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Abstract

Algerian coastal terrestrial ecosystems host an interesting diversity of microorganisms that may
constitute a significant source of biologically active compounds, used in various fields such as
medicine, industry, and agri-food.

In the context of our study, we evaluated the antimicrobial and antioxidant activities of
actinomycete strains isolated from the soil of the mountainous coastal region of Mkhalled.
Extracts from these strains, obtained through fermentation in both liquid and solid media
(Gelatin Nutrient Agar, Bennett, and Actinomycete Fermentation), were also tested.

A total of 15 actinomycete strains were isolated using Gelatin Nutrient Agar, Tryptic Soy Agar,
Bennett, and the International Streptomyces Project medium. The results of antimicrobial
activity using the agar cylinder method on five purified strains showed that strain AB14
exhibited an inhibition zone of 9.5 mm against Staphylococcus aureus and 8 mm against
Pseudomonas aeruginosa. Strains AB5 and AB15 also showed activity against P. aeruginosa,
with inhibition diameters of 15 mm and 14 mm, respectively. Using the well diffusion method,
strain AB5 showed interesting activity against Klebsiella pneumoniae, with an inhibition zone
of 18 mm, while AB1 reached 12.5 mm against P. aeruginosa.

Regarding the extracts obtained from solid media, the extract of strain AB14 cultivated on
Bennett produced an 8.5 mm inhibition against S. aureus. The AB13 extracts from Bennett and
Amidon Fructose media showed inhibition zones of 24 mm and 13.5 mm, respectively, against
P. aeruginosa. As for antioxidant activity, the AB14 Bennett extract exhibited an inhibition
percentage of 27.9% at a concentration of 0.25 mg/mL.

Based on these results, the microbial richness of Algerian soils in actinomycetes offers

promising biological potential as antimicrobial and antioxidant agents yet to be fully explored.

Keywords: Actinomycetes, Mkhalled soil, Extracts, Antimicrobial activity, Antioxidant

activity.



Résumé

Les écosystémes terrestres cOtiers Algériens abritent une variété intéressante de
microorganismes qui peuvent étre une source importante de molécules biologiquement actives,
utilisées dans de nombreux domaines, notamment la medecine, l'industrie et I'agro-alimentaire.
Dans le cadre de notre étude nous avons évalué les activités antimicrobiennes et antioxydantes
des souches d’actinomycetes isolées a partir du sol de la région montagneuse cétiere de
Mkhalled. Les extraits de ces souches obtenus par fermentation en milieux liquides et solides
(Gélose nutritif gélatine, Bennett et Amidon Fructose) ont aussi testé.

15 souches d’actinomycétes ont été isolées sur les mieux Gélose nutritif gélatine, Tryptic Soy
Agar, Bennett, et International Streptomyces Project. Le résultat de 1’activité antimicrobienne
par la méthode du cylindre d’agar de cing souches purifiées a montré que la souche AB14
présente une zone d’inhibition de 9.5 mm contre Staphylococcus aureus et de 8 mm contre
Pseudomonas aeruginosa. Les souches AB5 et AB15 se sont également révélées actives contre
P. aeruginosa, avec des diamétres d’inhibition respectifs de 15 et 14 mm. Par la méthode des
puits, la souche AB5 a montré une activité intéressante contre Klebsiella pneumoniae avec une
zone d’inhibition de 18 mm, tandis qu’ABL1 atteint 12.5 mm contre P. aeruginosa. Concernant
les extraits issus de milieux solides, celui de la souche AB14 cultivée sur Bennett a produit une
inhibition de 8.5 mm contre S. aureus. Les extraits AB13 Bennett et AB13 AF ont réveélé des
zones d’inhibition de 24 et 13.5 mm, respectivement contre P. aeruginosa. En ce qui concerne
I’activité antioxydante, I’extrait AB14 Bennett présente un pourcentage d’inhibition de 27.9 %
a la concentration de 0.25 mg/ml.

D’aprés ces résultats, la richesse microbienne des sols algériens par les actinomycétes offre un
potentiel biologique prometteur comme agents antimicrobiens et antioxydants qui restent a

exploiter.

Mots clés : Actinomycetes, Sol Mkhalled, Extraits, Activité antimicrobienne, Activité

antioxydante.
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Généralités

Le sol abrite la communauté biologique la plus diversifiée de la planéte, constituant un habitat
pour une grande variété de macro-organismes et de micro-organismes (Romero et al., 2023),
dont la biomasse est influencée par les propriétés du sol (Li et al., 2018). Cette richesse en
micro-organismes conduit a s’intéresser 1’écologiec microbienne du sol qui est 1’étude des
organismes microbiens dans le sol et de leurs roles essentiels dans les processus biochimiques
(Roger et al., 2001) et les cycles biogéochimiques, notamment celui de I’azote. Ces
microorganismes assurent la transformation de I’azote a travers divers processus (fixation,
minéralisation, nitrification, dénitrification), influencant ainsi la fertilité du sol, la productivité
des écosystémes, le changement climatique, et la qualité de 1’eau et de 1’air (Robertson &
Groffman, 2024).

