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Introduction



Introduction

Les maladies infectieuses, responsables de 13 millions de déces chaque année, sont
maintenant la principale cause de mortalité chez les enfants et les jeunes adultes. En 1998,
6 maladies : SIDA, paludisme, tuberculose, rougeole, maladies diarrhéiques et infections

respiratoires ont, a elles seules, provoqué pres de 90% de ces déces (OMS, 1999).

Il y a des décennies, le monde croyait que la science avait vaincu les maladies
infectieuses et que tout était sous controle. Les vaccins et les antibiotiques permettaient de
controler efficacement certains fléaux comme la variole ou la tuberculose(Kitouni,
2007).Cependant, certains événements nous rappellent que nous sommes toujours

confrontés a de nouveaux défis en matiére de maladies.

Depuis I’apparition des premiers agentsantibactériens, notamment la pénicillineet les
sulfamides, les bactéries n’ontcessé de s’adapter a I’environnementhostile que nous leur
avons imposé parl’utilisation massive d’antibactériensd’origine naturelle ou de synthese.
Cetteadaptation s’est traduite par le développementde la résistance bactérienneavec, en
particulier, une évolution vers lamultirésistance de certaines bactériespathogénes. A cela
s’ajoutent des pathologies infectieuses émergentes de nouvelles espéces bactériennes
tellesque Helicobacter pylori, Troperymawhipplei, de nouvelles rickettsies, susceptiblesde

développer de nouveauxmécanismes de résistances(Maccrain et al., 2000).

Ces  constats  expliquent  1’urgence de  disposer de  nouvelles
moléculesantimicrobiennes. Celles-ci sont, entre autres, recherchées a partir
desmicroorganismes isolés d’échantillons prélevés de différents écosystémes, dont le but
est de découvrir des microbes producteurs de nouvelles molécules biologiquement

actives(Newman et Cragg,2016).

Les actinobactéries représentent le groupe le plus important de microorganismes
producteurs de composés bioactifs. Elles synthétisent environ deux tiers de tous les
antibiotiques d'origine naturelle actuellement utilisés en médecine, en pratique vétérinaire
et en agriculture. La majorité¢ de ces molécules proviennent du genre Streptomyces(Barka

et al., 2016 ; Chater, 2016).

Une approche traditionnelle dans l'obtention de nouveaux agents bioactifs, en
particulier avec des structures chimiques uniques, repose sur I’isolement des

microorganismes capables d’exercer une activité antibactérienne et, donc, de produire de



telles molécules. Les souches actinobactériennes proviennent généralement du sol (Guo et
al., 2015), mais elles sont aussi abondamment présentes dans les mers et les océans
(Hassan et al., 2015 ; Xu et al., 2017). En outre, les habitats extrémes tels que les grottes
(Jiang et al., 2015), les déserts (Goodfellow et al., 2017) ou les écosystémes antarctiques
(Lee e tal., 2012), sont reconnus comme des sources précieuses d'actinomycetes produisant
de nouveaux métabolites d'importance pharmacologique (Solecka ef al., 2013 ; Singh et

al., 2018).

La biosynthése des métabolites secondaires (antibiotiques ou autres) par les
microorganismes dépend des conditions de croissance de chaque souche. Depuis des
années, les chercheurs appliquent différentes modifications des nutriments et des facteurs
physicochimiques pendant les processus de fermentation afin d'optimiser la production de
composés bioactifs (Rajnisz ef al, 2016). Actuellement, la modélisation et I'analyse des
processus de fermentation sont réalisées a travers des approches d'optimisation statistique,
permettant d'améliorer la production d'antibiotiques, d'enzymes et de probiotiques (Latha

et al., 2017).

La découverte de nouveaux antibiotiques et d'autres métabolites microbiens bioactifs
est une priorit¢, compte tenu de la fréquence de I'émergence des microorganismes
pathogénes multirésistants. Dans ce travail, notre objectif consiste a isoler des
actinomycetes a partir de terrains sahariens en Algérie, et a tester leurs activités
antimicrobiennes sur deux souches bactériennes appartenant a deux especes pathogenes et
multirésistantes et responsables de diverses pathologies humaines. La perspective finale en

est de trouver, purifier et identifier de nouvelles molécules a activité antibiotiques.



Chapitre I
Synthese bibliographique
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L'embranchement des Actinobactéries est lune des plus grandes unités
taxonomiques. C’est I'un des principales lignées actuelles du domaine des Bactéries
(Ludwig et al., 2012).Les génomes actinobactériens séquencés a ce jour appartiennent a
des organismes qui relévent de la médecine humaine et vétérinaire, la biotechnologie, et
I'écologie (Ventura et al., 2007). La majorité des Actinobactéries sont des organismes
vivants libres. Elles sont largement distribuées dans les écosystémes terrestres et
aquatiques et sont connues par leur aptitude a produire une large gamme de métabolites.
Elles sont donc ciblées comme de potentiels sources de différents produits de base utilisés

en biotechnologie moderne (Macagnan et al., 2006).
1. Les actinomycétes

Waksman divise l'histoire des actinomycétes en quatre principales étapes. (1) la
découverte du role des actinomycetes en pathologie entre 1874 et 1900. (2) recherche et
identification des actinomycétes du sol entre 1900-1919(travaux de Kraisky, Cohn,
Waksman et Curtis). (3)approfondissement et compréhension des actinomycetes 1919-
1940 (travaux de Waksman, Lieske, Krassilnikov etc.). (4) révolution des travaux qui
s’intéressent a la production des antibiotiques par les actinomycétes, ou tout a commencé

en 1940 avec les fameux travaux Selman Waksman (Léon ef al.,1989).

1.1. Généralités

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses a Gram positif. Le nom
« actinomycete »est composé des mots grecs (aktis ou aktin) pour rayon et(mukes) pour
champignon. Traditionnellement, les actinomycétes étaient considérés comme desformes
transitoires entre les champignons et les bactéries. En effet, comme les champignons
filamenteux, beaucoup d'actinobactéries produisent un mycélium, etbeaucoup de ces
actinomycetes mycéliens se reproduisent par sporulation.Cependant, la comparaison avec
les champignons est superficielle : les cellules des actinomycetes sont minces avec un
chromosome qui est organisédans un nucléoide procaryote et une paroi cellulaire en
peptidoglycane. De plus, les cellules sont sensibles aux agents antibactériens(Barka et al.,

2016).

Physiologiquement et écologiquement, la plupart des Actinobactéries sont aérobies.

En outre, elles peuvent étre hétérotrophes ou chimioautotrophes, mais la plupart sont
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chimio hétérotrophes et utilisent une grande variété de sources nutritionnelles, y compris

les polysaccharides complexes(Lechevalier et al., 1965 ; Zimmerman, 1980).

