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Résumé

L'évolution constante de la résistance des microbes aux antibiotiques et l'apparition de
nouvelles maladies infectieuses expliquent l'urgence de trouver des nouvelles molécules
antimicrobiennes adéquates. L’usage irresponsable des antibiotiques accroit
considérablement la résistance des microbes .En revanche, le taux de déces lié aux
infections a augmenté. De cette maniére, il est primordial de chercher de nouveaux
composés présentant des structures chimiques.

Les écosystémes algériens renferment une diversité fascinante de microorganismes qui
peuvent constituer une source précieuse de molécules antimicrobiennes d'une grande
diversité.

L'objectif de cette étude s'inscrit dans le contexte de la recherche des
actinomycétes qui produisent des molécules bioactives a partir des échantillons de sol de la
grotte de Ghorf EI Mit, située a la réegion de Tagma dans la wilaya de Tlemcen.

Des isolements sélectifs des actinomycetes ont été effectués, en utilisant la méthode de
suspension dilution. Les milieux ISP2 et Bennett conviennent mieux a l'isolation des
actinomycetes (9 souches ont été isolees a partir du milieu ISP2 et 4 souches
d’actinomycetes ont été isolées a partir du milieu Bennett)

Le screening de 1’activité antimicrobienne est effectué par deux méthodes de diffusion sur
gélose (méthode de cylindre d’agar et méthode des puits).

L’évaluation de l'activité antimicrobienne a été réalisée vis-a-vis des bactéries pathogenes
suivantes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Enterococcus
feacalis, Klebseilla pneumonea, Staphylococcus aureus, ainsi qu'une levure Candida
albicans.

Les diameétres des zones d’inhibition varient entre 08 et 13 mm, ou la souche la plus
sensible est A9 (19) contre C.albicans avec une zone d'inhibition comprise entre 12 et 13
mm et contre E.coli avec des zones d'inhibition mesurant entre 11 et 13 mm.

Trois souches actinomyceétales sur 18 isolats sont présenté une activité
antimicrobienne : les souches A6(18) -A9(19)- A31(2)

Selon les tests d’identifications effectuées et l'observation microscopique .les souches
appartiennent probablement au genre Streptomyces qui sont des bactéries filamenteuses
Gram positif saprophytes et non pathogenes, sont principalement présentes dans les
couches superficielles des sols, se développent et se dispersent grace a leur croissance
mycélienne et leur capacité de sporulation.

Les actinomycétes sont une source prodigieuse de molécules antimicrobiennes d’une
grande diversité. Les écosystemes algériens abritent une variété intéressante de
microorganismes qui peuvent avoir des activités biologiques.

Mots clés: Grotte Ghorf EI Mit; Sol; Actinomycétes; Activité antimicrobienne.



Abstract

The constant evolution of the resistance of microbes to antibiotics and the appearance of
new infectious diseases explain the urgency of finding new suitable antimicrobial
molecules. The irresponsible use of antibiotics considerably increases the resistance of
microbes. On the other hand, the death rate linked to infections has increased. In this way,
it is essential to search for new compounds with chemical structures .

Algerian ecosystems contain a fascinating diversity of microorganisms which can
constitute a valuable source of antimicrobial molecules of great diversity

The objective of this study falls within the context of the research of actinomycetes which
produce bioactive molecules are identified in soil samples from the Ghorf EI Mit cave,
located in Tagma in the wilaya of Tlemcen

Selective isolations of Actinomycetes were carried out after soil sampling, using the
dilution method. ISP2 and Bennett media are more suitable for the isolation of
actinomycetes (9 strains were isolated from ISP, medium and 4 actinomycetes strains were
isolated from Bennett medium).

The screening of antimicrobial activity is carried out by two agar diffusion methods (agar
cylinder method and well method).

The evaluation of the antimicrobial activity test is carried out against the following
pathogenic bacteria:Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis
,Enterococcus feacalis , Klebseilla pneumonea, Staphylococcus aureus, as well as a yeast
Candida albicans. Or the diameters of the inhibition zones vary between 08 and 13 mm.
The diameters of the inhibition zones vary between 08 and 13 mm,where the most
sensitive strain is A9(19) against c.albicans with an inhibition zone between 12 and 13 mm
and against E.coli with inhibition zones measuring between 11 and 13 mm.

Three out of 18 actinomycetals trains were isolated showed antimicrobial activity trains A6
(18)-A9 (19)-A31 (2).

According to the identification tests carried out and microscopic observation the strains are
probably those of the streptomyces genera.

Actinomycetes are a prodigious source of antimicrobial molecules of a great diversity.
Algerian ecosystems are home to an interesting variety of microorganisms that can have
biological activities.

Keywords: , Cave ghorf EI Mit;Soil; Actinomycetes; Antimicrobi alactivity.
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Introduction

L’Algérie offre un vaste territoire comprenant une diversité d'écosystémes, notamment

marins, forestiers, sahariens, ainsi qu'un réseau de grottes karstiques (Djebbah ,2022).

Actuellement, les grottes sont principalement exploitées a des fins touristiques, ou les
visiteurs peuvent explorer des grottes aménagées pour admirer des peintures paléolithiques

ou des formations géologiques fascinantes. ( KatarzynaKaznik-Kwasnicka et al .,2022).

Bien que des recherches aient été menées en Algérie sur l'isolement des actinomycétes a
partir des écosystémes sahariens et forestiers, I'étude de I'écologie microbienne des grottes
reste largement sous-exploitée a des fins biotechnologiques (Djebbah, 2022)

Durant les derniéres années, les recherches menées dans les grottes karstiques ont révélé
une grande diversité de microorganismes incluant des actinomycétes qui peuplent les
parois rocheuses, les formations géologiques et les accumulations de boue ou de sédiments.
Ils sont devenus une source d’intérét pour divers groupes de recherche notamment des
chimistes, des écologistes et des géologues (Kaznik-Kwasnicka et al .,
2022;Djebbah,2022 ; Belyagoubi et al., 2018 ; Kitouni,2007 ; Belyagoubi,2014 ;
Boublenza ,2022)

Les actinomycetes ont été, une source importante pour la découverte d’antibiotiques, ayant
abouti a la création d'un grand nombre de médicaments et de leurs dérivés, qui ont été
introduits avec succes sur le marché et sont encore largement utilisés en pratique clinique
de nos jours. (OlgaGenilloud , 2017 ). Ces derniers représentent environ 70% des
molécules actives d'origine microbiennes. De plus, chaque souche a le potentiel génétique
de produire entre 10 et 20 métabolites différents, ce qui ouvre la voie a des possibilités

prometteuses en matiére de recherche et de développement.(Okami et Hotta ,1988)

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a souligné une grave pénurie de nouveaux
antibiotiques pour lutter contre la menace de la résistance aux antimicrobiens, considérée
comme une urgence de santé publique mondiale (Kmietoicz, 2017). Dans de nombreux
cas, ces antibiotiques et dautres composés bioactifs sont isolés a partir de micro-

organismes.

Dans cette optique, notre intérét se porte sur la recherche de nouvelles molécules

bioactives ayant des propriétés antimicrobiennes, produites par des actinomycetes isolés de
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la grotte de Ghorf EI Mit dans la région de Tagma, wilaya de Tlemcen, comme alternative
a l'antibiothérapie.
Pour atteindre notre objectif, 1’approche expérimentale se concentre sur les étapes

suivantes :

- Isoler des actinomycetes a partir des échantillons prélevés de différents endroits de la

grotte
- Purifier et identifier les souches isolées.

- Cribler le pouvoir antimicrobien des microorganismes sélectionnés contre des souches

pathogénes.
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1- Généralité

« Une grotte » est définie comme un vide naturel situé dans la cavité souterraine de la terre,
présentes dans divers types de roches et résultant de processus géologiques variés, les
grottes different en taille, allant de petites cavités isolées a des réseaux de passages
interconnectés s’étendant sur plusieurs kilométres (Davies, 1977)et en composition des
parois  (par exemple, gypse, calcaire) (Northupet Lavoie, 2001). Il est suffisant pour
permettre I’entrée de I’homme (Davies, 1977).Les grottes naturelles sont étudiées pour
mieux comprendre cet écosysteme, et les grottes ornées ont un but de conservation. Ou
’origine principale des perturbations dans les grottes provient d’activités humaines, telles
que les aménagements, les visites touristiques et 1'utilisation de traitements chimiques
(Urzi et al., 2010).

Ainsi les grottes considerées comme des milieux extrémes  (Tomczyk-Zak et
Zielenkiewicz., 2016), car elles sont oligotrophes (Barton et jurado., 2007). Elles
présentent des conditions particuliéres comme un taux d’humidité élevé, une température
stable et I’absence de la lumiére (Barton et Jurado., 2007).De nombreux organismes
animaux comme des chauves-souris, des araignées, des coléopteres, des collemboles
(Gnaspini et Trajano.,2000) et aussi des microorganismes, a savoir bactéries, virus,
champignons et protozoaires qui vivent a I’intérieur (Jurado et al., 2010 ; Risse-Buhl et
al., 2013 ; Tomczyk-ZaketZielenkiewicz, 2016). Ces microorganismes ont d’ailleurs un
réle dans certains processus géochimiques (Lian et al., 2011).Les grottes sont hétérogénes
et les facteurs engendrant cette hétérogénéité peuvent influencer la communauté
microbienne et son fonctionnement (Tomczyk-ZaketZielenkiewicz.,, 2016) , Les
conditions climatiques extérieures affectent surtout les grottes.

Cette derniére, présentent souvent différentes zones, chacune caractérisée par des
conditions environnementales spécifiques :

1-Zone d’entrée . cette région marque la transition entre la surface et le sous-sol, ou les
environnements extérieurs et souterrains se rencontrent.

2-Zone crépusculaire : a mesure que 'on s’¢loigne de I’entrée, la lumiere diminue
progressivement, et au-dela de cette zone, aucune plante ne peut se développer en raison du
manque de luminosité.

3-Zone de transition : dans cette zone sans lumiére, les flux environnementaux tels que la
température et ’humidité provenant de la surface sont toujours perceptibles, bien que la

lumiére naturelle soit absente.
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4-Zone profonde : a une distance significative de 1’entrée, cette région est caractérisée par
une obscurité totale, une humidité élevée et une température constante (Ghosh et al.,
2016).