Dans cette diversité microbienne, cing grands groupes de microorganismes, dont les bactéries,
les champignons, les virus, les algues et les protozoaires, composent la microflore présente dans
le sol (Bera, 2022). Ces microorganismes produisent une grande diversité de composés naturels
bioactifs, notamment les antibiotiques d’intérét clinique (Salem et al., 2023).

Concernant spécifiguement les communautés bactériennes, les embranchements les plus
abondants dans la majorité des sols sont : Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria,
Bacteroidetes et Firmicutes (Onet et al., 2025).

Les actinobactéries sont des micro-organismes aérobies, sporogénes, a Gram positif, formant
un mycélium aérien (Gacem, 2021). Elles constituent un groupe hétérogéne caractérisé par des
filaments mycéliens qui leur conferent une structure filamenteuse (Sapkota et al., 2020). Cette
organisation morphologique particuliere se manifeste a travers plusieurs critéres observables,
tels que la germination des spores, I’allongement et la ramification du mycélium végétatif, la
formation du mycélium aérien, la production de pigments, ainsi que la coloration des
mycéliums aériens et de substrat. Ces éléments sont couramment utilisés pour différencier et
identifier les différentes especes au sein de ce groupe bactérien (Ranjani et al., 2016).

Au sein des actinobactéries, les actinomyceétes occupent une place particuliére. Ce sont des
micro-organismes saprophytes, présentant des cycles de vie complexes, a 1’exception des
formes unicellulaires Corynebacterium et Mycobacterium. Au cours de leur cycle de vie, les
actinomycetes développent un mycélium radial bien structuré, qui se divise en mycélium de
substrat et en mycelium aérien (Ngmcharunghit et al., 2023).

Les actinomycétes peuvent étre isolées a partir de différents milieux, notamment les
environnement cotier (Vanathi et al., 2024), les plages (Dhaini et al., 2025), les sols de
rhizosphére associés a des plantes médicinales (Khamna et al., 2010), du bois et des branches

de plantes ligneuses (Pullen et al., 2002), des sols pollués par des metaux lourds (Desjardin,
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2002), ou contaminés par des hydrocarbures, notamment du pétrole brut (Baniasadi et al.,
2009), ainsi que les grottes karstiques (Belyagoubi et al., 2018), et les iles (Boublenza, 2021).
Ces micro-organismes constituent 1’un des groupes bactériens les plus abondants du sol,
représentant plus de 30 % de la population microbienne totale. Leur densité peut varier de 10°
a10° cellules par gramme de sol, selon les conditions environnementales et la nature du substrat
(Silva et al., 2022).

Cette abondance remarquable dans les sols est fortement influencée par divers facteurs
environnementaux tels que la température, le pH, la teneur en matiere organique, les pratiques
culturales, 1’aération du sol et son taux d’humidité (Manandhar & Sharma, 2013).

En lien avec cette large répartition et leur adaptation aux conditions édaphiques, ces micro-
organismes interviennent dans divers processus du sol, notamment la fixation de 1’azote, la
solubilisation du phosphate, la production de phytohormones et d’enzymes, ainsi que la
dégradation de la matiére organique (Nazari et al., 2022). Outre ces fonctions écologiques
fondamentales les micro-organismes sont capables de produire environ 23 000 métabolites
bioactifs, parmi lesquels 10 000, soit environ 45 %, sont synthétisés par les Actinobactéries
(Mebrat., 2024).

Cette capacité métabolique remarquable s'explique par la diversité des voies biosynthétiques
chez ces bactéries, dont le metabolisme se subdivise en deux catégories distinctes: le
métabolisme primaire, dont la synthese se produit principalement durant la phase exponentielle
du cycle bactérien, et le métabolisme secondaire, dont la production débute généralement au
début de la phase stationnaire de croissance, lorsque les nutriments deviennent limitants et que
la cellule entre dans un état de stress (Strub, 2008 ; Andryukov et al., 2019).

La remarquable diversité métabolique observée au sein de cette classe bactérienne est attribuée
a la taille importante de leur génome, lequel renferme des centaines de facteurs de transcription
impliqués dans la régulation de 1’expression génique, leur conférant ainsi une capacité
d’adaptation aux besoins spécifiques (Mebrat., 2024).