Les bactéries actinomycétales sont un ordre de bactéries comprenant des bactéries
bénignes et pathogenes appartenant au phylum Actinobacteria(McGuire et al.,2012). Ce
sont des bactéries a teneur ¢levée en GC% (entre 60-70%). Elles sont caractérisées par une
grande diversit¢é morphologique (Barka et al.,2016). Cependant, le diametre des hyphes,
est typiquement entre 0,5 a 2 um, est de 2 a 10 fois plus petit que celui Champignons (2 a
Sum) (Gottlieb, 1973 ; Larpent ef al.,1985).Récemment, de nouvelles especes
d’actinomycetes, en particulier cellesdécouvertes en eau douce, se sont avérées a faible
GC% relativement aux autres, suggérant, en plus de la diversité écophysiologique, une

grande diversité génétique des actinomycetes (Kavagutti ef al.,2019).

Les actinobactéries habitent lesol etles environnements aquatiques (Streptomyces,
Micromonospora,Rhodococcus, et Salinispora). Elles peuvent ¢également é&tre des
symbiotes de plantes (Frankia spp.), des pathogénes pour les végétaux ou des animaux
(Corynebacterium, Mycobacterium ou Nocardia) ou des commensaux gastro-intestinaux

(Bifidobacterium spp.)(Tableau 1).

1.2. Ecologie

Historiquement, les Actinobactéries étaient considérées comme des bactéries du
sol, mais elles sont maintenant reconnues comme étant cosmopolites ; on les trouve dans,
pratiquement, tous les écosystémes. En tant que microbes libres, elles sont abondantes dans
les sols, en particulier ceux du pH élevé et dans les écosystémes marins et d'eau
douce(Lauber et al.,2009). Les actinobactéries sont également associ¢es a des hotes
eucaryotes dans diverses niches, comme I'exosquelette de certaines fourmis tropicales, les
poumons et la peau des mammifgres, ainsi que les racines et les tissus internes des plantes
(Figure 02). Certains genres, dont Streptomyces, Kineococcus et Mycobacterium, couvrent
divers écosystemes, du sol aux environnements marins et d'eau douce. D'autres, comme
Atopobium, Bifidobacterium, Kocuria et Rothia se trouvent principalement dans des
associations d'hdtes. La diversité des niches occupées par les actinobactéries refléte leur
capacité physiologique a se développer dans une large gamme de conditions, comme le
confirment les analyses basées sur la culture et le génome. Néanmoins, notre
compréhension des roles écologiques des Actinobactéries dans un bon nombre de ces

systémes reste mal définie (Lewin et al., 2016).
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Tableau 1.Distribution des actinomycetes selon leurs habitats(Goodfellow, 1983).

Genre Habitat

Actinomadura, Microbispora, Sol

Streptosporangium, Micromonospora,

Nocardia.

Actinoplanes, Streptomyces. Sol, eau

Rhodococcus. Sol, eau, liticre.

Sacharomonospora. Sol, eau, litiere, fumier
Thermomonospora. Matiere en décomposition et fermentation
Frankia. Nodule de racines

Certaines especes d'actinomycetes semblent préférer certains habitats a d'autres.Par
exemple, des actinomycetes thermophiles ont été trouvés dans le compost, le foin fermenté
et les condenseurs des réfrigérateurs et des climatiseurs. Actinoplanes et Actinosynnema
sont présents dans les sols cultivés et les débris végétaux, le long des rives des riviéres et
des lacs.Micromonosporaprétere les fonds des lacs et des
réservoirs.Alternariasporangesest un actinomycete des surfaces forestieres. Microbispora
et Actinomadurapréferent les sols cultivés. Les Streptomyces, par contre, sontcosmopolites

(Xu et al., 1996).

Selon Lewin (2016),Les actinobactéries sont omniprésentes et constituent 1'un des
groupes de bactéries les plus diversifiés de la nature. Ses membres vont des organismes
unicellulaires anaérobies aux lignées aérobies, filamenteuses et sporulées. A lui seul, le

genre Streptomyces représente pres de 5 % des 16 000 especes bactériennes décrites.

1.3. Roles et impact

En plus de leur importante influence sur la santé humaine, les actinobactéries jouent
des roles écologiques clés. Leur impact sur la productivité agricole a travers la
décomposition de la matiere organique du sol et ainsi, la biodisponibilité des nutriments au
plante a été largement discuté par Waksman (1931) et Hopwood et al.,(2007). Plus
récemment, les actinobactéries se sont avérées éEtre des symbiotes répandues des
eucaryotes, aidant les herbivores a accéder a la biomasse végétale en tant que mutualistes
nutritionnels et produisant des produits naturels en tant que mutualistes défensifs. Les

¢tudes sur les actinobactéries en tant que mutualistes défensifs ont conduit a la découverte
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de nouveaux antibiotiques avec des applications pharmaceutiques potentielles ;
renouvelant la reconnaissance de l'intérét de comprendre I'écologie des actinobactéries
pour la découverte de médicaments et rappelant le voyage de Waksman vers la découverte

de la streptomycine (Lewin et al., 2016).

a 'b™ C d
J— ﬁ" =
AL
..'f'{ '.\ 9 _‘__.,
(l 4\. 4

v & \
& %]
’ ! \ e
i . f —
WG\ { N FN ~
A <\ A\ .
| S /k ~ N\
> " — 4 i 1

Figure 1.Les actinobactéries dans la nature. (a) Une fourmi coupeuse de feuilles
Acromyrmex dans son jardin de champignons, couverte de bactéries Pseudonocardia
blanches. (b) Une souche de Streptomyces se développant sur de la biomasse végétale en
décomposition. (¢) Nodules de Frankia sur les racines d'un olivier russe. (d) Radiographie
montrant un poumon sain a gauche et une croissance de Mycobacteriumtuberculosis a
droite (Lewin et al., 2016).

1.4. Biologie et développement

Les actinobactéries présentent la plus grande différenciation morphologique parmi
les bactéries gram-positives(Li et al., 2015). En matiére de morphologie, elles vont de
simples bacilles diphtéroides (la plupart des mycobactéries) aux formes complexes
d'hyphes telles que (le genreStreptomyces) (Gottlieb, 1973).Cette variation morphologique
s'accompagne généralement d'une différenciation marquante dont le cycle biologique est
comparable a celui de certains eucaryotes.Certaines peuvent exprimer du mycélium sur
et/ou dans le milieu (mycélium végétatif) ou dans l'air au-dessus du substrat (mycélium
aérien) (Kitouni., 2007). L'ensemble de la structure d'une cellule d'hyphes correspond a
I'organisation bactérienne : le cytoplasme contient des régions d'ADN génomique, des
ribosomes et diverses inclusions, probablement des substances de réserve (polyphosphates,
lipides, polysaccharides). Les actinomycétes classiques ont un mycélium radial bien

développé(Figure 02).

Certaines actinobactéries peuvent former des structures compliquées, telles que la
spore, la chaine de spores, le sporange et la sporangiospore. Les modes de croissance et de
fracture du mycélium de substrat, la position de la spore, le nombre de spores, les

structures de surface de la spore, la forme des sporanges et la présence ou non de flagelles
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chez les sporangiospores sont des caractéristiques morphologiques longtemps utilisées

pour la classification des actinobactéries(Li et al.,2015).
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Figure 2. Colonies d'actinomycetes se développant sur de la gélose (morphologie
commune des actinomycetes, la section transversale d'une colonie d'actinomycetes
montrant le mycélium de substrat et le mycélium aérien avec des chaines de conidiospores)
(Li et al., 2015).