Ou ces écosystemes offrent des niches écologiques propices au développement de
microorganismes hautement spécialisés (Schabereiter-Gurtner et al., 2003)

Figure 1:Photo de la grotte de nichet Figure 2 : Photo d’une grotte ornée

(www.valdardennetourisme.com) (Photo personnelle 2024)

Figure 3: Photo d’une chauve-souris
(Photo personnelle 2024)
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2- Ecologie microbienne des grottes

Un écosysteme est le systeme limité dans 1’espace constitué par I’ensemble des
communautés d’étres vivants qui s’y trouvent et par I’ensemble des conditions
énergétiques, physiques, chimiques et biologiques qui régnent au voisinage immédiat
de ces étres vivants. L’écologie microbienne a pour objet I’étude des interrelations
entre les micro-organismes et les composants de 1’écosystéme ou ils vivent
(Domergue et Mangenot., 1970). La microbiologie des grottes se concentre sur la vie
microscopique présente a l’intérieur de ces formations souterraines (Whittaker,
1969).La microflore des grottes est principalement constituée par différentes types de
microorganismes tels que des bactéries, d’actinomycetes, des champignons, d’algues,
plus les virus et d’autres étres vivants incluent ces microorganismes (Wild, 1993;

Maier et al., 2000).

La structure des communautés microbiennes de ces grottes est plutét stable dans le
temps (Tomczyk-Zak et ZielenKiewicz., 2016 ; Alonso et al., 2018).Cependant,
cette stabilité peut étre influencée par divers facteurs locaux tels que le type de roches
et I’hétérogénéité des ¢Eléments minéraux ou organiques présents sur les
surfaces(Jones et Macalady., 2016Cuezva et al., 2009). De plus, de nombreux
facteurs physico-chimiques spécifiques, comprenant le pH, la disponibilité des
nutriments, etc., peuvent également entrainer des variations. (Engel, 2010 ; DeLeo et
al., 2012).

Les cavernes, caractérisées par des niveaux limités de nutriments, la compétition pour
les ressources est substituée par la coopération et des interrelations mutualistes,
comme cela est observé dans les biofilms (Barton et Jurado., 2007 et Tomczyk-Zak
et Zielenkiewicz., 2016), et aussi et comprenant diverses interfaces redox, servent de
milieu ou les micro-organismes (les bactéries, les algues et les champignons)
interagissent avec les environnements minéraux.

Ces interactions peuvent engendrer la dissolution ou la précipitation sur la roche hote

ainsi que sur les spéléothémes, qui sont des formations minérales secondaires.

L’interaction des micro-organismes avec la surface des grottes, donne les opportunités
de croissance et de colonisation microbiennes, structurés en biofilms (Flemming et

Wouertz., 2019; Geesink et al., 2018; Pedersen, 1997) , sont déterminées par le
7
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microclimat spécifique et la disponibilité des ressources sur les surfaces rocheuses
(Gorbushina, 2007 ; Cuezva et al., 2009). Cette croissance microbienne et le
fonctionnement microbien sur les parois des grottes peuvent avoir des conséquences
néfastes sur les peintures et les gravures rupestres (Jurado et al., 2009 ; Wang et al.,
2010).

Les microorganismes pourraient utiliser un ou plusieurs de ces processus biologiques.
Le carbonate de calcium peut étre précipité par les bactéries et les champignons de
différentes maniéres, telles que la photosynthese, la dénitrification, la réduction des
sulfates et I’oxydation anaérobie du soufre (Castanier, Le Métayer-Levrel et
Perthuisot., 1999 ; Ehrlich ,1999). (Equitation, 1996 ; Simkiss et Wilbur., 1989).
Grace a ces processus, la concentration de HCO® augmente, ce qui entraine une

augmentation de 1’alcalinité et entraine une accumulation de carbonate de calcium.

Les champignons synthétisent également une variété d’enzymes et de produits
métaboliques qui peuvent participé a altérer les minéraux. (Kumar et Kumar., 1999 ;
Sterflinger et al., 2000 ; Gorbushina et al., 2007). Les genres fongiques fréquemment
observes dans les grottes sont Aspergillus ,Penicillium (Engel, 2015 ; Mitova et al.,
2017) .Ainsi, les taxons bactériens les plus abondants et les plus fréequemment retrouvés
dans les cavernes sont les protéobactéries, les nitrospiraes, les actinobactéries, les
acidobactéries, les bacteroidetes et les firmicutes (Tomczyk-ZaketZielenkiewicz.,
2016). ou I’activité métabolique des bactéries qui effectuent ’oxydation du soufre, du
fer et du manganese peut engendrer une acidité significative, entrainant la dissolution

des parois et des formations présentes dans les grottes (Northup et al., 2001).

3- Les types de grotte

Une classification fondamentale des grottes englobe quatre catégories principales ainsi

que plusieurs catégories autres moins importantes.
Les grottes de solution

Les eaux souterraines se déplacant lentement créent des grottes de solution dans le
carbonate et les roches sulfatées comme le calcaire, la dolomite, le marbre et le gypse,

ce qui provoque la dissociation de la roche, créant ainsi des tunnels, des passages
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irreguliers et méme de vastes cavernes le long des joints et des plans de stratification.

Les grottes les plus grandes du monde sont également de ce genre.
Les grottes de lave

Se caractérisent par la formation de tunnels ou de tubes dans la lave lorsqu’elle se

refroidit et se durcit a I’extérieur, tandis que la lave en fusion continue de couler a

I’intérieur et finit par s’écouler par le nouveau tube formé.
Les grottes glaciaires

L’eau de fonte crée des tunnels de drainage a travers la glace pour les anciennes grottes

glaciaires.
Dans les régions désertiques :

Reésultent de la fracturation des roches sous l'effet de contraintes tectoniques.les
variations extrémes de température entre le jour et la nuit dans les déserts peuvent

provoquer de fissure dans la roche (Davies, 1977).

La figure 4 montre les types des grottes :

Grotte de solution Grotte de lave
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Grotte de glace Grotte désertique

Figure 4:Types de grottes
(Simonson, 2014 ; Priscilla, 2022 ; Claire Robinson, 2023 ; photo personnelle, 2024)
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Les Actinomycetes

1- Introduction

Les Actinomycetes sont définis comme des Eubactéries Gram positives, formant des
spores, aérobies et saprophytes (Mohseni, 2013), a structure végétative de type mycélien
(Stanieret coll., 1966). Avec un caractere majeur est la présence d'environ 70 % de
guanine et de cytosine (G+C) dans I'ADN de la majorité des actinobactéries (Theilleux,
1993).

Elles peuvent vivre dans une variété de conditions, aérobies et anaérobies et participent a
divers processus du sol tels que la fixation de I'ammonium, la décomposition des tissus
cellulaires et la synthése et la décomposition de I'humus. Ou La majorité des actinomycetes
se nourrissent des matieres organiques, qu'elles soient protéiques ou non proteiques (Bhatti
et al., 2017).

Elles ont un pH neutre ou peu alcalin, sont genéralement mesophiles, d'autres sont
thermophiles tolérant des températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu'a 60°C
(Omura, 1992).

Les actinomycetes sont les micro-organismes les plus intéressants pour I'économie et la
technologie. sont utilisés pour fabriquer de métabolites secondaires qui ont différentes
valeurs médicales, comme les antibiotiques, les antifongiques, les antiprotozoaires, les

antiviraux et les antiholestérol ,antihelminthe, anti-inflammatoire et anti-immunité. . .ect.

Le mot « Actinomycete » est issu du mot grec « atkis » (un raie) et « mykes » (champignon)
(Bhatti et al., 2017) .

A l'origine, ces micro-organismes étaient classés avec les champignons car ils possédaient
de véritables hyphes aériens, considérés comme une caractéristique fongique ( McNeilet
Brown, 1994). Cela est vrai pour un groupe d'organismes aussi grand, hétérogéne et
variable que celui représenté dans la nature par le genre Streptomyces. Ces organismes sont
composeés de centaines de milliers de spores et de morceaux de mycélium par gramme. On
les retrouve également en grande quantité dans le fumier et les composts, dans divers bassins

d’eau douce, dans la poussiére et sur les aliments (Waksman, 1957).

12
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Ces micro-organismes ont des similitudes avec les Eubactéries et les champignons. Les
quatre caractéres qui correspondent aux Actinomyceétes et aux champignons, et plus

particulierement aux Fungi imperfectif, sont d'apres Alexandar,(1961) les suivants:

v structure mycélienne présentant des ramifications chez les Actinomycetes typiques,
avec cependant cette différence que les filaments ont un diamétre deux fois plus faible (0,5 a
1,2 mm) que ceux des champignons, d'ou le terme de pseudo mycélium parfois employé
pour désigner cette structure

v formation répétée d'un mycélium aérien et de conidies.

v en culture, l'absence de turbidité caractéristique des bactéries unicellulaires et
I'apparition d'amas de cellules.

v La croissance est géenéralement cubique, comme chez les champignons, et non

exponentiel, comme chez les bactéries (Prévot, 1961).

2- Historique

e En 1877, le biologiste allemand Heinrich Anton de Bary a décrit pour la premiére

fois les actinomycétes (Bary, 1877).

e En 1890, le scientifique russe Sergei Nikolaevich Winogradsky a isolé et

caractérise pour la premiere fois des actinomycetes du sol (Winogradsky, 1890)

e En 1923, le chercheur américain Salman Waksman a introduit le terme
"actinomycete™ pour décrire un groupe distinct de bactéries a filament. (Waksman,
1923).

e En 1940, Waksman et son équipe ont découvert la streptomycine, le premier
antibiotique efficace contre la tuberculose, isolé a partir d'actinomycetes du genre

Streptomyces (Waksman et al., 1944)

13
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3- La diversité des actinomycétes des grottes

La diversité des actinomycétes dans les grottes est grande en raison des stress
environnementaux qui influencent le microbiote et permettent le développement de
nouvelles espéces. Les écosystemes présents dans les grottes sont responsables de facteurs
de stress évolutifs spécifiques, et la faible disponibilité d'énergie entraine des interactions

complexes entre divers micro-organismes.

Les grottes sont donc des endroits captivants et prometteurs, en particulier pour I'étude de
nouveaux actinomycetes. On peut observer la majorité des actinomycétes, qui adhérent a la
surface rocheuse des roches du plafond et des parois, formant des colonies de 1 a 10 mm
de diametre.