Dans ce contexte, les métabolites secondaires synthétisés par les actinomycetes présentent une
grande diversité, tant sur le plan de leurs fonctions que de leurs structures chimiques sous-
jacentes, parmi lesquelles figurent notamment les polycétides, les polypeptides, les
lipoprotéines, les glycosides, les terpénoides et les alcaloides (Krysenko & Wohlleben, 2024).
A coté de ces composés a structures variées, on retrouve aussi de nombreuses enzymes
extracellulaires précieuses capables de dégrader divers matériaux organiques. Parmi ces
enzymes utilisées dans différentes industries, il y a les cellulases, les protéases, les amylases,

les lipases, les xylanases, les chitinases, les cutinases et les pectinases (Mukhtar et al., 2017).
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Par ailleurs, les actinomycetes sont reconnus pour leur capacité a produire d'autres métabolites
d’intérét majeur dans les domaines médical, agroalimentaire et agricole. Elles sont largement
utilisées et étudiées pour 1’obtention d’antibiotiques (Tableau 01), d’antifongiques tels que
I’amphotéricine B (Ngamcharungchit et al., 2023), d’antiviraux par exemple 1’ Antimycine
Ala, un dérivé de I’antimycine A (large spectre contre divers virus & ARN), qui a montré une
grande efficacité contre le virus de 1’encéphalite équine de 1’Ouest (Meenakshi et al., 2024).
En outre, elles produisent également des immunosuppresseurs comme par exemple, de
I’ascomycine isolée a partir de Streptomyces hygroscopicus, ou encore du tacrolimus obtenu a
partir de S. tsukubaensis. Ces composés exercent leur effet en se liant a une protéine appelée
immunophiline, qui joue un réle clé dans I’activation et la prolifération des lymphocytes T
(Ngamcharungchit et al., 2023).

Sur le plan oncologique, plusieurs composés a activité anticancéreuse sont issus de ces
bactéries, a titre d’exemple, la doxorubicine, un agent anticancéreux bien connu, est extraite de
S. peucetius et la marinomycine, un autre composé antitumoral possédant également une
activité antibactérienne, est dérivée de 1’actinobactérie marine Marinisporasp (Meenakshi et
al., 2024).

A cela s’ajoute la production de métabolites dotés d’activités antioxydantes (phenol,
hydroquinone, a-tocopheryl acetate) (Girma et al., 2025), antipaludique, cytostatique, anti-
inflammatoire, antiparasitaire, anti-angiogénique, ainsi que pour la production, de bio-
insecticides, de biostimulants et de biosurfactants (Nazari et al., 2022 ; Salem et al., 2023).
D’autres métabolites sont valorisés pour étre utiliser dans les domaines nutraceutiques et
cosmeétiques (Remya &Vijayakumar, 2008).

Parmi les autres applications notables, certaines molécules d'origine actinobactérienne sont
utilisées comme herbicides a savoir la phosphinothricine, ’herbicidine A et la geldanamycine.
D’autres sont employés comme traitements antidiabétiques, tels que I’acarbose, ou encore
comme agents antihelminthiques, tels que I’avermectine et la milbémycine (Araujo-Melo et
al., 2019). Les actinomycetes produisent également des spinosynes, des insecticides naturels a
large spectre (Jose, Maharshi&Jha, 2021).
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Tableau 1: Antibiotiques d’importance clinique produits par les actinomycétes (Mebrat,

2024).
Antibiotique Produit par
Sagamicine Micromonospora sagamiensis
Minosaminomycine Streptomyces sp.
Amicléinomycine Streptomyces lavendulae
Méthylénomycine Streptomyces violaceoruber
Roséoflavine Streptomyces davawensis
Rosamicine Micromonospora rosaria
Rifamycine Micromonospora rifamycinica
Platénomycine Streptomyces platensis
Lincomycine Streptomyces lincolnensis

Notamment, prés des deux tiers des antibiotiques microbiens sont principalement synthétisés
par des espeéces d’actinomycetes, dont 80 % sont exclusivement produits par le genre
Streptomyces (Meenakshi et al., 2024).

Dans ce contexte I’ Algérie abrite plusieurs écosystémes cotiers susceptibles de constituer une
source importante de micro-organismes d’intérét biotechnologique, et qui nécessitent d’étre
explorés, notamment face a la menace croissante de ’émergence de résistances aux
antibiotiques, un enjeu majeur de santé publique.

Ainsi, le développement de stratégies innovantes en matiere de découverte de nouvelles
molécules s’avére indispensable. Parmi ces approches, la redécouverte du potentiel
antimicrobien des actinomyceétes suscite un intérét croissant (Meenakshi et al., 2024).

En tenant compte du besoin mondial de découvrir de nouvelles substances bioactives,
nous nous intéressons a I'exploration de nouvelles entités bioactives a propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes, obtenues a partir d’actinomycétes isolés du sol de la région
montagneuse cétiére de Mkhalled, dans la wilaya de Tlemcen.

Ce mémoire est structuré en trois parties : une premiere partie générale ou seront décrits le sol
ainsi que les métabolites primaires et secondaires, suivie d’une partie expérimentale présentant
la méthodologie utilisée, puis des résultats et de leur discussion. Enfin, une conclusion viendra
clore ce travail.

Afin d’atteindre notre objectif, une approche expérimentale rigoureuse a été mise en ceuvre,

reposant sur :
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L’isolement des actinomycétes productrices de molécules antimicrobiennes et antioxydantes a
partir d’échantillons de sol.

La purification et I’identification des souches isolées.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des isolats par les méthodes du cylindre d’agar et des
puits.

La fermentation des souches d’intérét dans trois milieux différents (Bennett, GNG, AF), suivie
de I’extraction des métabolites produits.