1.4.1. Le mycélium de substrat

Appelé aussi mycélium végétatif ou mycélium primaire, le mycélium de substrat se
développe dans le milieu ou a la surface du milieu de culture. La fonction principale du
mycélium de substrat est 1'absorption des nutriments pour la croissance des actinobactéries.
Au microscope,les mycéliums de substrat sont minces, transparents, a phase sombre, et
plus ramifiés que les hyphes aériens. L'hyphe unique a une épaisseur d'environ 0,4 a 1,2
um, ne forme généralement pas de diaphragmes et de fractures, capable de développer des
branches. Chez des groupes minoritaires (comme Nocardia), il est rudimentaire a
largement ramifié comme les racines.Les hyphes de substrat se fragmentent souvent insitu
ou lors d'une perturbation mécanique en €éléments coccoides ou en formes de batonnets,

non mobiles lorsqu'ils ont atteint un certain stade de croissance.

1.4.2. Le mycelium aérien

Le mycélium aérien est I'hyphe que le mycélium de substrat développe dans l'air.
Parfois, les hyphes aériens et les mycéliums de substrat sont difficiles a distinguer. 11 est
facile de les distinguer par une préparation d'empreinte sur une lamelle couvre-objet,

observée dans un systéme sec avec un microscope optique : les hyphes du substrat sont
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minces, transparents et de phase sombre ; les hyphes aériens sont grossiers, réfringents et
de phase claire. Les hyphes du mycélium aérien sont caractérisés par une gaine fibreuse,
sauf les genres Pseudonocardia et Amycolata. Elle est composée d'¢léments fibrillaires et
de courts rameaux, formant un motif caractéristique. La gaine fibreuse est également
présente sur les hyphes aériens de sporulation, ce qui explique les différentes
ornementations de surface de la spore. La formation de toutes sortes d'hyphes aériens
d'actinobactéries dépend des caractéristiques de 1'espece, des conditions nutritionnelles ou
des facteurs environnementaux. Le mycélium aérien de certains genres se développe en un

hyphe reproducteur, produisant des spores (figure 03).

Figure 3.Microgramme de production de spores en chaines courtes.Catellatospora sp.
MB-VE 1321Contributor: G. Vobis Source: The Society for Actinomycetes Japan
(Hayakawa, 2008)

1.5. Métabolismebactérienet actinomyceétes

Durant le cycle de croissance bactérienne, de nombreux métabolites de diverses
natures sont produits en fonction des phases de croissance pour servir a la biosynthése du
matériel cellulaire ou en réponse aux fluctuations des conditions du milieu. Ces
métabolites sont généralement répartis en métabolites primaires et métabolites secondaire

(Belle, 1998).

1.5.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont produits pendant la phase de croissance des bactéries

(trophophase), quand I'ensemble des voies cataboliques et anabolique sont catalysées par

8
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des enzymes spécifiques et soumis a divers contrdles. Ces voies fournissent a la cellule les
métabolites intermédiaires, ainsi que I'énergie nécessaire a la biosynthése des
macromolécules essentielles telles que les protéines, les lipides, les polysaccharides ou les
acides nucléiques. Les métabolites primaires sont pratiquement identiques pour tous les

organismes vivants (animaux, végétaux, microorganismes) (Larpent et Sanglier, 1989).

1.5.2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits apres la fin de la phase de croissance des
bactéries (idiophase), le métabolisme secondaire n'est pas indispensable a I'organisme
producteur, bien qu'il joue vraisemblablement un role pour sa différentiation et sa survie
dans le milieu naturel (Grafe, 1988). Ces métabolites possédent en général des structures
chimiques diverses, formant souvent des familles de composés, Les métabolites
secondaires possédent une plus grande variété de voies que les métabolites primaires et ils
posseédent une bioactivité (Strub, 2008). Les antibiotiques constituent le groupe le plus
important des métabolites secondaires synthétisés par les microorganismes, notamment les

actinomycetes (Sanglier et Trujillo, 1997, Kim et al., 2000).

Continuellement de nouveaux métabolites secondaires a différentes activités
biologiques sont découvertes chez des souches d'actinomycétes (Williams et al., 1993 ;
Lopes et al., 1999 ; Khattabia et al., 2002). La grande majorité des métabolites isolés sont
originaires des especes du genreStreptomyces(Sanglier et al., 1993 ; Anderson et Watve
et al, 2001). Les actinomycétes jouent un role trés important dans le secteur
pharmaceutique (Prescott et al., 2002). De nombreux isolats produisent des substances

intéressantes, telles que: les acides aminés, les enzymes (Larpent et Sanglier, 1989).

Les actinomycetes sont également de bons producteurs d'antibiotiques tel que les
oligosaccharides, les tétracyclines, les macrolides, le chloramphénicol et d’autres
molécules antifongiques (Larpent et Sanglier, 1989). Par exemple, la streptomycine
produite par Streptomyces griseus, le chloramphénicol par Streptomycesvenzuela ou encore
I'auréomycine et tétracycline par Streptomycesaureofaciens. En plus des antibiotiques, les
actinomycetes produisent des acides (Streptomyces) et des alcools, de 1’isobutylacetate, et
de T'huile géosmine isolée d'espece Streptomycesgriseus.D'autres  substances
antibactériennes et antiturnorales (actinomycine, adriamycine, rebeccamycine, mitomycine
et dannomycine), insecticides (rnikkomycine), pesticides (antimycine A), herbicides

(phinotricine) et immunosuppressives et immunostimulantes (la rapamycine et le FK500)
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sont ¢galement produites par des actinomycétes(Chun et al., 1997 ; Sanglier et Trujillo,
1997 ; Moore et al., 1999 ; Petrosyan et al., 2003). Certaines souches interviennent méme

dans la transformation des stéroides en dérivés plus intéressants (Prescott et al., 2007).

Les actinomyceétes peuvent donc étre considérées comme une source non négligeable
d’antibiotiques naturels. La recherche de souches nouvelles 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.
2. Les antibiotiques

Un médicament est une substance ayant des propriétésthérapeutiques,
prophylactiques ou diagnostiques. Un médicament est plus couramment utilisé pour guérir,
favoriser la guérison, soulager ou prévenir les maladies des personnes ou des animaux. Les
antibiotiques sont donc des médicaments ; des molécules capables de tuer (bactéricide) ou
de limiter la propagation bactérienne (bactériostatique).Ils sont utilisés en médecine pour
lutter contre les infections. Les antibiotiques, doivent étre sélectionnés en fonction de leur
efficacité contre les bactéries a combattre. Ils sont, soit fabriqués a partir de cultures
microbiennes comme métabolites de ces derniéres, soit enticrement issus d’une synthése
chimique, soit constitués d’un mélange de fraction synthétique et d’autres fractions

(Mouna, 2012).

2.1. Définition

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 '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 1'ARN, la réplication, la synthése de I'ADN et la

membrane, et donc, la croissance bactérienne globale (Grasso et al., 2016).