Plusieurs études ont été consacrees a l'isolement des actinomycétes des communautés
cultivables dans les cavernes, ce qui a permis de découvrir de nouvelles especes avec des
caractéristiques biologiques intéressantes. Le genre Streptomyces constitue principalement
la microflore cultivable. Outre les Streptomyces, les autres genres les plus fréquents sont
Micromonospora et Nocardiopsis. Selon le caractére biologique étudie. (Beatrice et al.,
2022)

4- Nature et habitat

Les actinomycetes sont présents principalement dans le sol, le limon, les plans d'eau, l'air
et les restes végetaux. Ces sont les meilleurs organismes abondants qui forment des

filaments filiformes dans le sol. (Figure 5).

lIs sont développés sous forme d'hyphes, comme des champignons responsables des
caractéristiques. Une odeur « terreuse » de sol sain fraichement retourné. Les actinomycetes
sont présents dans divers habitats naturels et représentent un groupe omniprésent de
microbes largement répartis dans les écosystemes naturels du monde entier. Ce sont
principalement des habitants du sol mais ont été largement distribués dans une gamme
diversifiée d’écosysteme aquatique, y compris les sédiments obtenus des profondeurs
marines, méme de la plus grande profondeur de la fosse des Mariannes. Ils peuvent se
trouver dans des environnements extrémes, notamment dans la région cryophile de

I’ Antarctique et méme dans les sols désertiques (Bhatti et al., 2017).
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Figure 5 : Diversité des habitats des actinomycétes (Ngamcharungchitet al., 2023)

5- Caractere morphologique

Morphologiquement, les actinomycetes peuvent étre divisés en deux catégories. Le premier
type : comprend des organismes qui forment un grand nombre de filaments ramifiés
(mycélium). Le deuxiéme type : comprend des organismes morphologiquement plus
complexes que le premier type (Lechevalier, 1985), en plus des filaments ramifiés, on peut
également rencontrer des bacilles et des coccobacilles, comme les Rhodococcus et les

mycobactéries (Prescott, 2003)

Les colonies formées sur les milieux solides présentent divers aspects macroscopiques qui
peuvent étre regroupées en trois types :

* Les colonies poudreuses couvertes d'hyphes aériens fermement attachées au milieu.

* Les colonies pateuses peuvent étre facilement détachées des milieux solides.

* des colonies exemptes de mycélium de substrat et composées d'hyphes aériens attachées

au milieu par des crampons (Kalakoutskii, 1976)
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Figure 6 : Colonie d'actinomycetes poussant sur gélose (morphologie commune des
actinomycetes, coupe transversale d'une colonie d'actinomycétes montrant le mycélium

substrat et le mycélium aérien avec des chaines de conidiospores).(Qinyuan Li et al.,2015

)

6- Cycle de vie

Les actinomycetes, caractérisées par un cycle de vie complexe (figure 7) .appartenant au
phylum Actinobacteria, représentent I'une des plus grandes unités taxonomiques parmi les
18 principales lignées actuellement reconnues dans le domaine des bactéries (Ventura et
al., 2007) .

Au cours de leur cycle de vie, le mycelium radial bien développé des actinomycétes se
divise en substrat et en mycélium aérien. Le mycélium substrat se développe dans le milieu
pour consommer les nutriments, suivi du mycélium aérien. Cependant, I'hyphe s'enroule et
développe un septum lorsque les actinomycétes se développent dans un environnement
pauvre. Des conidiospores se forment dans les hyphes une fois que le septum est
développé. D'autres genres, tels que Micromonospora (une seule spore non mobile),
Microbispora (deux spores dans une chaine) et Streptosporagium (portant une spore
comme vésicule de spore), sont différents des Streptomyces avec leurs spores a longue
chaine. Lorsque des conditions favorables seront atteintes, les spores seront libérées dans
I'environnement et germeront. La spore dépassera les tubes germinatifs au cours de I'étape
de germination, puis les tubes germinatifs atteindront le stade de croissance végétative et le
cycle se répétera.(Ngmcharunghit, et al .,2023).
16
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Figure 7: le cycle de vie des actinomycetes, depuis les conidiospores jusqu’a la
sporulation.les différents types de conidiospores sont présentés dans l'encadré agrandi
(Ngamcharungchit, C et al., 2023) .

7- Ecologie et distribution des actinomycetes

Les actinomycetes sont répartis largement dans divers écosystemes et habitats (tableau 1)
(Ngamcharungchit et al., 2023). Les actinobactéries sont largement distribuées dans les
écosystémes terrestres et aquatiques, principalement dans les sols, ou ils jouent un rdle
essentiel dans le recyclage des biomatériaux réfractaires en se décomposant mélanges
complexes de polymeéres dans les morts plantes, animaux et matieres fongiques.

Ils sont également importants pour la biodégradation des sols et la formation d'’humus en
recyclant les nutriments associés aux récalcitrants polymeres, tels que la chitine, la kératine
et lignocelluloses (Goodfellow et Williams., 1983 ; McCarthy et Williams., 1992 ;Stach
et Bull., 2005), elles produisent plusieurs substances volatiles comme la géosmine,
responsables de « l'odeur de terre humide » caractéristique (Wilkins, 1996) et présentent
diverses. La production d'enzymes extracellulaires (McCarthy et Williams.,
1992;Schrempf, 2001).

17



Les Actinomycetes

Le tableau 1 suivant montre I’écologie et la distribution des actinomyceétes.

Tableau 1: Distribution des actinomycetes dans la nature (Goodfellow, 1983)

Genre Habitats

Actinomadura Sol

Microbiospora

Streptomyces Sol, eau,
actinoplanes Sol, eau, litiere
Saccharomonospora Sol ,eau
Nocardia

Matiere en fermentation et

Streptosporanguim décomposition

Sol, eau, fumier, matiere en

Rhodococcus décomposition
Frankia Nodules des racines
8- Classification et taxonomie des actinomycetes

Les actinomycetes sont classés du regne des Procaryotes, a la division des Firmicutes et de

la classe des Thalobacteria, qui comprend l'ordre des Actinomycetales(Larpent, 2000).

Selon Euzéby (2015), les actinobactéries font partie du domaine des bactéries ou
Eubacteria, du phylum des actinobactéries, de la classe des actinobactéries et de la sous-
classe des actinobacteridae. Cing classes, 21 ordres et de nombreuses familles constituent

aujourd'hui le phylum des actinobactéries. Cet Ordre est défini dans le Manuel de
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Systématique de Bergey de 1994 et 2010 comme regroupant des bactéries a Gram positif
ayant un pourcentage en guanine et cytosine (G+C) supérieur.

Il comprend des genres d’une grande diversit¢  morphologique, allant du cocci
(Micrococcus) a un cycle batonnet-cocci (Arthrobacter) en passant par ceux formant des
hyphes qui se fragmentent (Nocardia, Nocardiopsis, Rhodococcus) et ceux qui possédent
un mycélium bien différencié et persistant (Streptomyces, Actinomadura,

Streptosporangium, etc..)

Il existe 425 genres du phylum « Actinobacteria », avec les dénominations officiellement
publiées présentes actuellement dans six classes, 46 ordres et 79 familles, dont 16
nouveaux ordres et 10 nouvelles familles .1l convient de noter que la famille des
Actinomyceteceae est maintenant intégrée a l'ordre des Actinomycetales.(Salam et al.,
2020).

Par ailleurs, en 2021, le nom du phylum Actinobacteria a de nouveau été modifié en
Actinomycetota. En bref, le phylum Actinomycetota est ’ancien phylum Actinobacteria. La
classe proposée Actinomycetia est I’ancienne classe Actinobacteria (Oren et Garrity .,
2021). On a récemment rapporté une taxonomie mise a jour des Actinobacteria qui repose
sur des arbres d'ARNr 16S.

La taxonomie des actinomycetes repose sur divers criteres : morphologiques, chimiques,
physiologiques et moléculaires. Les études morphologiques et chimiques facilitent
I'identification des genres, tandis que les criteres physiologiques et moléculaires séparent
les especes (Badji, 2006).
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8.1. Genre Streptomyces

Chez cette famille, la structure mycélienne se développe complétement et devient
permanente. Le processus de reproduction implique l'utilisation de conidies. C'est pourquoi
le cycle de développement ressemble a celui des Champignons.

Le genre Streptomyces est abondamment présent dans le sol et représente souvent 70 a 90
% des Actinomycétes. 1l se différencie du genre Nocardia en ayant un mycélium vegétatif
persistant quelle que soit la phase de développement et en se reproduisant via des conidies
en chaine. En examinant les colonies de Streptomyces, on peut distinguer :

v Le mycélium végétatif est étroitement implanté dans le milieu auquel il adhere et
ses colonies sont difficiles a extraire a l'aide d'un fil de platine.

v' Le mycélium aérien, qui est beaucoup plus lache et ressemble a du poudre, est
constitué d'hyphes souvent un peu plus épaisses et plus réfringentes, portant des

conidies en chaines a leurs extrémités (Omar et al.,2015)

9-Meétabolisme des actinomycetes

Pendant leur développement, les actinomycetes peuvent évoluer d'un métabolisme primaire

(trophophases) a un métabolisme secondaire (idiophases).
9.1. Métabolite primaire

Les substances produites par les microorganismes en période de croissance active sont
appelées métabolites primaires. Lorsqu'ils sont cultivés, ils sont en phase de maturation.
Pendant cette derniére, des réactions enzymatiques produisent les substances nécessaires a
leur développement. Les métabolites primaires en générale comprennent les alcools, les
enzymes (telles que les hydrolases et les protéases) et les acides organiques, entre autres
(Bill, 2007).

20



Les Actinomycetes

9.2. Métabolite secondaire

Ces substances sont généralement créées plus tard dans le cycle de vie, lorsque les micro-

organismes Vvieillissent. lls sont généralement fabriqués pendant la phase stationnaire
(Horinouchi, 2002 ;Ginolhac, 2006).

10-les substances bioactives produite par les actinomycétes

10.1. Production des antibiotiques

La production d'antibiotiques est une caractéristique des actinomycétes, pour un grand

nombre dentre eux. Des centaines dantibiotiques ont été isolés des actinomycetes,

notamment de Streptomyces (tableau 2), depuis la découverte de la streptomycine par

Waksman en 1943. En effet, ce genre d’est de loin, le plus producteur.

Le tableau 2 montre la liste des antibiotiques produits par diverses Actinobactéries et leur

action antimicrobienne.

Tableau 2:Liste des dérivés naturels produits par des Actinobacteria (Loucif, 2010 ;

Prescott et al .,2018).

Application Produit naturel Productive
Tétracycline Streptomyces rimosus
Antibiotique Clostomycine Micromonosporasp
Chloramphénicol Streptomyces venezuelae
Amphotéricine Streptomyces nodosis
Antifongique Nystatine Streptomyces noursei
Bleomycine Streptomyces verticillus
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10.2. Production des enzymes

Les actinomycétes ont été mis en vente. Principalement utilise dans la fabrication de
produits pharmaceutiques, denzymes, d'anti tumoraux, d'inhibiteurs d'enzymes. Les
actinomycétes sont fréquemment criblés pour la production de nouveaux composes

bioactifs en raison de leur grande valeur commerciale.