L’analyse de I’activité antimicrobienne des extraits obtenus par la méthode des disques.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits.
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Prélevement et échantillonnage
Le 13 février 2025, un échantillon de sol a été prélevé a 1’aide d’une spatule stérile a environ

1 km du littoral de la plage de Mkhalled (Tableau 02 et Figure 01).

Tableau 2:Situation géographique de la station d’échantillonnage.

4qi Altitude Etage
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Figure 1:Carte d’ Algérie montrant la région d’échantillonnage (Google earth, 2025).
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Figure 2:Zone d’échantillonnage (Photo personnelle, 2025).

2. Mesure des parameétres physico- chimiques du sol

2.1. Mesure du pH
Une masse de 10 g de sol a été mélangée a 50 mL d’eau distillée, selon un rapport de 1:5 (P/V),
puis agitée pendant 2 minutes. Le pH a ensuite été mesuré a partir du surnageant (Valliet al.,
2012).

2.2. Mesure de la conductivité électrique et la salinité
Un échantillon de 5 g de sol a été mélangé avec 25 mL d’eau distillée, puis le mélange a été
soumis a une agitation pendant 30 minutes. La suspension obtenue a ensuite été laissée au repos
durant 15 minutes, avant d’étre centrifugée a 3000 tours par minute pendant 10 minutes (El
Karkouri et al., 2019).

2.3. Parametres du la pollution du sol

2.3.1. Test des nitrites (NITRITE — Nitricol)
Le dosage des nitrites dans les échantillons de sol a éte réalisé selon une méthode modifiée,
adaptée de la procédure décrite par Sigma-Aldrich (2024), a 1’aide d’un comprimé Nitricol et
d’un photomeétre Wagtech WTD.
En pratique, 20 g de sol humide ont ét¢ extraits a 1’aide de 50 mL d’eau distillée. Le mélange a
été agité pendant 10 minutes, puis filtré. Le filtrat obtenu a ensuite été traité avec un comprimé
Nitricol, assurant le développement d’une coloration violette caractéristique. Aprés un temps
de repos de 10 minutes, la concentration en nitrites (NO2") a été¢ mesurée a I’aide du photometre
Wagtech WTD, en sélectionnant le programme Phot 64 (Marchal & Bourdon, 1991).
2.3.2. Test des nitrates (NITRATE — Nitratest)

Le dosage des nitrates dans les échantillons de sol a été réalisé selon une méthode modifiée,
combinant le principe photométrique décrit par Sigma-Aldrich (2024) pour 1’analyse des sols,
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et la méthode opérationnelle fournie par Palintest (2013) via le kit Nitratest, initialement destiné
aux eaux. En pratique, un tube Nitratest de 20 ml a été rempli avec 1’échantillon de sol liquide.
Une cuillére de poudre Nitratest et un comprimé Nitratest (non écrasé) ont été ajoutés. Le tube
a été fermement agité pendant une minute, puis laissé reposer une minute. Ensuite, il a été
légerement secoué 3 a 4 fois pour provoquer la floculation et reposé deux minutes
supplémentaires jusqu’a clarification.

La solution claire a été transférée dans une éprouvette en verre de 10 ml, puis un comprimé
Nitricol a été ajouté, écrasé et agité jusqu’a dissolution complete.

Aprés un développement colorimétrique de 10 minutes, la mesure a été effectuée a 1’aide du
photométre Wagtech WTD, en sélectionnant le programme Phot 63, a 570 nm, selon les

parametres du fabricant (Marchal & Bourdon, 1991).

Isolement et purification des actinomycetes

3.1. Isolement des actinomycetes

On utilise quatre types de milieux pour l'isolement des actinomycetes, notamment la gélose
Bennett (Boudemagh et al., 2005), la gélose Trypticase de Soja (TSA) (Krishnamurthi &
Chakrabarti, 2013), International Streptomyces Project (ISP2) (Shirling& Gottlieb, 1966) et
la gélose nutritive gelatine (GNG) (Belyagoubi, 2025).

Dans cette recherche, chaque milieu est enrichi d'un antifongique : la cycloheximide afin
d’inhiber le développement des champignons antagonistes ainsi que d’autres microorganismes
eucaryotes (30pug/mL) (Williams & Davies 1965; Ouhdouch et al., 2001; Badji et al., 2005),
ainsi que l'acide nalidixiquea fin d’inhiber la croissance des bactéries a Gram négatif (10
pug/mL) (Takizawa et al., 1993).

3.2.  Préparation des dilutions décimales

On réalise des dilutions pour chague échantillon en employant la méthode suspension-dilution.
Une dilution de 10 est réalisée en dissolvant 10 g de sol sec dans 90 ml d'eau saline stérile
(NaCl a 9 g.L'™h). Aprés I'homogénéisation au vortex, une série de dilutions décimales est
réalisée dans les tubes contenant de I'eau physiologique stérile jusqu'a atteindre une dilution de
107(Belyagoubi et al., 2018 ; Djebbah et al., 2021).