2.2. Classification

2.2.1. Critéres de classification

10
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Les antibiotiques sont classés selon plusieurs criteres :

X/

* Origine : ¢laboré par un organisme (naturel) ouproduit par synthése (synthétique
ou semisynthétique)(Kassah-Laouar, 2020).

¢ Mode d’action : antibiotique actif sur la paroi, la membrane, la synthése protéique
et la syntheése des acides nucléique (Tchiengang, 2019).

* Spectre d’activité : liste des especes surlesquelles les antibiotiques sont actifs
(spectre étroit ou large) (Delarras, 2007).

¢ Nature chimique : baséesouvent sur une structure de base (ex : cycle B-lactame)

sur laquelle il y a une hémisynthese. Cettederniére classification nous permet de

classer les antibiotiques en familles (B-lactamines, aminosides,tétracyclinesetc.).

Souvent, la structure chimique d’un antibiotique conditionne son mode d'action

(Kassah-Laouar, 2020).

2.2.2. Classification selon mode d’action

La classificationbasée sur le mécanisme d’action rend compte des propriétés

particuliéres de chaque groupe d’antibiotiques (Walsh, 2000).
a. Inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane

De nombreux antibiotiques inhibent la synthése du peptidoglycane, un composant
essentiel de la différenciation bactérienne Gram+ et Gram-. La syntheése de la paroi
bactérienne est composée de troisétapes successives: La premicre étape implique la
formation d'unités de base, 1'UDP-N-acéthylglucosamine et 1'UDP-N-acéthylmuramyl-
pentapeptide. La deuxiéme étape permet a ces deux précurseurs de passer a travers un
systtme de transport lipidique et de se combiner pour former une molécule de
disaccharide-pentapeptide. Au cours de la troisiéme étape, cette molécule se lie au
peptidoglycane préexistant, et a ce stade, deux enzymes essentielles interviennent : une
transglycosylase (fixation des disaccharide-pentapeptides entre eux et formation de chaines
polysaccharidiques) et une transpeptidase (liaison des chaines entre elles: liaison
peptidique).Chacune de ces étapes peut étre perturbée par l'action des antibiotiques. Par
exemple,les B-lactamines inhibent la derniére étape de la synthése du peptidoglycane

(Smaoui, 2010).

b. Antibiotiques actifs sur la membrane plasmique

11
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Les antibiotiques polypeptidiques (polymyxine, tyrothricine, etc.) ont la capacité
unique de se lier aux phospholipides de la membrane cytoplasmique, qui est ainsi
désorganisée. Cette action est aussi efficace sur les bactéries métaboliquement actives que
sur les bactéries dormantes. En conséquence, unefuite des constituants cytoplasmiques se

produit, entrainant la mort cellulaire (Yala et al., 2001).
c. Inhibiteurs de la synthese protéique

De nombreux antibiotiques inhibent la synthése des protéines en se liant au
ribosome et a d'autres composants du processus traductionnel, affectant une ou plusieurs
¢tapes de ce dernier : fixation de I'aminoacyle-ARN, formation de liaisons peptidiques,

translocation et lecture de I'ARNm (Prescott ef al., 2013).

* Macrolides : empéchent la synthése des protéines en se fixant a la sous-unité 50S
du ribosome. Les macrolides inhibent la translocation des acides aminés et leur
incorporation ultérieure (Smaoui, 2010).

¢ Aminoglycosides : perturbent la synthése des protéines au niveau de la fraction
30S du ribosome, entrainant la destruction bactérienne (Yalaet al.,2001).

¢ Chloramphénicol : se fixe a I’ARNr 23S sur la sous unité 50S (au site A) du
ribosomeet inhibe la peptidyltransferase (Prescott et al., 2013).

¢ Tétracyclines : IIs inhibent la synthése protéique en se fixant sur la sous unité 30S
duribosome et ils inhibent la fixation des molécules d’aminoacyle-ARNt sur le site

A duribosome(Lavigne, 2007 ; Prescott et al., 2013).
d. Inhibiteurs de la synthese des acides nucléiques et de leurs précurseurs

Les inhibiteurs de la syntheése des acides nucléiques ciblent soit I'ADN polymérase et
I'ADN hélicase soit I'ARN polymérase. Ils empéchent ainsi la réplication ou la

transcription (Prescott et al., 2013).Dans cette catégorie, on retrouve :

*¢ Quinolones: Agissent sur les enzymes qui régulent la conformation de 1'ADN,
telles que les topoisomérases (notamment 'ADN gyrase). L'inhibition de l'activité
de ces enzymes empéche tout changement conformationnel et la synthése
d'ADN(Smaoui, 2010).

¢ Rifamycines : La molécule inhibe la synthése protéique a une étape trés précoce

puisqu’il s’agit d’une inhibition de la transcription de ’ADN en ARN messager. La

12
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rifampicine se fixe sur une sous-unit¢é de I’ARN polymérase et bloque son

action(Gaudy et Buxeraud, 2005).
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Figure 4. Cibles et modes d'action des antibiotiques (Davies et Mazel, 1997).

2.3. Résistance des bactéries aux antibiotiques
2.3.1. Définition

On dit qu'une bactérie est « résistante » vis-a-vis d’un antibiotiquelorsque la
concentration minimale inhibitrice de ce dernier (CMI) est supérieure a celle qui inhibe le

développement de la majorité des autres souches du méme espece (Carle, 2009).

Une bactérieest considérée multirésistante lorsqu’une accumulation de résistances
naturelles et acquises a plusieurs antibiotiques est constatée. Les bactéries multirésistantes

ne sont sensibles qu'a un petit nombred'antibiotiques (Carle, 2009).
2.3.2. Résistance naturelle

La résistance naturelle est un trait partagé par toutes les souches d'une méme espece,
et les génes de résistance font partiec de leur patrimoine génétique. La résistance
bactérienne naturelle est d'origine chromosomique et est permanente. La résistance

naturelle est stable et peut étre transmise a la progéniture (transmission verticale) lors de la

13
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division cellulaire, mais elle ne peut pas étre transmise d'une bactérie a une autre

(transmission horizontale) (Carle, 2009).
2.3.3. Résistance acquise

La résistance acquise n'est pas un trait de l'espece. L'acquisition d'une résistance est
le résultat d'un événement génétique : soit une mutation bactérienne au sein de la
population de I'espéce (nouvelle résistance) ; soit une acquisition d'un geéne de résistance

porté par un plasmide ou un transposon d’une autre bactérie (Schlemmer, 2009).
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Figure 5.Mécanisme de résistance aux antibiotiques (Bouaziz, 2018)
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La partie pratique de notre travail a été réalisé aux laboratoires de microbiologie de
la faculté SNVST de 'université de Bouira durant 2 mois a partir de Mai 2022. Apres un
échantillonnage réalisé¢ sur différents sols du Sahara algérien, les échantillons ont été
transportés au laboratoire en vu d’isolement et de sélection d’actinomycétes productrices

d’éventuelles substances antibactériennes.

1. Echantillonnage

Quatre ¢échantillons (E1, E2, E3 et E4) de sol sont prélevés de différents sites

appartenant aux deux wilayas Biskra et Oued Souf, situées au sud de 1’ Algérie.

