facteurs, notamment la nature des composés produits par les
actinomycetes, leur cinétique d’action et leur interaction avec la bactérie cible. En effet,
certains actinomycetes pourraient produire des composés antibactériens qui agissent
rapidement et directement sur la bactérie cible deés le contact initial. Ces composés
pourraient étre libérés rapidement dans le surnageant et agir efficacement des le début

du contact (Kozyrskyj et al., 2010).

Certains composés produits par les actinomycétes pourraient nécessiter un certain
temps pour étre activés ou pour interagir avec la bactérie cible. Il se peut que ces
composés nécessitent une modification ou une activation spécifique qui se produit avec
le temps, avant qu'ils ne deviennent efficaces contre la bactérie. Ce qui peut expliquer
I’action tardive du surnageant de la souche S7 Our dans notre travail (Zhang et Cheng,

2022).

D’autres composés pourraient étre instables dans le milieu ou étre rapidement

dégradés par des enzymes ou d'autres facteurs dans le surnageant. Cela pourrait
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expliquer pourquoi leur activité antibactérienne est observée uniquement pendant les

premiéres heures de contact (Laure et al., 2021).

Les interactions entre les composés produits par les actinomycetes et la bactérie
cible peuvent varier en fonction du temps de contact. Il est possible que certains
composés nécessitent un certain temps pour se lier ou interagir avec la bactérie avant

de produire leur effet antibactérien (Abdelmohsen et al., 2015).

Les différents isolats d'actinomycetes peuvent produire une variété de composés
bioactifs en fonction de leur génétique et de leur environnement de culture. Cette
variabilité peut expliquer pourquoi certains isolats montrent une activité immédiate,
tandis que d'autres nécessitent plus de temps pour montrer leur activité

(Mohammadipanah and Wink, 2016).

Les actinomycétes pourraient étre influencés par des facteurs de croissance et de
régulation qui affectent la production et la libération de leurs métabolites antibactériens.
Ces facteurs pourraient varier au fil du temps, ce qui expliquerait les différentes
observations et le changement des activités antibactériennes constatées, dans ce travail,
pour une méme souche, en passant d’un milieu de culture a I’autre et d’une technique

a ’autre (Kurtboke, 2017).

Il est important de noter que les actinomycétes sont des micro-organismes
complexes, et il peut y avoir de nombreuses raisons possibles pour les variations dans
le moment et la durée d'activité antibactérienne des surnageants testés dans notre étude.
Des études plus approfondies, y compris des analyses biochimiques et génétiques,

pourraient aider a élucider les mécanismes sous-jacents a ces observations.
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Conclusion

Avec l'apparition de nouvelles bactéries pathogenes a travers le monde et la
propagation croissante de la résistance bactérienne aux antibiotiques existants, il
devient de plus en plus crucial d'orienter nos efforts vers la recherche et le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les infections. Dans ce
contexte, les actinomyceétes semblent tenir la premiére place des organismes
producteurs d’antibiotiques naturels. Cependant, le manque de molécules novatrices
issues des actinomyceétes récemment isolés a partir d’environnements ordinaires pousse
les chercheurs vers la recherche de telles molécules chez les actinomycétes des

environnements extrémes tels que les déserts.

Dans ce travail les actinomycetes provenant des sols sahariens d'Algérie
présentent des activités antibactériennes tres prometteuses. Cette étude constitue une
tentative d'isolement et de sélection de bactéries telluriques d'origine saharienne, dans
le but de cribler leur capacité a produire des molécules antagonistes vis-a-vis des
bactéries pathogeénes. Certaines des bactéries sélectionnées au cours de cette recherche
ont démontré un potentiel antibactérien remarquable et pourraient représenter de

nouvelles sources d'antibiotiques utiles dans la lutte contre les bactéries pathogenes.