3.3.  Ensemencement et incubation

Apres les dilutions en série, un volume de 100uL de chaque dilution a été réparti en surface sur
les milieux de culture. Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 28°C pendant une période

de 2 a 4 semaine, avec un suivi quotidien de la croissance microbienne.
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3.4. Purification des actinomycétes
Les colonies présentant des caractéristiques typiques des actinomycétes, ont été sélectionnées

puis repiquées en vue de leur purification sur le milieu ISP2(Bastide,1986; Belyagoubi, 2014).

Conservation

La conservation a été effectuée a +4 °C dans des tubes en verre spécifiques sur le milieu Bennett

(25 x 100 mm) (Kitouni, 2007).

Identification de souches actinomycetes actives
5.1.  Critéres morphologiques

5.1.1. Etude macroscopique
L’examen macroscopique des colonies développées sur boites de Pétri a permis leur description
en fonction de leur forme, taille, couleur, surface et aspect. Les actinobactéries isolées ont été
caractérisées par inoculation sur différents milieux de culture recommandés par I’International
Streptomyces Project (ISP) (Beichi et al., 2021). Aprés une incubation a 28 + 2°C pendant 7
jours, les boites de Pétri ont été examinées afin de caractériser ces parametres morphologiques
(Djebbah, 2022).

5.1.2. Etude microscopique
L’examen microscopique, réalisé a un grossissement de 100x sur des cultures fraiches, a permis
de déterminer la morphologie cellulaire (forme, mode de groupement, densité), constituant ainsi
une étape essentielle dans I’orientation taxonomique. Une attention particuliere a été portée a
la production de pigments, caractéristique importante dans 1’identification des actinobactéries.
Des milieux de culture spécifiques ont été utilisés a cet effet. La coloration de Gram a été
réalisée conformément au protocole standard (Beichi et al., 2021).
Coloration de Gram
Un frottis de I’isolat d’ Actinomycetes a été préparé sur une lame de verre propre, puis laissé a
sécher a I’air libre avant d’étre fixé a la chaleur. Le frottis ainsi fixé a été recouvert de cristal
violet pendant une minute, puis rincé a I’eau. Il a ensuite été traité avec le mordant, 1’iode de
Gram. La décoloration a été effectuée a 1’aide d’éthanol a 95 %, suivie d’un ringage a I’eau. Le
frottis a ensuite été contre-coloré avec de la safranine (fuchsine) pendant 45 secondes. Apres
un dernier ringage a 1’eau, la lame a été séchée a 1’aide d’un papier absorbant, puis observée en

immersion dans 1’huile a un grossissement de 100x (Sailaja Rani et al., 2023).

11



Matériel et méthodes

5.1.3. Production de pigments mélanoides
La production de pigments mélanoides par les isolats a été évaluée sur des milieux solides ISP6
et ISP7. Les boites de Pétri ont été ensemenceées par stries rapprochées, puis incubees a 28 °C.
L’observation de la production pigmentaire a été effectuée apres 2 et 4 jours d’incubation. La
pigmentation des milieux ensemencés a été comparée a celle des milieux témoins (stériles),
incubés dans les mémes conditions (Shirling & Gottlieb., 1966 ; Margalith, 1992).
La classification repose sur I'apparition de pigments mélanoides sur le milieu de culture (a
savoir : brun verdatre clair, brun noir, brun distinct, ou pigment ayant subi une modification de
couleur). Les souches sont ainsi réparties en deux groupes : productrices de pigment mélanoides
(+) et non productrices (-) (Sharma et al., 2014).
5.2. Criteres biochimiques

5.2.1. Hydrolyse de la gélatine
La souche a éte cultivée sur un milieu de gelose nutritive contenant 0.4 % (p/v) de gélatine
pendant 14 jours a 28°C. Les zones ou la gélatine n’est pas dégradée deviennent opaques apres
I’ajout d’une solution de chlorure mercurique(Annexe). Les zones claires correspondent aux
zones d’hydrolyse (Geraldine et al., 1981).

5.2.2. Recherche de I’enzyme catalase
La détection de I’activité catalasique a été réalisée en appliquant une goutte de peroxyde
d’hydrogene (H202) sur une colonie bactérienne. L’apparition immédiate et abondante de
bulles d’oxygene témoigne d’une réaction positive, indiquant la présence de 1’enzyme catalase
(Beichi et al., 2021).

H202 Caalse | H20+ 102 (Belyagoubi, 2014).

5.2.3. Action sur le lait écrémé
Des tubes contenant une solution de lait écrémé a 10 % (p/v) ont été ensemencés avec la souche
étudiée, puis incubés a 28 °C. Un suivi régulier a été effectué pendant 14 jours afin de détecter
d’éventuels phénomeénes de coagulation et/ou de peptonisation du lait, indiquant une activité
protéolytique de la souche (Williams & Cross, 1971).