Divers genres d'actinomycetes contiennent un large éventail d'enzymes et de leurs produits
utilisés dans les industries biotechnologiques et biomédicaux. Depuis I'avenement du
génome et les données de séquencage des protéines, les actinomycétes ont été utilisés pour
la production de protéases, de cellulases, de chitinases, d'amylases, de xylanases et
d'autres. (Tableau 3)

22



Les Actinomycetes

Le tableau 3 présent des exemples d'enzymes industriellement importantes provenant
d'actinomycetes, ainsi que leurs propriétés enzymatiques (Prakash et al., 2013).

Tableau 3 : Liste des enzymes industriellement viables provenant des actinomycétes et
leurs caractéristiques (Prakash et al., 2013).

Enzyme Production de souche Stabilité du Stabilitéthermique
pH
5.0-12.0 40-50°C
Thermobifidahalotolerans 6.0-8.0 40-50°C
Recombinant Streptomyces sp. 7.0-10.0 50°C
Cellulase Thermomonospora sp. 5.5-7.0 35-40°C
Streptomycesruber
Xylanase Actinomadurasp. 4.0 70°C
Recombinant strain 5.0-7.0 70-80°C
Streptomycesspp. 8.0-10.0 45-60°C
Pectinase Streptomyces lydicus 4.0-7.0 45°C
Amylase Streptomyces sp. 5.0-7.0 45-45°C
Nocardiopsis sp. 8.6 40-50°C
Thermobifidafusca 5.0-7.0 60°C
Protease Thermoactinomycessp. 4.0 50°C
Streptomycespactum 7.5 40°C
Streptomyces thermoviolaceus 6.5 65°C
Chitinase Microbispora sp. 3.0-11.0 30-35°C
Streptomyces thermoviolaceus 6.0 60°C

10.3 Production des vitamines

La flore intestinale est riche en vitamines naturelles, en aliments d'origine végétale et en
micro-organismes, tout en jouant un rdle important dans la synthése chimique de
nombreuses vitamines présentes dans divers produits alimentaires.

La vitamine B12, également connue sous le nhom de cobalamine, est essentielle a la

formation des globules rouges et une carence en elle entraine une anémie dangereuse. Il
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s'agit d'une vitamine essentielle (hydrosoluble) largement utilisée dans les industries
medicales et alimentaires (Sumathy et al., 2020). Différents types d'actinomycetes sont
responsables de sa syntheése, dont les principaux sont (
Streptomyceschromogenws,S.griseus et S. antibioticus )
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Les microorganismes pathogéenes

1-Psedomonas aeruginosa

Sont des bacilles a Gram négatif, qui se caractérise par son métabolisme aérobie strict et
son utilisation du processus métabolique oxydatif, ubiquitaire dans 1’environnement.
(N.Floret et al., 2009), en forme de tige, elle ne produit pas de spores et posséde un seul
flagelle. Cette derniere, pousse bien a 25 °C-37 °C, et sa capacité a croitre a 42 °C.
(Shouguang Jin, 2024).

Ces dernieres décennies, Pseudomonas aeruginosa est devenu un pathogéne opportuniste
majeur dans les milieux hospitaliers, fréquemment responsable d’infections nosocomiales

(N .Cabrolier et al., 2014) .

Les toxines produites par P.aeruginosa, telles que l'exotoxine A, l'exoenzyme S,
I'exoenzyme T, I'exoenzyme U et la pyocyanine, jouent un rdle crucial dans sa virulence en
endommageant les cellules hotes et en modulant la réponse immunitaire.(N.Floret et al.,
2009)

Figure 08:Observation microscopique de Psedomonas aerugenosa(Kamer, 2013).

2 -Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus est une bactérie aérobie facultative. Cette bactérie se développe

mieux a une température de 37 °C, halophile, neutrophile. Elle se présente sous forme de

cocci en amas. ( Amirbouhila et al., 2020)
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S. aureus est un agent pathogeéne qui peut causer diverses infections chez ’homme, allant
des infections cutanées mineures aux infections tissulaires graves et a la septicémie (
Nourahmad-Mansour et al ., 2021 ) .

Il produit de nombreuses exotoxines, telles que les entérotoxines (SES), toxines
exfoliatives A et B (ETA et ETB). (Dinges et al., 2000).

Figure 09 : Micrographie électronique a balayage de S. aureus (Rosenbach ,1884)
3 -Escherichia coli
Escherichia coli est une bactérie gram négatif sous forme de batonnet, appartienne a la
famille des enterobacteriaceae( J.Jang et coll., 2017 ). Elles sont capables de se multiplier
dans des gammes de températures allant de 4 °C a 46 °C, avec un optimum de croissance a

37 °C et a un pH compris entre 4,6 et 9,5. (Brisaboisetal., 1997).

C’est un agent pathogéne d’origine alimentaire, responsable de maladies graves chez les

étres humains a 1’échelle mondiale. (MyhammadNurAfnanUda , 2024 ) .
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Figure 10 : La bactérie « Escherichia coli » vue au microscope, image colorisée
(Priam, 2022)

4-Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, (Sonenshein et al., 2001),est largement utilisée depuis de nombreuses
décennies pour des études génétiques et biochimiques. Elle est souvent citée comme
I'exemple type des bactéries a Gram positif capable de former des endospores (Moszer et
al., 2002 ).Dans [l'industrie agroalimentaire, elle est employée pour la production

d'enzymes de type amylase, qui est utilisées dans la fabrication du pain.

Cette bactérie est également présente dans la composition de certains produits détergents.
(Bornert, 2000).
Parmi les toxines produites par cette bactérie : la subtilisine, hémolysine, surfactine,

bacillomycine D (Moszer et al .,2002).

Figure 11 : Observation microscopigque de Bacillus subtilis (Gschmeissner,2013)
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5-Enterococcus feacalis

Enterococcus faecalis est une bactérie commensale anaérobie facultative que I'on retrouve

naturellement dans la cavité buccale et le tractus gastro-intestinal (Li Zhang,2024).

Cependant, chez les individus sensibles, cette bactérie peut entrainer des infections des
voies urinaires, une endocardite infectieuse ou des infections de greffe (Mingxia Deng
,2024) .

Figure 12 : Enterococcusfaecalis, microscopie électronique a balayage
(Schleifer et Kilpper-Balz., 1984).

6-Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, est une bactérie
en forme de batonnet, Gram-negatif, fermentant le lactose et possédant une capsule
proéminente.

Cette bactérie est typiquement considérée comme un pathogene opportuniste, largement

présente dans la bouche, la peau, les intestins, ainsi que sur les dispositifs médicaux en
milieu hospitalier.(Bei Li,2014) .
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Elle peut produire plusieurs toxines et facteurs de virulence qui contribuent a sa
pathogénicité comme les toxines cytotoxiques, les endotoxines, les toxines protéiques.(Bei
Li,2014)

Figure 13 : Observation microscopique de Klebsiella pneumoniae(Lise,2022 )

7 -Candida albicans

Candida albicans, un champignon diploide, peut devenir pathogene lorsqu'il passe d'un
état commensal a un état pathogéne, ce qui se produit géeneralement lorsque les défenses

immunitaires de I'hdte sont affaiblies.

Dans de nombreux cas, chez les personnes en bonne santé, C. albicans se trouve sur la
peau ou colonise la cavité buccale, le tractus gastro-intestinal et urogénital (Yandan Wu
and Aimei Sun, 2024).

Figure 14 : Cellules de Candida albicans observées par microscopie électronique a

balayage (Macias-Paz et al., 2023)
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1- Lieu d’étude

Notre lieu d’étude est la grotte de Ghorf EI Mit de la région Beni Mathara Tagma (Figure
15) qui se trouve a 20 km d’Ain Fezza (Wilaya de Tlemcen), d’une longueur plus que 200

metres.
La situation géographique de la zone d’échantillonnage et dans le tableau 4

Tableau 4 : Situation géographique de la station d’échantillonnage

Région Altitude Latitude ( N) Longitude Etage
(Métres) bioclimatique
Tlemcen 800 34° 55 1° 20" Ouest Semi-aride

O

Figure 15 : carte de la région de Tagma (wilaya de Tlemcen)
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Figure 16 : Photos de la grotte (A : extérieur de la grotte ; B : entrée de la grotte ;

C, D : I’intérieur de la grotte (photo personnelle, 2024))
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2- Prélevement et échantillonnage

A T’aide d’une spatule stérile trois échantillons du sol ont été prélevés a partir de
différents endroits de la grotte et enlevés d’une couche superficielle de 4 a 5 cm (figure
17) pendant le mois de février ( 13/02/2024) , ensuite ils ont été placés dans des sacs en
plastiques stériles et fermés hermétiquement, et conservées au laboratoire a 4°C avant les

analyses.

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche LAPRONA
(Faculté SNV/STU, Université de Tlemcen) pour étudier les micro-organismes
(Actinomycetes) productrices de substances antimicrobiennes isolés a partir du sol.

Figure 17 : Prélevement du sol a I’aide d’une spatule stérile (photo personnelle, 2024)

3-pH du sol

20 g d'échantillon séché ont été mis en suspension dans 50ml d'eau distillée, puis mélangés
pour garantir l'uniformité. Apres quelques minutes, le surnageant a été utilisé pour mesurer
le pH a l'aide d'un pH-métre numérique (HANNA Inst. pH 209) ou I’électrode a été insérée

directement dans le surnageant, trois répétitions on été réalisées.
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4-Prétraitement des échantillons de sol

Les échantillons de sol ont été réparti dans des boites de Pétri stériles (figure 18). Le
traitement préliminaire des échantillons de sol est une étape initiale qui permet de choisir
les Actinomycetes présents dans les échantillons. 1l est nécessaire de les sécher a l'air libre
pendant une période de sept jours (Belyagoubi et al., 2018)

Figure 18 : étape de séchage des échantillons du sol
(Photo personnelle ,2024)

5-1solement et purification

5.1. Isolement des actinomyceétes

Quatre milieux différents sont utilisés pour isoler les actinomycétes, tels que la gélose
Bennett, la gélose Tryptic soja (TSA) et projet international Streptomyces (ISP2), gélose
nutritive gélatine (GNG).) Dans cette étude, chaque milieu contient un antifongique : la
nystatine pour inhiber le développement de champignon antagonistes et d'autres
microorganismes eucaryotes (williams etdavies., 1965 ; ouhdouch et al .,2001 ; Badji et
al .,2005) a une concentration de (30pg/mL) ,ainsi que l'acide nalidixique afin de prévenir
les bactéries Gram négatif (10 ug/mL) . (Belyagoubi, 2014 et Belyagoubi et al., 2018 ;
Djebbah et al., 2021)
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5.2. Préparation des dilutions décimales

Pour chaque eéchantillon, les cultures sont réalisées en utilisant la technique de
suspension-dilution. 10 g de sol sec sont dilués dans 90 ml d'eau physiologique stérile
(NaCl 9 g.Lh), ce qui correspond a une dilution de 107, Cette suspension est percue
comme la solution mére. Suite a I'nomogénéisation au vortex, une série de dilutions
décimales est effectuée dans les tubes contenant I'eau physiologique stérile jusqu'a une
dilution de 102, ((Belyagoubi et al., 2018 ;Djebbah et al., 2021)

5.3. Ensemencement et incubation

Apres dilutions, 1000uL de chaque dilution est étalé a la surface des milieux de culture
suivants : Bennett, ISP2, gélose nutritive gélatine et TSA.