En termes de perspectives, il est essentiel de procéder a I'identification
moléculaire précise des bactéries isolées ayant révélé une activité antagoniste positive.
I1 est également crucial de purifier et d'identifier les molécules responsables de cette
activité. Des techniques de purification et d'identification issues de la biologie
moléculaire et de la biochimie peuvent s'avérer utiles dans cette démarche qui reste a

explorer.
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Annexes 1

Compositions des milieux de culture

Milieu ISP2

Extrait de [eVUre. ... ..o 4g
Extrait de malt ..o s 10g
DIEXIIOSE ...ttt e 4g
N 15¢g
pH:7.3

Starch casein agar

AmIdon SOIUDBIE. ... 10g

L0 11 0.30g

KN O 3 2g
MESOA.TH2O ... 0.05g
K2HP O 2g
L 2g
CaC 0. 0.02¢g
FES04.TH2O0 . ... 0.01g
N . 1 S 18¢g
pH: 7.3

Bennet

GIUCOSE ettt e 10g
ExXtrait de [eVUIe. .. ..o s 2g

PePtONe ..o e 2g

Extrait de viande..........coiiiiiii e g



N . 1 P 15¢g
Bau diStIlLEE. . .. e vt 1000 ml
PH :7.3
Annexe 2 :
Equipements
Matériel Nom Références
Frigidaire SNVST/9277/21
Vortex FSVNVST 5112
Autoclave FSNVST/138/13

Bain marie

FSNVST 9049/2019




Spectrophotometre FSNVST 29/9339
Etuve 9046/2019
Agitateur magnétique FSNV 522/9323
Ph metre FSNVST/18722118
Balance FSNV/1746




Résumé



Résumé

L’émergence de résistances bactériennes aux antibiotiques justifie 1’urgence de disposer de nouvelles
molécules antimicrobiennes. Ce travail vise a rechercher, cribler et sélectionner des actinomycétes capables de
synthétiser des substances antimicrobiennes a partir d’environnements extrémes tel que le Sahara Algérien. Huit
échantillons de sols sahariens du sud-est algérien (Biskra, Boussadda, Djelfa, Ghardaia, El Ouadi, Touggourt,
Ouargla, Illizi) ont été explorés. Soixante (60) souches d'actinomycétes ont été isolées a partir des 8 échantillons
collectés. Elles ont été testées pour leurs activités antibactériennes contre deux bactéries pathogenes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli). Seuls les échantillons de sols d'llizi, Biskra et Ouargla ont donné toutes
les souches des 60 actinomycétes. Sur la base de ce test préliminaire 10 souches ont été sélectionner afin de
déterminer leur aptitude a produire des métabolites secondaires capable d’inhiber la croissance de la bactérie S.
aureus. Parmi les 10 isolats sélectionnés, les surnageant issue d’une culture discontinue des actinomyceétes S5 1zy,
S7 Our, S15 Our sur le milieu liquide ISP2 ont pu retarder (S5 Izy, S7 Our), voir bloquer (S15 Our) la croissance
de la bactérie cible de fagon significatif. Les résultats obtenus laissent espérer un avenir prometteur de la richesse
métabolique des actinomycétes du Sahara Algérien, notamment en matiére de molécules antibactérien.

Mots clé : actinomyceétes, activité antibactérienne, sol algérienne saharienne.

Abstract

The emergence of bacterial resistance to antibiotics justifies the urgency of having new antimicrobial
molecules. This work aims to search, screen and select actinomycetes capable of synthesizing antimicrobial
substances from extreme environments such as the Algerian Sahara. Eight samples of Saharan soils from
southeastern Algeria (Biskra, Boussaada, Djelfa, Ghardaia, El Ouadi, Touggourt, Ouargla, Illizi) were explored.
Sixty (60) strains of actinomycetes were isolated from the 8 collected samples and tested for their antibacterial
activities against two pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus, Escherichia coli). Based on this preliminary
test, 10 strains were selected to determine their ability to produce secondary metabolites capable of inhibiting the
growth of the bacterium S. aureus. Among the 10 selected isolates, the supernatants from a discontinuous culture
of the actinomycetes S5 Izy, S7 Our, S15 Our on ISP2 liquid medium were able to significantly delay (S5 Izy, S7
Our), or even block (S15 Our), the growth of the target bacterium. The results obtained provide hope for a
promising future about the metabolic richness of actinomycetes from the Algerian Sahara, particularly in terms of
antibacterial molecules.

Key words: actinomycetes, antibacterial activity, Algerian Saharan soil.
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