5.2.4. Détermination de P’activité protéolytique (Hydrolyse de la caséine)
L’hydrolyse de la caséine a été étudiée sur une gélose nutritive supplémentée avec 5 % de lait
écréme. Apres une incubation de 14 jours a 28 °C, les boites ont été examinees. La dégradation
de la caséine s’est traduite par une clarification du milieu autour des colonies (Schofield &

Schaal., 1981) (Chaphalkar & Dey, 1996).

12



Matériel et méthodes

5.2.5. Utilisation de citrate comme seule source de carbone
L’alcalinisation au citrate a été effectuée sur gélose au citrate de Simmons. Les pentes ont été
intensément ensemencées a 1’aide d’organismes préalablement cultivés. Les cultures ont été
incubées a 28 °C et observées quotidiennement pendant une période de cing jours. L’utilisation
du citrate, accompagnée d’une production d’alcali, s’est traduite par une coloration bleue de la
pente (Wauters et al., 2005).

5.2.6. Détermination de I’activité amylolytique
Pour évaluer I'activité amylolytique, le milieu a base de gélose nutritive a été supplémenté en
amidon a une concentration de 1 % (p/v). Aprés une incubation de 14 jours, les boites ont été
traitées avec une solution de Lugol. Afin de mettre en évidence d’éventuelles zones de
décoloration autour des colonies bactériennes, indiquant 1’hydrolyse de I’amidon (Schofield &
Schaal., 1981).

5.2.7. Utilisation des différents substrats carbonés sur milieu TSI
Ce test est réalisé a 1’aide du milieu TSI (gélose contenant du glucose, du lactose, du saccharose
et permettant la détection de I’HS et de gaze). Des tubes contenant ce milieu sont ensemencés
par longitudinale sur la pente, suivie d’une piqure centrale dans la partie profonde puis incubés
a 28 °C pendant une durée de 7 a 14 jours (Marchal et al., 1991).
Les résultats se présentent comme suit :
-Lactose-saccharose positif : coloration jaune de la pente.
-Glucose positif : coloration jaune du culot.
- H2S positif : noircissement du milieu au niveau de la zone de jonction entre la pente et le culot
(Belyagoubi, 2014).
- gaze positive : mise en évidence par des fissures ou un soulevement du milieu dans le tube
TSI

5.2.8. Recherche de la production d’indole
Un volume de 4.5 mL d’eau physiologique contenant 4 gouttes d’urée-indole est ensemencé.
La lecture est réalisée apres une incubation a 28 °C pendant 48 heures. Ensuite, 2 a 3 gouttes
de réactif de Kovacs sont ajoutées a 1 mL de la culture. Une réaction positive se manifeste par
’apparition d’un anneau rouge vermillon a la surface (Marchal et al., 1991).

5.2.9. Recherche de I’Uréase
Un volume de 4.5 mL d’eau physiologique contenant 4 gouttes d’urée-indole est ensemence.
La lecture est effectuée apres 48 heures d’incubation a 30+ 1 °C (Marchal et al., 1991).
-Un virage de la couleur du milieu vers le rouge indique une Uréase positive.

-L’absence de changement de couleur indique une Uréase négative (Belyagoubi, 2014).
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6. Criblage primaire de I’activité antimicrobienne

6.1. Les souches pathogenes testées

Les activités antimicrobiennes ont été évaluées a l'aide de souches de référence indiquées dans
le Tableau 03

Tableau 3: Souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne.

Microorganismes Gram Code
S. aureus ATCC 29213
Positif

B. subtillus ATCC 6633
Bactéries | pP. aeruginosa ATCC 27853

E. coli TEM Négatif | ATCC 35218

K. pneumoniae ATCC 700603
Levure | C. albicans ATCC 10231

ATCC: American Type Culture Collection.

6.2. Test d’activité antimicrobienne

1.2.1. Méthode de cylindre d’agar
Afin d’évaluer la production de molécules antimicrobiennes Vis-a-vis de micro-organismes
pathogenes a I’aide de la méthode des cylindres d’agar, les souches isolées ont été ensemencées
sur le milieu Bennett, puis incubées a une température de 28°C pendant 14 jours.
L’issue de I’incubation, des disques de 6 mm de diametre ont été prélevés a 1’aide d’une pipette
Pasteur, puis déposés a la surface de la gélose Sabouraud, préalablement ensemencée avec la
levure C. albicans & une charge finale de ~10° UFC/ml.
En parallele, des disques ont également été placés sur le milieu Mueller-Hinton, ensemenceé
avec des souches bactériennes de référence a une charge finale de ~108 UFC/ml (CLSI, 2017).
L’ensemble est maintenu au réfrigérateur a 4 °C pendant deux heures afin de favoriser la
diffusion des substances actives dans la gélose. Par la suite, les boites sont incubées a 37+ 1 °C
pendant 24 heures a 48h. Les diametres des zones d’inhibition formées autour des cylindres
d’agar sont ensuite mesurés (Shomuraetal., 1979; Saadoun& Al moumani, 1997; Petrosyan
et al., 2003; Boudjelal et al., 2011).
Afin de comparer les activités antimicrobiennes, des disques standards d'antibiotiques ont été

utilisés comme témoins positifs : I"ampicilline (10pg) par disque pour les bactéries et la
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nystatine (100pg) par disque pour les levures, dans le but d’évaluer la sensibilit¢ des
microorganismes testés (Belyagoubi et al., 2018).
1.2.2. Meéthode des puits

Les souches d’actinomycetes ont €té cultivées dans 5 ml de bouillon Bennett et incubées a
28 =1 °C pendant sept jours, avec agitation toutes les deux heures.