Ensuite, les boites sont incubées a une température de 28°C pendant 28 jours et suivies
quotidiennement.

5.4. Purification des actinomycetes

Les colonies qui présentent des critéres d'actionomyceétes (colonies incrustées dans la
gélose avec une texture seche) sont prélevées a nouveau, puis purifiées dans les milieux
ISP2 et GNG (figure 19).(Belyagoubi et al.,2018) .

Figure 19: la purification dans le milieu : ISP2 et GNG
(Photo personnelle, 2024)
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Les souches ont été conservées de deux manieres différentes :
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v’ en utilisant une gélose inclinée (GNG et ISP2), puis incubé 7 jours a 30°C. les tubes

sont ensuite conservés a une température de 4°C pendant deux a trois mois.

v’ et pour une conservation de longue durée en utilisant du glycérol (20%) stérile dans

des tubes d'eppendorf a une température de — 20° & -80°C (V/V) . (Belyagoubi et al.,
2018 ; Bouaziz ,2018 ; Kitouni, 2007).

7-Criblage primaire de I’activité antimicrobienne

7.1. Les souches pathogeénes testees

Les tests de l'activité antimicrobienne ont été effectués sur des souches de référence

citées dans le tableau 5.

Tableau 5: Les souches utilisées dans les différents tests d’activité

Antimicrobienne.

Les microorganisms Type Code
Candida albicans Levure ATCC 10231
ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa
Gram

Negative
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC700603
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Enterococcus feacalis Gram ATCC 29212

Positive
Bacillus subtilis ATCC 6633
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7.2. Test d’activité antimicrobienne

7.2.1. Méthode de cylindre d’agar

Le pré-criblage de l'activité des souches a été réalisé en utilisant la technique des cylindres
d'agar. On ensemence les souches isolées sur les milieux Bennett, puis on les incube a une

température de 28+2°C 14jours.

Apres incubation, des cylindres de 6 mm de diamétre ont été prélevés a l'aide d'un
emporte-piece stérile et placés a la surface de la gélose Mueller-Hinton qui a été
préalablement ensemencées par les bactéries de référence avec une charge finale de 108
UFC/mL, tandis que Sabouraud a été ensemencé par la levure (C.albicans) pour obtenir
une phase de croissance exponentielle avec une charge finale de 10° UFC/mL (Clsi, 2017).
Afin de favoriser une diffusion efficace des substances bioactives presentes dans les
cylindres, les boites ont éte placés a une température de 4°C environ 2 heures. Ensuite,
I'incubation se fait a une température de 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 48h
pour la levure. Les diamétres des zones d'inhibition ont été mesurés autour des cylindres
d'agar (Shomura et al., 1979 ; Saadoun et al moumani., 1997 ; Petrosyan et al., 2003 ;
Boudjelal et al., 2011).

Selon CASFM (2022), les résultats de l'antibiogramme sont comparés aux valeurs
critiques en fonction du diametre d'inhibition, puis la bactérie est classée dans l'une des

catégories suivantes : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.
Des disques d'ampicilline (10 ug) ont été employés comme des tests positifs pour les

bactéries, tandis que des disques de nystatine (100 pg) ont été utilisés pour la levure

Candida albicans .
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Figure 20:Méthode des cylindres (test d'activité antibactérienne et antifongique)
(Photo personnelle, 2024)

7.2.2. Méthode des puits

Les souches d'actinomycétes sont cultivées dans 5 ml de bouillon Bennett (Belyagoubi ,
2014), puis elles sont incubées pendant 14 jours a une tempeérature de 28+1°C et agitées
tous les 2 heures. On creuse des puits de 9 mm de diametre dans les milieux tests
préalablement ensemencés avec un germe cible. (gélose Muller Hinton pour les bactéries et

gélose Sabouraud pour Candida albicans) .

Chaque puits a été rempli de 200 uL de la culture d’actinomycéte (figure 21). Aprés 30
minutes d'incubation a la température ambiante, les boites de Pétri sont incubées a une
température de 37+1°C pendant 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour C. albicans.
On mesure donc les diamétres de la zone d'inhibition (Lemriss et al., 2003 ; Valanarasu
et al., 2010).
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Figure 21: méthode des puits
(Photo personnelle, 2024)

8-Criblage secondaire de I’activité antifongique

8.1. Criblage des antifongiques non polyéniques

Premiérement les isolats d’actinomycétes possédant une activité antifongique ont été
ensemencés sur le milieu Bennett, puis incubées pendant 14jours a 28+2°C. Apreés
incubation des disques de 6mm de diametre de la culture des actinomycetes ont été déposés
a la surface de deux types de boites. Le méme criblage a été répété par la methode des

puits :

= Des boites contenant le milieu Sabouraud ensemencés par candida albicans
= Des boites contenant le milieu Sabouraud additionné d’ergostérol a raison de 50

ug/mL puis ensemencés par Candida albicans.
Les boites ont été placées a 4°C pendant 2heurs pour faciliter la diffusion des substances

bioactives. Les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés apres incubation a 28+2°C

pendant 48 heures pour C.albicans (Boudemagh, 2007).
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Figure 22: P: méthode cylindre d'agar (avec et sans ergostérol), U: méthode des puits
(avec et sans ergostérol)
(Photo personnelle, 2024)

9-ldentification de souches actinomycetales actives

9.1. Criteres morphologiques

Les caractéristiques culturelles (croissance, couleur des mycélia aériens et du substrat,
ainsi que celle des pigments diffusibles) et micro morphologiques (sporulation,
agencement des spores, fragmentation ou non des mycelia) des isolats d'actinobactéries
choisis ont été étudiées sur les milieux recommandés lors de projet international
Streptomyces (ISP), a savoir I'ISP2 et Bennett (Shirling et Gottlieb., 1966), ainsi que sur
la gélose nutritive gélatine (GNG) (Waksman, 1961).

9.2. Etude macromorphologie

Cette étude vise & observer la croissance de la souche lors des 7¢™ et 14°™ jours
d'incubation a 28°C, ainsi que l'aspect et la couleur des mycéliums aériens et du substrat,
ainsi que la production et la couleur des pigments diffusibles dans les milieux (s'ils sont
sécrétés). On détermine les couleurs des mycéliums aériens et du substrat en utilisant la
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charte de couleurs (Color Name Chart Illustrated with Centroid Color ISCC -NBS)
développée par (Kelly et Judd ., 1976).

9.3. Etude micro morphologique

=  Mode de fonctionnement 'Coloration de Gram*

v" Préparer et fixer un frottis bactérien sur une lame devant un bec benzéne.

v’ Ensuite, recouvrir avec du violet de Gentiane pendant une minute. Rincer avec de
I'eau distillée Pendant une minute,

v Ajoutez du Lugol, puis rincez avec de I'eau distillée.

v' Utilisez de l'alcool pendant 30 secondes, puis rincez-le a I'eau.

v Recolorez avec de la Fuschine pendant 1 minute, puis rincez-le a I'eau.

Le mode bactérien se divise principalement en deux groupes (gram + et gram -) en raison
d'une variation de la structure chimique des parois cellulaires des bactéries. Grace a cette
coloration, les bactéries peuvent étre classées en fonction de leur aptitude a fixer le violet
de Gentiane. Les enveloppes externes sont decolorees lors du lavage a I'éthanol (Gram-),

tandis que celles qui n‘ont pas sont protégées par le colorant (Gram+) (Camille, 2007)

Le microscope optique a été utilisé pour observer les mycéliums et les spores,
Apreés coloration a Gram (Gx1000) (Djebahh, 2022).

10-Criteres physiologiques et biochimiques

10.1. Critéres physiologiques

10.1.1. Hydrolyse de gélatine

Les souches sont ensemencées sur gélose nutritive contenant 0,4% de gélatine, puis
incubées pendant 14 jours a 30°C. Les zones ou la gélatine n’est pas dégradée s’opacifient
lorsqu’une solution de chlorure mercurique est accompagnée. Les zones claires

correspondent aux zones d’hydrolyse de la gélatine. (Williams et Cross., 1971)
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10.1.2. Action sur le lait écrémeé

Des tubes contenant une solution de Ilait ecrémé (Candia silhouette) a 10%
sont ensemences et incubés de 30° & 37°C. Des observations réguliéres pendant 14 jours
permettent de noter la coagulation ou la peptonisation du lait provoquée par les souches
(Gordon et Smith., 1953 ; Williams et Cross., 1971)

Figure 23: Photo du lait écrémé (photo personnelle, 2024)

10.2. Critéres biochimique

10.2.1. Utilisation du citrate comme seule source de carbone

La pente du milieu de citrate de Simmons est ensemencée selon une strie longitudinale au
moyen d’une anse de platine avec I’inoculum de souche. L’incubation s’effectue de 30°
a37° C. La croissance est observée quotidiennement pendant une peériode de deux

semaines.(wauters et al.,2005)

Figure 24: "Photo du citrate de Simmons

(Photo personnelle, 2024)
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10.2.2. Recherche de catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Cette enzyme permet la dégradation du H2O. qui résulte de
’oxydation par I’o0xygene de 1’air:
Catalase
H20: — H.O+ 1202

Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution
fraiche de H202 a 10 volumes : une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en
présence d’un échantillon de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de
mousseau de bulle traduit la décomposition de dioxygene: le test catalase est positif et s’il

n’y a pas de bulles: le test catalase est négatif (Delarras, 2007).