Les échantillons sont prélevés a 1’aide d’une grande spatule stérile, les cinq premiers
centimétresde la couche superficielle du sol sont écartés, on préléve alors le sol de la
couche sous-jacente (entre 5 et 30 cm de profondeur). 100 a 150 g de terre,sont déposés sur
une feuille d’aluminium. Les gros débris sont écartés (pierres,racines, etc.) et environ 50 g
sont placés dans un flacon stérile et transportés le plusrapidement possible au laboratoire

pour analyse (Pochon et Tardieux, 1962).

Tableau 2.Localisation géographique des stations d’échantillonnage

Wilaya Région (échantillon) Latitude Longitude Etage bioclimatique
El Oued Soualah (E1) 33°19'40" 6°5320"  Saharien
Biskra Lichana (E2) 34°43'29" 5°25'57"  Saharien
Biskra Bouchegroun (E3) 34°43'18" 5°27'56"  Saharien
Biskra Lichana (E4) 34°4329" 5°25'57"  Saharien

Figure 6.Régions d’échantillonnage (Djazairouna I’Atlas pratique de I’ Algérie, 2004).
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2. Isolement des actinomycétes

2.1. Les milieux de cultures

Pour I’isolement des actinomyceétes, deux milieux de culture ont été utilisés :

» Milieu williams (Williams et Kuster, 1964) : Amidon : 10g; caséine : 0,3g; KNO;
: 2g; NaCl : 2g; KoHPOy, : 2g; MgSO., 7H,0 : 0,05g;CaCO3 : 0,02g; FeSO4, 7H,0
:0,01g; Agar : 18g; Eau distillée : 1000 ml. pH 7,2.

» Milieu Czapek : NaNO; :3g; K,HPO,:1g; MgSO,.7H,0 :0.5g; KCI: 0.5g;
FeSO,4. 7H,0 :10.0 mg ; Amidon : 10.0g ; Agar: 18.0 g; Eau distillée : 1000 ml.
pH 7,2

2.2. Préparation des suspensions et ensemencement

10 g de chaque échantillon de sol sont ajoutés a 90 ml d’eau physiologique stérile et
homogénéisé€s au vortex pour constituer la solution mére, considérée comme une premiére
dilution. A partir de cette suspension, des dilutions décimales jusqu’a 10 ont été
préparées. Des volumes de 100ul de chaque dilution ont été étalés sur la surface des

milieux culture utilisés (Kumar et al., 2010).

Apres ensemencement, les boites sont incubées a 28+1°C durant une période allant

jusqu’a 4 semaineset examinées régulierement.

2.3. Observation microscopique

Les colonies qui se rapprochent des actinomycetes par leurs aspects macroscopiques,
colonies dures et incrustées dans la gélose, sont prélevées et observées au microscope
optique, en utilisant la coloration de Gram.L’observation au microscope optique est

effectuée avec des grossissements gradués (x100) (Kalyani et al., 2012).

2.4. Purification et conservation des souches

Les colonies pressentant des critéres typiques des actinomycetes sont repiquées et
purifiées pour obtenir des cultures pures.A ’aide d’une pipette pasteur stérile, un inoculum
est prélevé a partir des colonies du milieu d’isolement. Il est ensuite ensemencé par
épuisement sur le milieu ISP2 sous forme de stries. Cette derniere opération est répétée

jusqu'a obtention de cultures pures (Boussaber et al., 2012).
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2.5. Activité antibactérienne
2.5.1. Bactéries cibles

Pour I’étude de I’activité¢ antibactérienne des isolats d’actinomycetes vis-a-vis des
bactéries pathogénes, deux souches bactériennes de références

[AmericanTypeCultureCollection (ATCC)](Tableau 05).

Tableau 3.Souches bactérienne ciblées dans le test d’activité antibactérienne

Espéce Gram Code
Pseudomonas aeruginosa Négatif ATCC 27853
Staphylococcus aureus Positif ATCC6538

2.5.2. Préparation du milieu de culture

Vingt-cinq gramme du milieu Muller-Hinton déshydraté ont été versés dans 1 litre
d’eau distillée jusqu’a obtention d’une suspension homogene. Par la suite, le milieu a été
et laissée solidifier prés du bec benzéne. Apres solidification ,les boites ont été ensemencés

avec les deux bactéries cible (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus).

2.5.3. Standardisation et ensemencement des bactéries cibles

Afin d’obtenir des inocula jeunes, les souches bactériennes cibles (Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus) ont ¢€té revivifiées sur une gélose nutritive

préalablement préparée. Par la suite, les souches ont été incubées a 37°C pendant 24 h.

Aprés incubation, des colonies bien isolées et identiques de chacune des souches
bactériennes cibles ont été prises a 1’aide d’une anse de platine. L’anse a été¢ déchargé dans
un tube a essai contenant 9ml d’eau physiologique stérile, La suspension bactérienne a été
homogénéisée a 1’aide d’un vortex, cela a pour but d’avoir une densité bactérienne de
108UFC/mL, correspondant & une densité optique de 0.08 a 0.10, lue & une longueur

d’onde de 620 nm.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien
de I’eau physiologique stérile s’il est trop chargé. Apreés standardisation des inocula, les

bactéries cibles ont été ensemencées sur le milieu Muller-Hinton.
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L’ensemencement a été réalis€¢ par la méthode d’écouvillonnage sur les boites de
Pétri préalablement préparées.Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension
bactérienne standardisée et est étalé par la suite sur la totalité de la surface gélosée en stries

serrées (Reghioua et al., 2006).
2.5.4. Préparation des actinomyceétes isolées

Afin d’étudier I’activité antibactérienne des actinomycetes isolées et de leurs
surnageants, elles ont été incubées sur différents milieux de culture liquides afin
d’apercevoir I’effet de la composition du milieu de culture sur la croissance et la

production de métabolites secondaires par les actinomycetes isolées.

Chacune des souches d'actinomycétes est mise en culture dans 7 ml des bouillons :
Williams, MSG, MSA et MSAE. Puis incubées 7 jours a 28+1°C avec agitation. Des puits
de 6 mm de diamétre sont creusés dans lemilieu Muller-Hinton préalablement ensemencés
avec les deux bactéries cible (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus). 20 pL de
chaque culture d’actinomycete (ou du surnageant de la culture) ont été¢ déposés dans
chaque puits. Les boites de Pétri sont incubées a 37+1°C pendant 24 h. Les diamétres de la
zone d'inhibition sont alors mesurés. Les surnageant sont obtenus par centrifugation des
cultures d’actinomycetes a partir de chaque milieu de culture [15 minutes a 3000 rotations
par minute a 4°C]. Les surnageant sont filtrer a travers des filtres millipores (0,22 um de

diametre) avant remplissage des puits (Lemriss et al., 2003 ; Duraipandiyanet al., 2010).
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1. Isolement des actinomycétes

Les colonies d’actinomycetes apparaissent apreés 14 a 21 jours d’incubation sur les
deux milieux d’isolements utilisés (Milieu williams, Milieu czapek). Ces colonies sont
reconnues par leurs aspects macroscopiques (colonies dures incrustées dans la gélose) et
microscopiques (aspects filamenteux ramifier). Les résultats de 1’isolement des colonies

d’actinomycetes a partir des (4) échantillons du sol, sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4.Nombre de colonies d’actinomycetes isolés a partir de chaque échantillon.