Des puits de 6 mm de diameétre ont été réalisés dans les milieux de culture préalablement
ensemenceés avec la souche cible. Un volume de 100 uL de la culture d’actinomycéte a été
déposé dans chaque puits. Aprés une incubation de 2 h a 4°C minutes a température ambiante
afin de permettre la diffusion, les boites de Pétri ont été incubées a 37 + 1 °C pendant 24 h pour
les bactéries, et a 37 + 1 °C pendant 24 h pour C. albicans. Les diamétres des zones d’inhibition

ont ensuite été mesurés (Lemriss et al., 2003; Valanarasu et al., 2010).

2. Fermentation et extraction des métabolites

7.1. Optimisation, fermentation et extraction de substances actives en milieu liquide

Pour optimiser la production des métabolites, trois milieux de culture ont été utilisés : GNG, le
milieu de Bennett et le milieu AF. La souche a été inoculée dans des flacons contenant chacun
100 mL de ces milieux, avec un pH ajusté a 7 + 0.2. Les cultures ont été incubées pendant deux
semaines & une température de 28 £ 2 °C. A I’issue de I’incubation, les filtrats ont été récupérés
et testés pour évaluer leur activité antimicrobienne.
L’extraction des composés antimicrobiens a été réalisée a 1’aide d’un mélange de solvants
constitu¢ d’acétate d’éthyle et de chloroforme (V/V). La phase organique a été séparée a 1’aide
d’une ampoule a décanter, puis concentrée a 45°C a l’aide d’un évaporateur rotatif afin
d’obtenir un extrait brut. Celui-ci a été récupéré a 1’aide de chloroforme et d’acétate d’éthyle
(V/V), puis conservé a 4 °C en vue des essais d’activité biologique (Djebbah, 2022).

7.2. Optimisation, fermentation et extraction de substances actives en milieu solide
Les souches d’actinomycétes ont été cultivées sur des milieux Bennett, AF et GNG. Apres
incubation pendant 14 jours a 28 °C, la biomasse a été découpée, puis extraite par macération
dans un mélange d’acétate d’éthyle et de chloroforme (V/V). Le filtrat a été évaporé sous
pression réduite afin d’obtenir 1’extrait brut (Leulmi et al., 2019).

Evaluation de ’activité antimicrobienne des extraits

8.1. Détermination de ’activité antimicrobienne par la méthode des disques
L’évaluation de Dl’activité antimicrobienne des extraits a été réalisée selon la méthode de
diffusion en disques. Une quantité de 100 pL de la suspension microbienne a été utilisée pour

ensemencer les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud, puis répartis dans des boites de Peétri
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stériles de 9 cm de diamétre. Des disques de papier filtre de 6 mm de diamétre ont été imprégnés
individuellement avec 0.2 mg de I’extrait, Apres séchage, les disques ont été déposés a la
surface des milieux ensemences. Les boites ont été conservees a 4 °C pendant 2 heures afin de
favoriser la diffusion, avant d’étre incubées a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries, a 37
°C pendant 24 a 48 heures pour la souche fongique. Les diamétres des zones d’inhibition ont

été mesurés en millimetres (Chaouche et al., 2016).

Test du piégeage du radical libre DPPH (2.2 diphenyl-1-picrylhdrasyl)

L’activité anti-radicalaire a été réalisée par la méthode de Sdnchez-Moreno et al. (1998). Un

volume de 50 pl d’extrait, & une concentration de 0.25 mg/ml, est ajouté¢ a 1950 pl d’une

solution éthanolique fraichement préparée de DPPH (0.025 g/t). Le mélange est ensuite incubé

a I’abri de la lumiére pendant 30 minutes a température ambiante. La lecture de 1’absorbance

est réalisée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Un contrdle négatif est préparé en

paralléle en mélangeant 50 pl d’éthanol avec 1950 pl de la méme solution éthanolique de

DPPH.

Le pourcentage d’inhibition (%) du radical DPPH est déterminé selon la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) = [(AC - AE) / AC] x 100

Avec : AC : absorbance du contréle négatif ; AE : absorbance de 1’échantillon.