10.2.3 .Recherche d’oxydase

L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines
respiratoires cytochromiques bactériennes. Le test est fondé sur la production bactérienne
d'une enzyme oxydase intracellulaire. En présence d'oxygéne atmospheérique et de
cytochrome C, cette enzyme oxyde le réactif pour former un composé coloré en violet,
I’idophénol.

On dépose sur une lame porte-objet propre, un disque OX et I'imbiber avec une goutte
d'eau distillée stérile, ensuite, on enléve un morceau de la souche a étudier a l'aide d'une
pipette pasteur boutonnée stérile et I'étaler sur le disque.

Une coloration violet foncé apparait immediatement sur le disque ou en quelques secondes

puis vire au noir : test oxydase +. (Delarras, 2007).
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1-pH du sol

Le tableau 6 récapitule la moyenne de pH des échantillons prélevés.

On constate que I’endroit des prélevements représente des écosystemes riches en débris
végétaux et matieres organiques, ils se caractérisent par des pH proche a la neutralité.

Le pH est un facteur crucial dans la production de métabolites secondaires par divers
mycetes (Dumenil et Sanglier, 1989).De faibles variations de pH peuvent avoir des effets

particuliers sur la productivité d’une souche (Hata et al.,1971).

Tableau 6 : Le pH de I’échantillon du sol.

Echantillon pH
El 7.3
E2 7.56
E3 7.3

2-Prétraitement du sol

L'isolement des bactéries actinomyceétales productrices de substances bioactives dans des
écosystémes extrémes nécessite une méthode performante (Kitouni , 2007) afin de facilité

leur sélection, et pour évaluer l'activité des souches antibactériennes et antifongiques.

Pour augmenter le rapport entre les actinomycetes et le taux de microorganismes dans un

¢chantillon, on met en ceuvre trois stratégies :

X En utilisant des prétraitements chimiques tels que le carbonate de sodium et le
phénol, ou des méthodes physiques comme la centrifugation différentielle des échantillons
(Cavalla et Eberlin., 1994).

X En utilisant certaines sources de carbone et d'azote dans le milieu de culture telles
que I'amidon, la chitine, le glycérol, la caséine, l'arginine et l'asparagine, afin de favoriser la
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croissance des bactéries et de rendre le milieu plus sélectif pour l'isolement des

actinomycétes (Cavalla et Eberlin., 1994).

X2 Ou en utilisant des antibiotiques pour inhiber la croissance des bactéries, des

champignons (Larpent et Larpent-Gourgaud., 1990)

Les actinomycétes ont une croissance lente, en raison de leurs nécessités d'un temps

d'incubation prolongé.(Lee et Hwang., 2002).

Dans cette étude, on a utilisé un prétraitement physique, c’est le séchage a Iair libre.

Le séchage des echantillons de sol a l'air libre pendant sept jours vise a réduire la présence
de la flore bactérienne. Les conidiospores des actinomycétes résistent mieux a la
dessiccation que les autres bactéries, qui sont plus sensibles a ce traitement (Khanna et al.,
2011). Les recherches de (Fan et al., 2010) ont montre qu'un séchage des échantillons de
sol pendant 7 a 21 jours réduisait considérablement le nombre de champignons et de
bactéries. De plus, l'utilisation de milieux sélectifs avec l'ajout d'antibiotiques était

nécessaire.
3-Résultats d’isolement des actinomycetes

Les actinomycétes, des bactéries mycéliennes a Gram positif présentent une grande
activité en raison de leur capacité a produire des métabolites secondaires avec une variété
de structures chimigques. Les antibiotiques antibactériens et antifongiques sont
principalement produits par eux méme, 70% des molécules actives sont commercialisés.
(Aouiche et al., 2012).

Apres 28 jours d’incubation a 28° C, les actinomycétes croissent progressivement. Les
colonies d'actinomycetes sont identifiées par leur aspect morphologique distinctif. Elles
apparaissent seches, rugueuses, colorées ou incolores, adhérent a la gélose et présentent a
la fois un mycélium végétatif et aérien. Certaines colonies ne montrent que le mycélium du
substrat (Boudemagh, 2007). Aprés elles ont été dénombrées et purifiées dans les milieux
ISP2 et GNG, afin d’obtenir des souches pures pour la conservation. (Ktouni
Mahmoud,2007).
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Figure 25:Photo d’isolement des actinomycétes du sol sur le milieu ISP2
(Photo personnelle, 2024)

ISP2 = 1SP2
HTSA mTSA
i Benette = Benette
M GNG = GNG
Figure 26 : Pourcentage des souches Figure 27 : Pourcentage dessouches
Isolées par milieu de culture Isolées par milieu de culture
A partir d’échantillon E1 du sol. A partir d’échantillon E2 du sol.

48



Résultats et discussion

| [SP2
HTSA
Benette

B GNG

Figure 28 : Pourcentage des souches isolées par milieu de culture a partir d’échantillon E3
du sol.

Les résultats des figures 26 et 28 montrent que les échantillons (1 et 3) du sol présentent
un nombre élevé des souches isolées respectivement (Al, A2, A3, A4, A5 A6 ,A7, A8,
A21, A26, A27) a partir des milieux ISP2 et GNG, bien que, aucune souche n’a éte isolée
sur I’échantillon (2) du sol sur ces milieux de cultures.(Figure 27) .Aussi, on observe que,
dans 1’échantillon (1) du sol (figure26), le milieu Bennett est le plus favorable a
I’isolement des souches actinomyceétales A30, A31(2), A32, A33 par rapport aux
échantillons (2 et 3) du sol (figure 27 et 28 )et pour le milieu de culture TSA, on constate
que les réesultats obtenus dans la (figure27) montrent une tres bonne croissance de la
souche A6(18) sur I’échantillon (2) que celle A9(19) sur I’échantillon (1).Selon Laiz et al
(1999) cette différence de communauté est probablement due aux conditions
environnementales spécifiques de la grotte, telles que sa température relativement basse et

stable, sa teneur en matiére organique et son taux d'humidité élevé.

Dix huit isolats d'actinomycétes ont été obtenus a partir d'échantillons de sol (figure 29)
prélevés dans la grotte de Tagema avec quatre milieux de cultures sélectives additionnées
d’antifongique (nystatine) ont éte utilisée, plusieurs colonies ont été repérées d’apres leur
aspect macroscopique (colonies dures incrustées dans la gelose), et leur aspect

microscopique (aspect filamenteux a coloration de Gram positive).
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Le meilleur milieu qui a permis l'isolement des actinomycetes de cette zone extréme était

le milieu ISP2. Les résultats sont mentionnés dans la (figure 31) ci-dessous.

Passari et al., (2018) ont montré qu’ISP2 a été efficacement utilisé comme milieu
d'isolement des actinomycétes. De plus, ce milieu a éte utilisé pour isoler certaines espéces
nouvelles en particulier Amycolatopsis xuchangensis et Amycolatopsis jiguanensis,

10
9
8 .
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o 77
S
o 6 1
wn
3 5
e
2
o 3 -
c
2 _
1 .
0 .
ISP2 TSA Benette GNG
Milieu de culture

Figure 29 : Nombre de souches d’actinomycétes isolées a partir des milieux des cultures

L'usage d'antibiotiques pour isoler les actinomycétes est un sujet controversé. Selon Porter
et al (1960) la plupart des antibactériens utilisés inhibent beaucoup d’actinomycétes. En
revanche, Dulaney et al (1955) ainsi que Williams et Davies (1965) suggéerent I'utilisation

d'un mélange d'antifongiques et d'antibactériens pour isoler les actinomyceétes.

La nystatine et 1’acide nalidixique ajoutées au milieu ont respectivement inhibées la

croissance des champignons et les bactéries a gram négatif,

D’aprés les travaux de Boudemagh et al (2013), dans les milieux ou la nystatine a été
ajoutée, le nombre d'actinomycetes isolés augmente en présence de l'acide nalidixique de
18,10* cfu.g’colonies a 21.10* cfu.g? sans traitement d’échantillons avec chaleur et

4.10%fu.g*colonies a 8.10* cfu.g™* lorsque les échantillons sont traités thermiquement.
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Les résultats obtenus par Belyagoubi et al (2018), a partir de la grotte de Chaabe
Montrent que 28 souches d’actinomyceétes ont été isolées, cela peut s'expliquer par sa forte
teneur en matiére organique .Ceci est confirmée par plusieurs études qui montrent que le
nombre d'actinomyceétes est positivement corrélé avec le pourcentage de matiére

Organique. (Lee et Hwang., 2002 ; George et al., 2010).

Le screening ciblé est une stratégie largement utilisée dans de nombreux laboratoires, car
elle permet d'isoler de maniere sélective des genres spécifiques. 1l est également utile pour
évaluer la biodiversité microbienne d'un échantillon donné. Par exemple, les zones
rhizosphériques sont environ dix fois plus riches en actinomycetes que les zones non

rhizospheriques et profondes (Chelli, 2010).

Dans nos travaux, nous avons opté pour un criblage ciblé en utilisant quatre milieux
d'isolement différents afin de détecter la présence ou l'absence de genres rares
d'actinomycetes dans le sol des grottes. Selon (Cross ,1982), pour isoler certains genres
d'actinomycetes, il est recommandé de varier les stratégies et les milieux d'isolement au
sein du méme screening. Cela permet daugmenter les chances d'isoler la plupart des

actinomycetes présents dans I'échantillon.
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Tableau 7 : origine des souches actinomycetales

Code de la Origine Milieu Dilution Aspect des
souche colonies
Al Centre Tagma ISP2 10 Grise-contour
bleu
A2 Centre Tagma ISP2 10 Noir —
grandetaille
A3 Centre Tagma ISP2 10 Grise-
taillemoyenne
Ad Centre Tagma ISP2 10 Grise-centre bleu
A5 Centre Tagma ISP2 10 Noire-petite taille
A6 Entrée Tagma TSA 1073 Blanche-
grandetaille
A7 Sortie Tagma ISP2 10 Jaune-
taillemoyenne
A8 Sortie Tagma ISP2 10 Grise
A9 Centre Tagma TSA 10 Blanche-grande-
centremarron
Al10 CentreTagma ISP2 10 Grise —petite
A21 Sortie Tagma GNG 10 Blanchepetite
A26 Centre Tagma GNG 10 Bleutransparente-
petite
A27 Centre Tagma GNG 10 Bleu-petite
A30 Centre Tagma Benett 10 Petite-
grisefoncée
A3l Centre Tagma Benett 10 Petite-griseclaire
A32 Centre Tagma Benett 10 Bleu
A33 Centre Tagma Benett 10 Marron
A35 Centre Tagma ISP2 10 Blanche —grande
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5-Tests d’activité antimicrobienne

L’objectif de ce travail qui consistait a isoler a partir d’un écosysteme extréme des souches

d'actinomycetes productrices de substances antimicrobiennes a été en grande partie atteint.