Région Oued Souf Biskra

Les El E2 E3 E4
échantillons

Nombre de 0 3 1 4
colonies

Un totale de 8 colonies d’actinomycétes sont isolées a partir du sol de Biskra et
aucune partir du sol d’Oued Souf. Le plus grand nombre d’isolat est obtenue a partir de
I’échantillon E4 par 4 colonies, une colonie a été isolée a partir de I’échantillon E3 et trois

colonies a partir de I’échantillon E2.

Figure 7.Colonies d’actinomycetes isolées a partir des 4 échantillons (Originale)
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Les résultats d’isolement indiquent que 8 actinomycetes ont été isolés a partir de 3
¢chantillons du sol prélevés dans les différents endroits de Biskra (E2, E3, E4). Ce nombre
faible d’actinomycetes isolés peut-€tre expliqué par la période d’échantillonnage réalisé en
(avril). Les résultats indiquent aussi que les actinomycétes sont absents dans 1’échantillon
(1) du sol prit a Oued Souf. Ceci peut s’expliquer par le taux de la matiere organique faible
pour cet échantillon.Ces résultats concordent avec les travaux de Mahmoud et al.,
(2005),ils ont isol¢ Vingt-sept (27) souches d'actinomycétes de trois sols sahariens du sud-
est algérien. Le sol de la région de Biskra a donné le plus grand nombre d'actinomycétes,

soit 52 % contre 18 % et 30 % pour les sols d'El-Oued et d'Ourgla, respectivement.

Les résultats présents dans le tableau 04, indiquent une distribution hétérogéne des
actinomycetes isolés a partir de chaque échantillon du sol. En effet cela est dii a la
différence dans les facteurs physico-chimiques, qui influent considérablement sur le
nombre actinomycetes (Hop et al, 2012 ; Adegboye etal., 2012). Selon Lee et Hwang
(2002), les trois facteurs €cologiques les plus importants qui influent sur la diversité des
actinomycetes dans le sol sont : le pH, la mati¢re organique et I’humidité. D’autres facteurs
sont aussi importants comme la température du sol, le type du sol, la végétation et

I’emplacement géographiqueetc. (Adegboye et al., 2012).

Le plus grand nombre des colonies des actinomycetes isolés sont récupérés a partir
de I’échantillon E4, avec 4 colonies, cela peut étre expliqué par sa richesse en maticre
organique par rapport aux autres ¢chantillons. Ceci est corroboré avec plusieurs travaux
qui affirment que le nombre des actinomycétes est en corrélation positive avec le

pourcentage de la matiére organique (Hayakawa et al, 1988. George et al., 2010).

2. Résultats de I’activité antimicrobienne

Nous avons testé I’activité antimicrobienne des isolats d’actinomycétes contre les
microorganismes cibles par la méthode des puits, Les résultats obtenus sont montrés dans
les tableaux de I’annexe 2.

D’apres les résultats trouvés, la plupart des isolats ont montré une activité
antimicrobienne contre au moins une des deux bactéries cible. Le culot des souches E2S2,
E2S8, E3S5, E4S10 a montré un effet sur les bactéries cible alors que leurs surnageant n’a
aucun effet cela indique que les substances bioactives produites par ces souches est

endogéne, tandis que le culot et le surnageant des souches E4S4 et E4S7 ont montré un
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effet sur les deux bactéries, cela signifie que les substances bioactives produites par ces

deux souches est exogéne (Tableau 5).

Tableau 5.Activité antibactérienne des culots et des surnageants des différentes souches.

Les souches Culot Surnageant

E2S1 +
E2S2 +

E2S8 +

E3S5 +

E4S1

E4S54 + +
E4S7 + +
E4S10 +

Les quatre isolats, E2S1, E2S2, E4S4 et E4S7, ont montré une activité contre les
deux bactériesPseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, tandis que les trois
isolats, E2S8, E3S5 et E4S10 ont inhibé seulement la croissance de Staphylococcus
aureus, alors que la souche E4S1 n’a montré aucune activité vis-a-vis les deux bactéries

cible (Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus) (Figures 8-18).

La plus grande zone d’inhibition est obtenue par 1’isolat E4S7 avec 20 mm de
diamétre contre Pseudomonas aeruginosa, suivie par l’isolat E4S4 contre la méme

bactériepar une zone d’inhibition de 16 mm de diameétre.

Par rapporte a ces résultat,07isolats sont actifs contre la bactérie a Gram positife
(Staphylococcus aureus) et 04 contre la bactérie a Gram négatife (Pseudomonas
aeruginosa), Ce qui nous amene a dire que la bactérie Staphylococcus aureus a Gram
positif est plus sensible par apport a la bactérie Pseudomonas aeruginosa a Gram négatife,
Donc, on peut dire aussi que y a une relation entre I’effet des substances produites par les
souches d’actinomycetes isolées et le type de gram de la bactérie cible. Cela di peut-&tre a
la structure de la paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives qui est constituée

essentiellement de Lipopolysaccharide (LPS).
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Figure 8. Activité (culot et surnageant) de la souche
E2S2 contre Pseudomonasaeruginosa(Originale).

La majoritédes actinomycetes isolés au cours de ce travail ont montré une activité
antimicrobienne contre au moins un microorganisme test utilisé¢. En effet plusieurs travaux
ultérieurs ont corroboré le pouvoir antibactérien remarquable de ces bactéries (McKenzie

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

Figure 9. Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S4 contre Staphylococcusaureus(Originale).
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Figure 10. Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S4 contre Pseudomonasaeruginosa(Originale).

Reghioua et al, (2006) ont isol¢é 10 souches d’actinomycétes a partir d’un
¢chantillon prélevé a partir d’échantillons de sol aride prélevés dans la région de Biskra ou
tous les isolats sont présentés une activité antibactérienne plus ou moins importante contre

toutes les bactéries-tests utilisées.

Ameur et Ghoul etal., (2012) ont isolé sept actinomyceétes a partir d’un échantillon

du sol de Sétif (Algérie) dont une posséde une activité antimicrobienne intéressante.

Figure 11. Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S4 contre Staphylococcusaureus(Originale).
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Figure 12. Activité (culot et surnageant) de la souche
E2S2 contre Staphylococcusaureus(Originale).

Figure 13. Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S4 contre Pseudomonasaeruginosa(Originale).

Les résultats de I’activité antimicrobienne indiquent que la plupart des isolats sont
actifs sur les bactéries a Gram positif (S. aureus)que sur les bactéries a Gram négatifs (P.
aerugenosa). Cela, peut-étre attribu¢ a la différence morphologique qui existe entre les
deux types bactériens. Aussi les résultats de Fortas ez al. (2017) ; Aouiche et al., (2012) ;
Belghit et al., (2016) ; Khebizi ez al. (2018) (Badji et al. (2006) montrent que toutes les
souches ont une grande activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus.Plusieurs
chercheurs aussi ont observé la résistance remarquable des bactéries a Gram négatifs par

rapport aux bactéries Gram positif (Ullah etal., 2012 ; Omar et al., 2013).