Depuis, la découverte de la streptomycine par I'équipe de Waksman en 1943 a partir de
bactéries du sol du genre Streptomyces et l'isolement de la nystatine, le premier
antibiotique antifongique, par Hazen et Brown en 1951 a partir de Streptomyces noursei,
également provenant du sol, de nombreuses études ont été menées sur des souches
d'actinomycetes d'origine terrestre. Plusieurs types de sol (foréts, boue, lac), voire des
milieux extrémes (désert), ont été étudies dans I'espoir de trouver de nouvelles souches
produisant de nouveaux produits (Oswald et al., 1968 ; Hacéne et al., 1994 ; Chiba et al.,
1999 ; Hwang et al., 2001 ; Lee et Hwang., 2002 ; Meklat et al., 2011, Suela Silva,
2013).

On a démontré l'activité antibactérienne et antifongique des souches actinomycétales
isolées et purifiées en utilisant la technique des cylindres d'agar et la technique des puits.
Les deux techniques sont utilisées pour diffuser dans un environnement gélosé.

Seule la premiére méthode nous a permis de détecter I'effet inhibiteur des souches testées

contre des bactéries-tests et la levure-test (kitouni, 2005)

L'activité antimicrobienne de ces souches actinomycetales doit étre testée vis-a-vis d'autres
bactéries pathogénes et sur d’autres milieux de culture. En effet, il est maintenant bien
établi que la composition du milieu de culture peut affecter la production d'antibiotiques

par les actinomycetes (Singh et al., 2009).
Selon certains auteurs, il existe une corrélation étroite entre l'activité antimicrobienne des

actinomycetes et leur environnement naturel (facteurs physico-chimiques et biologiques) (
Boughachiche et al.,2005 )
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5.1. Méthode de Cylindre d'agar

D'apres les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 8 les souches A6(18).A9(19) et
A31(2) ont une variété d'activité antibactérienne contre les bactéries- tests et antifongique
contre le champignon-test.

. En Algérie, de nombreuses souches de Streptomyces ont été isolées a partir de sols,
deau et d'écorces darbres, démontrant des activités antibactériennes et antifongiques
intéressantes contre différents microorganismes pathogenes (Aouich, 2012).

Selon les résultats de I'antibiogramme des souches pathogeénes, il est démontré que toutes
les souches pathogenes a coloration de Gram positive et negative, présentent une
résistance importante contre la souche actinomycetale A6(18). par contre A6(18) posséde
une activité antifongique, elle inhibe uniquement Candida Albicans avec une zone

d'inhibition comprise entre 8 et 9 mm.

Aussi la souche A9(19) présente une activité antifongique plus forte contre C.albicans
avec une zone d'inhibition comprise entre 12 et 13 mm. On observe les mémes résultats de
Aouiche (2012) ou les études phénotypiques et moléculaires ont montré que l'isolat
PAL111 est étroitement apparenté a la souche type de Streptomyces ambofaciens. Il a
montré une forte activité contre Candida albicans, les champignons filamenteux et les

bactéries Gram-positives et Gram-néegatives.

X D'un autre c6té, les souches actinomycetales A9(19) et A31(2) présentent une
activité antibactérienne plus forte contre E.coli (gram-), avec des zones d'inhibition
mesurant entre 11 et 13 mm pour A9(19) et 10-11 mm pour A31(2). . On observe les mémes
résultats dans les recherches menées par Oskay et al (2004), ou sur 17 souches
d'actinomycetes isolées du sol de Turquie, seules deux souches étaient actives sur E. coli,

avec des diametres d'inhibition allant de 15 a 26 mm.

De plus, la souche A31(2) présente une activité contre la bactérie a gram + Staphylococcus
aureus, avec des zones d'inhibition mesurant entre 11 et 13 mm. D’aprés les résultats de
Denizci(1996), parmi les 356 espéces de Streptomyces isolées, 36% des isolats présentent

des propriétés antibactériennes contre Staphylococcus aureus (20,78%) et E. coli (2,52%).
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Effectivement, la membrane extérieure des bactéries Gram négatif est composée de
polysaccharides, ce qui rend la paroi cellulaire imperméable aux composés lipophiles.
Cependant, les bactéries Gram positif ne possedent qu'une couche de peptidoglycane
externe, ce qui ne constitue pas une barriere de perméabilité efficace (Omar Messaoudi et
al., 2015).

<> Il est intéressant de noter l'absence de corrélation entre la résistance des
microorganismes- cibles aux antibiotiques et leur sensibilit¢ a [l'action de lisolat,
Il est possible que lisolat d'actinomycete produise des antibiotiques différents de ceux
auxquels les germes-cibles sont résistants(Aouiche,2012) . sont en accord avec nos résultats.
Les souches actinomycétales A6(18) et A9(19) ont un spectre d'activité antifongique plus
forte contre Candida Albicans, avec des zones d'inhibition allant de 8 a 13 mm de
diametre. Cependant, la souche C.albicans présente également une résistance a la souche

actinomycétale A31(2).

X Selon Duraipandiyan et al (2010), la preésence de Bacillus sp. dans le sol
himalayen fabrique également des antibiotiques vis-a-vis les souches pathogenes. L'isolat de
Bacillus produit des métabolites et posséde des activités antimicrobiennes contre diverses
bactéries. Bacille sp.est généralement considéré comme un micro-organisme saprophyte

aérobie du sol.

X Daprés les tests d'évaluation de lactivité antibactérienne, P. aeruginosa était la
plus résistante. Les résultats menés par Sahin et U¢ur (2003) sont en accord avec nos

résultats.

X Selon les résultats obtenus par Belyagoubi et al (2018), ils ont démontré que les
actinomycetes prélevés dans la grotte de Chaabe étaient actifs au moins contre l'un des
microorganismes testés, avec une faible activité contre les bactéries Gram négatives.
Toutefois, ils ont observé l'absence d'activité contre Pseudomonas aeruginosa, ce qui

concorde avec les résultats obtenus dans cette étude aussi.
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X Par ailleurs, les résultats de cette évaluation indiquent également que l'activité
antimicrobienne des souches d'actinomycétes examinées dépond en fonction de la méthode
employée (Lemriss et al., 2003). De cette maniére, nos résultats révelent également une
variété des résultats en fonction de la méthode utilisée. La méthode des cylindres d'agar est
plus adaptée que la méthode des puits (tableau 8) pour évaluer la sensibilité des souches

microbiennes aux molécules bioactives produites par les souches d'actinomycetes testées.
Le tableau 8 présent les résultats d’activité antibactérienne des actinomycétes isolés

Tableau8: résultats d’activité antibactérienne des actinomycétes isolés (diamétre en mm)

cylindres —puits

" " % = w
£ 3 8 8 & 3 2 5
o X
A6 0+0 0+0 0+0 040 0+0 0+0 8.5+0.7
(18) R R R R R S
Cylindres A9 00 0+0 0+0 0+0 12+1.4 0+0  12.5+0.7
(19) R R R R S R S
A3l 00  12+#14 00 0+0 105+0.7  0+0 00
2) R S R R S R R
A6 0 0 0 0 0 0 0
(18)
Puits A9 0 0 0 0 0 0 0
(19)
A31 0 0 0 0 0 0 0
(2)
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Alll

Figure 30:A’: effet de la souche A6 (18) sur candida albicans -A" : Action de la souche
A31(2) sur E.coli et sur S.E- A" : Action de la souche A9(19) sur E.coli et Candida
albicans (photo personnelle, 2024)
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5.2. Méthode des puits

Concernant la méthode des puits aucune zone d'inhibition n’a été observée contre des

germes cibles.
5.3. La sensibilité des souches pathogénes aux antibiotiques

Le tableau 9 montre les résultats de la sensibilité des souches pathogenes aux
antibiotiques

Tableau 9: Résultats de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries tests et aux

antifongiques de la levure (diametre en mm)

ATB/ATF E.f E.c B.s P.a S.a K.p Ca
Amp 0+0 1310 0+0 0+0 0+0 0+0
(ATB) R S R R R R 0
Disques
Nys
(ATF) 0 0 0 0 0 0 10.5+0.7

Selon les résultats de I'antibiogramme des souches pathogeénes, il est démontré que

Toutes les souches pathogénes présentent une résistance importante contre 'ampicilline. A
I'exception de E.coli pathogéne est sensible a AMP (active) avec des zones d'inhibition
mesurant de 13 a 13 mm de diametre. Aussi il ressort que la souche Candida albicans est

sensible a la nystatine, ce qui en fait un témoin positif de choix.
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Figure 31: Sensibilité aux antibiotiques des bactéries tests et aux antifongiques de la
levure (photo personnelle, 2024)

6-Test d’inhibition d’activité ATF par I’ergostérol

Bien que la communauté scientifique soit constamment a la recherche de nouvelles
molécules a activité antifongique, le nombre de cibles cellulaires utilisables est limité pour
satisfaire aux criteres de toxicité chez le patient. de cette maniére, le traitement des
infections fongiques repose a I'neure actuelle sur I'emploi de quatre types de molécules
Patrick (Vandeputte , 2008).

Les polyénes sont des macrolides, molécules organiques cycliques amphotéres. Plus de
200 composés chimiques de la classe des polyénes, que I'on trouve principalement chez des
bactéries du genre Streptomyces, ont une action antifongique.

Mais seulement trois molécules polyéniques présentent une toxicité assez faible pour étre

utilisées en clinique : Amphotéricine B (AmB), nystatine et natamycine.

e Leur mode d'action

Les polyenes ont pour cible l'ergostérol, le principal constituant de la membrane
plasmique des champignons. Leur caractere amphotére leur permet de sassocier a la
bicouche lipidique de la membrane fongique, en créant des pores. Les données de
résonnance magnétique nucléaire indiquent que 8 molécules d'AmB s'associent a 8
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molécules d'ergostérol par leur partie polyénique tandis que les faces hydrophiles
ménagent un canal central de 70 a 100 nm de diamétre. La formation des pores provoque la
déstabilisation de la membrane plasmique tandis que le canal permet la fuite de
composants intracellulaires, et notamment d'ions K+, a l'origine de la lyse cellulaire
(Lemke et al., 2005).

v" L'ajout de l'ergostérol dans le milieu va inhiber I'activité antifongique en interférant
avec les substances polyéniques produites par les isolats, ce qui réduit les diametres
d'inhibition ou inhibe complétement lactivité. Cependant, si les isolats ne
fabriquent aucune molécule polyénique,donc aucune d'interaction et les diametres

des zones d'inhibition restent les mémes (Hamilton-Miller, 1974).
- Les résultats du tableau 10 montrent que les isolats A6(18) et A9(19) qui présentent une
activité antifongique lors du screening primaire ont subi un criblage des antifongiques de

nature non polyénique .Leurs activité antifongique a disparue en présence de I’ergostérol.

Tableau 10: Résultats d’inhibition d’activité ATF par I’ergostérol

Sans ergostérol Avec ergostérol
Les A6 A9 A6 A9
souches (18) (19) (18) (19)
Cylindres 8.5+0.7 12.540.7 00+00 00+00
Puits 0 0 0 0

60




Résultats et discussion

Figure 32 : inhibition de I’activit¢ ATF avant et apres l'ajout de 1’ergostérol
(Méthode des cylindres + puits)
(Photo personnelle, 2024)

7-Résultats d’identification des souches d’actinomycétes

On a procédé a l'identification morphologique, physiologique et biochimique des souches
d'actinomycetes les plus actives sur les microorganismes pathogenes testés, ainsi que sur

les représentants de chaque groupe d'actinomycétes de forme similaire.
7.1. Caracteres morphologiques

7.1.1. Etude macromorphologique

Les colonies des souches actinomycétes actives (décrites précédemment) apparaissent
aprés 28 jours d'incubation a 28°C apres I'ensemence sur les milieux gélosés Bennett et
TSA. Les premiers signes de croissance sont la formation de colonies pateuses. La plupart
des souches produisent des colonies poudreuses ou granuleuses de différentes couleurs de
mycélium aérien (blanc, marron, gris) au 14éme jour. La taille moyenne des colonies varie
généralement de 1 a 5 mm.

v/ La description des souches repose sur les caractéristigues morphologiques

présentées dans le tableau suivant
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Le tableau 11 montre les résultats de 1’étude d’aspect macroscopique (couleur, taille)
des souches isolées.

Tableau 11:Résultats de I'étude d'aspect macroscopique des isolats

Code de la Source Aspect macroscopique
souche
A9 (19) CentreTSA10 Colonie Blanche avec un

centre marron de grande
taille incrusté dans la gélose

A6 (18) Entrée TSA10® Colonie Blanche de grande
taille incrustée dans la gélose

A3l (2) Centre Colonie gris claire de petite

Benett10? taille incrustée dans la gélose

Figure 33:Aspect macroscopique des souches "Aspect des mycéliums"(photo

personnelle, 2024)
62



Résultats et discussion

7.1.2. Etude microscopique
7.1.2.1. Résultats de coloration de Gram

Les résultats de l'observation microscopique aprés une coloration de Gram indiquent
que toutes les souches actinomycétales sont probablement du genre streptomyces, et
des Gram positifs, et tout ¢ca montrer dans la figure 34 la souche A31(2) les

mycéliums et les spores ont été observés au microscope optique (G x 1000).

Figure 34:0bservation microscopique de la souche actinomycetale A31(2)
(Gx 1000) apres coloration de Gram.(photo personnelle , 2024 )

Remarque : les souches A6(18) et A9(19) non pas réalisées
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7.2. Critéres physiologiques et biochimiques

Les souches isolées ont subi des tests pour leur activité antimicrobienne, puis elles ont

également été caractérisées sur le plan physiologique et biochimique.

Les résultats de I'identification sont indiqués dans le tableau 12 ci-dessous

Tableau 12 : Caractéristiques biochimiques et physiologiques des souches
actinomycétales

Souches
Caractéristiques T A6 A9 A31
(18) (19) )
Source de Carbone
Citrate - - - +
Coagulation du lait - + + +
Hydrolyse de gélatine - 0 0 0
Recherche du catalase - + + +
Recherche d’oxydase - + + +

() : Test négatif, (+) : Test positif, (T) : Témoin, / : Test non réalisé
Selon les résultats, la souche actinomycétale A31(2) cultivée utilise le citrate comme
source de carbone, a l'exception des souches A6(18) et A9(19) qui n'ont pas pu utiliser le
citrate. De plus, toutes les souches elles ont également une action sur le lait écrémé en
provoguant la coagulation (enzyme la présure), car toutes les souches hydrolysent la
caséine. Avec une catalase et une oxydase positives. Concernant la recherche d’hydrolyse

de la gélatine, le test est non réalisé.
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Résultats et discussion

Figure 35 : coagulation du lait écrémé Figure 36 : utilisation du citrate comme
(Photo personnelle ,2024)
Une source de carbone (photo
Personnelle, 2024)

Figure 37: résultat du test catalase (photo personnelle, 2024)

65



Conclusion et perspectives

Conclusion et

perspectives




Conclusion et perspectives

La résistance microbienne aux molécules constitue un probléme important lorsqu’elle
concerne des microorganismes pathogenes. Cette résistance se traduit par la capacité
acquise d’un microorganisme a résister aux effets d’un agent chimiothérapeute pour lequel
il est normalement sensible; la propagation de ses bactéries est devenue une préoccupation

sanitaire majeure.

L'exploration de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’activité serait

plus large tout en étant moins agressif pour I’hdte semble toujours indispensable.

Les actinomycétes sont d’importants producteurs d’antibiotiques (75% par Streptomyces)
et autres secondaires métabolites. Les deux tiers des quelque six mille antibiotiques isolés

sont produits par les actinomycetes.

L’objectif de ce travail a été le criblage de souches d’actinomycetes a activité
antibactérienne et antifongique a partir du sol de grotte Ghorf El Mit de la région de
Tagema Tlemcen. Nous avons procédé a I’isolement, I’identification et 1’évaluation de
I’activité biologique des souches sur des microorganismes pathogénes par deux méthodes

de diffusion sur agar.

L'évaluation de l'activité antimicrobienne a été effectuée contre les bactéries pathogenes
suivantes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, ainsi qu'une levure, Candida

albicans.

Trois souches actinomycetales sur 18 isolats sont présenté une activité
antimicrobienne : les souches A6(18) -A9(19)- A31(2).

Les résultats des examens morphologiques, physiologiques et biochimiques des

Bacteéries étudiées indiquent que les actinomycetes isolées du sol font partie probablement
au genre Streptomyces qui désigne des bactéries filamenteuses Gram positif saprophyte
non pathogene abondant sont principalement retrouvées dans les couches superficielles
dessolsou leur développement et leur dispersion sont facilités par leur

croissance mycélienne et leur capacité de sporulation.

67


https://fr.wikipedia.org/wiki/Sol_(p%C3%A9dologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Myc%C3%A9lium

Conclusion et perspectives

L’identification est effectuée essentiellement, en se basant sur des criteres morphologiques

et physiologiques sur des milieux spécifiques.

Cette étude préliminaire mérite d'étre approfondie en ce qui concerne :
e Identification moléculaire des diverses souches d’actinomycétes
e Isolement et sélection des souches d’actinomycétes de grotte, selon leur profil
d’activité antimicrobienne.
e Les compétences acquises dans ce domaine peuvent étre utilisées pour étudier la
biodiversité des bactéries actinomycetales et leurs métabolites secondaires a

activité biologique
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Annexes

Bennett
Extrait de levure
Extrait de viande

Peptone pancréatique de caséine

Glucose
Agar

Eau distillée
pH

Bouillon Sabouraud
Peptone de gélatine

Glucose
Eau distillée
pH

Gélose Sabouraud

Peptone de gélatine

Glucose
Agar

Eau distillée
pH

ISP

Extrait de levure
Extrait de malt
Glucose

Agar

Eau distillée

pH

Annexes 01

Composition des milieux de culture

19

19

29

10g

15¢
1000 mL

7,2

109

209
1000mL

5,6

10g
209
179
1000 mL
7.2

49
10g
49
209
1000mL
7.2
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TSA (Gélose Trypticase de soja)
Trypticase

Soytone

Chlorure de sodium

Agar

Eau distillée

pH

Muller Hinton

Extrait de viande
Hydrolyséat acide de caséine
Amidon

Agar

Eau distillée

pH

ISP,

Glycerol
L-asparagine
K2HPOA4.
NaCl.

FeSO4, 7TH20
Agar

Eau distillée
pH

Bouillon Muller Hinton
Extrait de viande
Hydrolysat acide de caséine
Amidon

Eau distillée

pH

179
3¢
5¢
15
1000ml
7,2

29
17.59
1.5¢
10g
1000ml
7.4

159

19

59

59

0.01g
209

1000ml
7.2

29
17.59
1.59
1000ml
7.2

84



Annexes

Bouillon Bennett

Extrait de levure

Extrait de viande

Peptone pancréatique de caséine
Glucose

Eau distillée

pH

Gélose nutritive gélatine
Peptone

Extrait de levure

NaCl

Agar

Gélatine

Eau

pH

85

19
1g
29
109
1000 mL
7,2

109
59
59
15-20 ¢
49
1000 mL
7,2



Annexes

Annexes 02
Tableau 8: résultats d’activité antibactérienne des actinomyceétes isolés (diamétre en mm)

cylindres —puits

" E s .
£ = £ § £ 3 g B
o X
A6 00- 00- 00- 00- 00- 00- 8-9
(18) 00 00 00 00 00 00 S
R R R R R R
Cylinders A9 00- 00- 00- 00- 113- 00- 13-12
(19) 00 00 00 00 11 00 S
R R R R S R
A31 00- 11- 00- 00- 11- 00-  00-00
2) 00 13 00 00 10 00 R
R S R R S R
A6 0 0 0 0 0 0 0
(18)
Puits A9 0 0 0 0 0 0 0
(19)
A31 0 0 0 0 0 0 0
)
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Tableau 9: Résultats de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries tests et

Annexes 03

antifongiques de la levure (diametre en mm)

ATB/ATF E.f E.c
13-

Amp
(ATB)

Disques

Nys
(ATF)

B.s

00-

13 00
S R
0 0
Annexes 04

P.a S.a
00- 00-
00 00
R R
0 0

Tableaul0: Résultats d’inhibition de I’activité ATF par I’ergostérol

aux
K.p C.a
00-
00 0
R
0 11-
10

Sans Avec
I'ergostérol I'ergostérol
Les A6 A9 A6 A9
souches (18) (19) (18) (19)
Cylindres 8-9 12-13 00-00 00-00
Puits 0 0 0 0
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