Des résultats similaires ont été trouvé par Cwala ef al., (2011), dont il sont testé

I’activité antimicrobienne de quatre espeéces appartenant a trois genres d’actinomycetes.
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Les résultats trouvés indiquent que les isolats d’actinomyceétes sont plus actifs sur des

bactéries de coloration de Gram positif que sur des bactéries de coloration de Gramnégatif.

Figure 14. Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S10 contre Staphylococcusaureus(Originale).

Figure 15. Activité (culot et surnageant) de la souche
E2S1 contre Staphylococcusaureus(Originale).

Au contraire a nos résultats dont on a trouvé que04 isolats ont une activité contre la
bactérie Pseudomonas aeruginosa,les travaux d'Aouiche et al. (2012) ; Khebizi ez al.
(2018) et Badji et al. (2006),ontmontré qu’il n’y a aucune souche a une

activit¢é Antimicrobienne contre Pseudomonas aeruginosa.

25



Chapitre III Résultats et Discussion

Figure 16. Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S7 contre Pseudomonasaeruginosa(Originale).

Figure 17.Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S7 contre Staphylococcusaureus(Originale).

Figure 18.Activité (culot et surnageant) de la souche
E4S7 contre Pseudomonasaeruginosa(Originale).
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3. Etude du milieu sur ’activité antibactérienne des actinomycétes

Dans cette optique nous avons testé cinq milieux préconisés pour la production des
substances antimicrobiennes qui sont : MSA, MSAE, MSGet MW (Annexel). Les

résultats obtenus sont montrés dans le Tableau 14.

Les résultats obtenus montrent que le meilleur milieu de culture pour la production
d’antibactériens est le milieu MSAE sur lequel la plupart des souches d’actinomyceétes se
sont montrées actives contre toutes les bactéries-test (Tableau 14). Les huit (08) souches
présentent 75 % des activités détectées sur le milieu MSAE. Contrairement au milieu MSA
qui est le faible milieu pour la production des antibactériens par rapport aux autres qu’on a
utilisé, il a présenté une seule activité réalisée par le surnageant de la souche E2S1 contre

la bactérie P. aeruginosae.

L’influence des milieux de cultures sur Dactivité des différentes souches

d’actinomycetes isolées, et la comparaison entre eux.

Tableau 6. Effet de la composition du milieu sur I’activité antibactérienne.

MSA MSAE MSG WM
Echantillon Souches C S C S C S
E2S1 + + +
E2 E2S2 + +
E2S8 +
E3 E3S5 +
E4S1
E4 E4S84 + + n ¥ ¥
E4S7 + + + + +
E4S10 +

C : Culot/ S : Surnageant

Les résultats trouvés confirment que la composition des milieux de culture, en
particulier la nature et la concentration des sources de carbone, influent considérablement
sur la quantité ainsi que la qualité des substances antimicrobiennes sécrétées par les

actinomycetes (Arasu et al., 2009 ; Song et al., 2012).

Une faible modification de la composition du milieu de culture peut favoriser ou

inhiber cette production. En effet Kauffmann, (1962) indique qu’une production intense
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d’un antibiotique par une souche d’actinomycete est observée sur un milieu renfermant de
I’extrait de malt et 1 % de farine de soja. Cette production n’a pas lieu sur le méme milieu
avec 0.5 % de farine de soja, bien que la croissance de la souche soit identique sur les deux

concentrations de farine de soja.

D’autres études (Singh ef al., 2009) sur les facteurs nutritionnels ont révélé que la
production d'antibiotiques la plus ¢élevée €tait obtenue lorsque le glucose et le tourteau de
soja a 1 % (p/v) étaient utilisés respectivement comme sources de carbone et d'azote. Ils
ont montré aussi que sept jours d'incubation a 28 °C est l'optimum pour la production

d'antibiotiques par la souche d’actinomycéte testé.

Tous ces résultats montrent que la composition de milieu de culture influence la
qualité et la quantité des substances produites par les actinomyceétes, pour une meilleure
production et plus précisément une meilleure croissance des actinomyceétes et par
conséquence une trés bonne activit¢é on doit opter a optimiser les caractéristiques

physicochimiques de la production.
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Conclusion

Avec I’émergence de nouvelles bactéries pathogénes dans le monde et la
propagation de la résistance bactérienne aux antibiotiques actuels, il est de plus en
plusprimordial de se diriger vers la recherche et le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques contre les infections. Les actinomycétes demeurent la source
la plus importante des molécules bioactives. Par manque de molécules innovantes, les
chercheurs se sont orientés ces dernic¢res années, vers la recherche des actinomycetes.
Les résultats de ce travail montrent que les actinomycetes qui proviennent des sols

sahariens de 1’ Algérie possedent des activités antibactériennes tres intéressantes.

Ce travail constitue une tentative d’isolement et de sélection de bactéries
telluriques d’origine saharienne, dont I’intérét est le criblage de leur aptitude a
produire des molécules a activité antagoniste vis-a-vis des bactéries pathogenes.
Certaines des bactéries sélectionnées dans le cadre de cette recherche ont montré un
potentiel antibactérien remarquables et peuvent constituer de nouvelles sources

d’antibiotiques utiles dans la lutte contre les bactéries pathogenes.

Comme perspectives, il est important de passer a I’identification moléculaire
précise des bactéries isolées et ayant révéler une activité antagoniste positive. Il est
¢galement important de procéder a la purification et I’identification des molécules
responsables de cette activité. Des techniques de purification et d’identification
¢émanant de la biologie moléculaire et de la biochimie peuvent étre utiles pour y

parvenir.
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Annexe 1

MILIEUX DE CULTURE D’ISOLEMENT ET D’IDENTIFICATION DES
ACTINOMYCETES

I. MILIEU D’ISOLEMENT

e Milieu WILLIAMS (Williams et Kuster, 1964)
(Williams et Kuster, 1964) (composition du milieu Williams modifi¢) Amidon:
10g; caséine : 0,3g; KNO3 : 2¢g; NaCl : 2g; K2HPO4 : 2g; MgS04, 7H20 : 0,05g;
CaCO03 :0,02g; FeSO4, 7H20 : 0,01g; agar : 18g; Eau distillée : 1000 ml. pH 7,2.

e Milieu czapek (Goret et Joubert, 1951)
NaNo3 :3g; K2HPO4:1g; MgS0O4.7H20:0.5g; KCL:0.5g; FeSO4.
7H20 :10.0 mg ; Amidon :10.0g ; Agar :18.0 g ; Eau distillée : 1000 ml.

II. Milieu de production d’antibiotiques (Williams et Kuster, 1964)

e Milieu WILLIAMS modifié
Amidon : 10g; caséine : 0,3g; KNOs : 2g; NaCl : 2g; K,HPO4 : 2g; MgS0O4, 7H,0
0,05g;CaCOs : 0,02g; FeSO4, 7H,0 : 0,01g; Eau distillée : 1000 ml. pH 7,2.

e Milieu MSG
0,2 % (NH4)2SOy; 0,02 % MgSO4, 7H,0; 0,05 % KH,PO4; 0,1 % K,HPO4; 0,2 %
NaCl; 0,5% glucose; Eau distillée 1000 ml; pH 7,2

e Milieu MSA
0,2 % (NH4)2SO4; 0,02 % MgSO4, 7TH,0; 0,05 % KH,PO4; 0,1 % K;HPOg4; 0,2 %
NaCl; 0,5% Amidon ; Eau distillée 1000 ml; pH 7,2

e Milieu MSAE
0,2 % (NH4)2S04; 0,02 % MgS04, 7TH20; 0,05 % KH2PO4; 0,1 % K2HPO4; 0,2 %
NaCl; 0,5% amidon ; 0,3% extrait de levure ; Eau distillée 1000 ml; pH 7,2



Annexe 2

Tableau 01 : Résultats de 1’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E2S1)vis-

a-vis des souches testées.

E2S1
Culot Surnageant
MSA (R) (S) 12
®) (S)2
MSAE | (R) (R)
P. aeruginosae (R) (R)
MSG (R) (R)
R) (R)
MW (S) 12 (R)
S)3 R)
MSA | (R) R)
R) R)
MSAE | (R) (R)
S. aureus (R) R)
MSG (R) (R)
R) R)
MW (R) (S) 12
(R) (S) 12

Tableau 02 : Résultats de ’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E2S2)

vis-a-vis des souches testées.

E2S2
Culot Surnageant

MSA (R) (R)

R) R)

MSAE | (S) 10 R)

P. aeruginosae (S) 10 (R)
MSG (R) R)

R) (R)

WM (R) R)

R) (R)

S. aureus MSA (R) (R)
R) (R)

MSAE | (S) 10 R)

S 6 R)

MSG (R) R)

R) R)

WM (S) 4 R)

R) R)




Tableau 03 : Résultats de I’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E2S8)vis-

a-vis des souches testées.

E2S8
Culot Surnageant
MSA (R) R)
R) R)
MSAE | (R) R)
P. R) R)
aeruginosae MSG (R) (R)
R) R)
WM R) R)
R) R)
S. aureus MSA (R) (R)
R) R)
MSAE (S) 10 (R)
S99 R)
MSG (R) R)
R) R)
WM (R) R)
R) R)

Tableau 04 : Résultats de I’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E3S5)

vis-a-vis des souches testées.

E3S5
Culot Surnageant
MSA (R) (R)
R) R)
MSAE (R) (R)
P. (R) (R)
aeruginosae MSG (R) (R)
R) R)
WM (R) (R)
R) R)
S. aureus MSA (R) (R)
R) (R)
MSAE | (S) 10 R)
S) 10 R)
MSG (R) R)
R) (R)
WM (R) (R)
R) R)




Tableau 05 : Résultats de I’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E4S1)vis-

a-vis des souches testées.

E4S1
Culot Surnageant
MSA (R) (R)
R) R)
MSAE | (R) R)
P (R) (R)
aeruginosae MSG (R) (R)
R) R)
WM R) R)
R) R)
S. aureus MSA (R) (R)
R) R)
MSAE | (R) (R)
R) R)
MSG (R) (R)
R) R)
WM (R) (R)
R) R)

Tableau 06 : Résultats de I’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E4S4)vis-

a-vis des souches testées.

E4S4
Culot Surnageant
MSA (R) (R)
R) R)
MSAE | (S)12 (R)
P. aeruginosae (S) 10 (R)
MSG (R) (810
R) (S) 10
WM (S) 14 (S) 16
S99 S9
S. aureus MSA (R) (R)
R) R)
MSAE | (R) (R)
R) R)
MSG (S5 S)7
33 S7
WM S) 6 (R)
S)S R)




Tableau 07 : Résultats de I’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E4S7)

vis-a-vis des souches testées.

E4S7
Culot Surnageant
MSA (R) (R)
R) R)
MSAE | (R) (R)
P R) R)
aeruginosae MSG (S) 10 (S) 12
S8 S) 8
WM (S) 15 ()20
(S 12 (S) 12
S. aureus MSA (R) S)7
R) (R)
MSAE | (S)8 R)
S8 (R)
MSG (S) 4 R)
R) (R)
WM (R) (R)
R) R)

Tableau 08 : Résultats de I’activité antimicrobienne (en mm) de la souche (E4S10)

vis-a-vis des souches testées.

E4S10
Culot Surnageant
MSA (R) R)
R) R)
MSAE (R) R)
P (R) R)
aeruginosae MSG (R) (R)
R) R)
WM (R) R)
R) R)
S. aureus MSA (R) (R)
R) R)
MSAE (S) 13 (R)
10 R)
MSG (R) R)
R) R)
WM (R) R)
R) R)




Résumé



Résumé

L’émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques justifient I’urgence de disposer de
nouvelles molécules antimicrobiennes. L’objectif de ce travail est la recherche et le criblage des
actinomycetes capables de synthétiser des substances antimicrobiennes. 4 échantillons de sols sahariens du
sud-est algérien (Biskra et Oued Souf) ont été explorés. Huit (08) souches d'actinomycetes ont été isolées a
partir des quatre échantillons et testées pour leurs activités antibactériennes vis-a-vis deux bactéries
pathogénes (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa). Le sol de la région de Biskra a donné tous
les actinomycétes qu’on a isolé soit 08 contre aucune dans le sol d’Oued Souf. D'apres cette étude, le test de
I’activité antibactérienne montre que la plupart des isolats sont actifs sur au moins une bactérie, le milieu
MSAE est le plus favorable pour I’activité des actinomycétes, il offre a lui seul 6 souches a activité sur le
total des actinomycetes isolés. Deux souches E4S4 et E4S7 présentent une activité trés importante contre la
bactérie Pseudomonas aeruginosa : culot (14, 15mm) et surnageant (16, 20mm), respectivement. Enfin, les
souches isolées peuvent constituer une source potentiel de molécules a activité antibactérienne.

Mots-clés : Actinomycete, activité antibactérienne, sol du Sahara

Abstract

Bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases justify the urgency of
having new antimicrobial molecules. The objective of this work is the research and screening of
actinomycetes capable of synthesizing antimicrobial substances. Four Saharan soils in southeastern Algeria
(Biskra and Oued Souf) were explored. For this, eight (08) strains of actinomycetes were isolated and tested
for their antibacterial activities against two pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa). The soil of the Biskra region gave all the actinomycetes that we isolated, i.e. 08 against none in
the soil of Oued Souf. According to this study, the test of antibacterial activity shows that most isolates are
active on at least one bacterium, the MSAE medium is the most favorable for the activity of actinomycetes, it
alone offers 6 strains which have an activity on the total of isolated actinomycetes. Two strains E4S4 and
E4S7 present a very significant activity against the bacterium Pseudomonas aeruginosa either pellet (14,
15mm) and supernatant (16, 20mm) respectively. Molecular identification of these two strains is necessary
for further studies.

Keywords: Actinomycete, antibacterial activity, Saharan soils
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