16



Résultats et discussion




Résultats et discussion

1. Résultats des analyses physico-chimiques d’échantillons de sol
1.1 Parametres physico-chimiques
Les résultats d’analyse des paramétres physico-chimiques, pH, redox, conductivité, salinité sont

représenté dans le tableau 04 :

Tableau 4: Les parametres physico-chimiques d’échantillons de sol.

pH Conductivité électrique (US/cm) 25°C | Salinité
Echantillon du sol | 8.16+0.01 202.5+0 0+0

Le sol analysé présente un pH légérement basique. Il convient de noter que ce parametre joue
un réle determinant dans la solubilité et la biodisponibilité de nombreux minéraux du sol. En
ce qui concerne la conductivité électrique, qui est également largement utilisée pour caractériser
diverses propriétés du sol notamment la capacité d’échange cationique, la salinité, la
concentration en éléments nutritifs, I’humidité résiduelle ainsi que la texture du sol, elle a été
trouvée avec une valeur de 202.5 + 0. La salinité de ce sol est nulle.
1.2. Parameétres de la pollution
Les résultats des parametres de pollution sont représentés dans le tableau 05 :

Tableau 5: Paramétres de la pollution du sol.

Test nitrite (Mg /L) | Test nitrate (Mg /L)
Echantillon du sol 0.06+0.03 1.940.14

Les nitrites observés présentent une faible concentration, avec une valeur moyenne de 0.06 +
0.03 mg/L, ce qui est typique dans des sols bien oxygénés (Ayiti & Babalola, 2022). Ces
valeurs indiquent que le processus d'oxydation des nitrites en nitrates fonctionne correctement.
La teneur en nitrate mesurée dans 1’échantillon de sol est faible, avec une valeur moyenne de
1.9 + 0.14 mg/kg. Des concentrations élevées en nitrates sont généralement associées a des
sources anthropiques, telles que 1’utilisation excessive d’engrais, les rejets issus des fosses
septiques, les eaux usées domestiques ou encore 1’épandage de fumier en milieu agricole
(Chaudhary et al.,2025).

Ainsi, la faible concentration observée dans nos échantillons suggere un niveau de pollution

relativement bas.
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2. Résultats d’isolement des actinomycétes
Le nombre de souches isolées a partir de notre échantillon de sol, cultivées sur différents

milieux de culture, est illustré dans la figure 03 ci-dessous.

TSA 102

Figure 3: Photo d’isolement des actinomycétes du sol (Photo personnelle, 2025).

Les souches ont été isolées sur le milieu TSA, ISP2, GNG, Bennett. On a identifié 15 souches
d’actinomycetes a partir de sol, on a procéde a la purification en repiquant la souche sur le

milieu ISPz jusqu’a ce qu’elle soit pure.
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Figure 4: Nombre de souches isolées par milieu de culture aprés 1’isolement d’échantillon
de sol.

L’analyse comparative des milieux de culture révele que le milieu ISP2 s’est avéré le plus
performant, avec I’isolement de cinq souches, suivi des milieux GNG et Bennett (quatre
souches

chacun). En revanche, le milieu TSA n’a permis I’isolement que de deux souches. Ces résultats
suggerent que la composition du milieu ISP2 est particulierement favorable a la croissance des
micro-organismes présents dans les échantillons de sol analysés. Cette observation est appuyée
par les données expérimentales rapportées par Khirennas et al .(2023), selon lesquelles
71,88 % des isolats d’actinomycétes ont présenté une croissance allant de bonne a excellente
sur le milieu ISP2, avec respectivement 46,88 % de croissances trés bonnes et25,00 % de
croissances excellentes. Ces résultats mettent en évidence 1’efficacité du milieu ISP2dans la
promotion de la croissance des actinomycéetes, en particulier des souches du genre
Streptomyces, majoritaires dans leur étude. De maniére complémentaire, 1’étude de Salem et
al. (2023), confirme cette tendance, avec I’isolement de 164 souches d’actinomycétes a partir
de 300 échantillons de sol prélevés sur 77sites en Libye, principalement a 1’aide du milieu ISP2.
38 de ces souches ont ensuite été caractérisées sur le milieu Bennett, soulignant également
I’efficacité de ce dernier pour la culture d’actinomycetes. Ainsi, les résultats de notre étude
concordent avec ces observations, en soulignant les performances respectives du milieu ISP2

et du milieu Bennett. Des actinobactéries ont également été isolées a partir de la rhizosphere de
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plantes medicinales et aromatiques, a savoir la lavande, la mélisse et ’origan. Aprés incubation,
ces isolats ont montré

une croissance abondante sur tous les milieux ISP, formant des colonies dures, coriaces, de
tailles

et de formes variées. Sur les boites contenant le milieu ISP2, les isolats présentaient des
mycéliums aériens et substrats de couleurs différentes, confirmant ainsi que ce milieu permet
une croissance optimale, comme le montrent nos propres résultats (Saho et al., 2024).

Le milieu ISP2 semble particulierement propice au développement des actinomycetes en raison
de sa composition nutritive riche et équilibrée. Il contient des sources complexes de carbone et
d’azote, ainsi que des éléments sélectifs, facteurs clés pour la croissance de micro-organismes
a exigences nutritionnelles spécifiques (Harouna Maidoukia Abdoul Razack et al., 2024).
Cette

formulation confére au milieu ISP2 une aptitude remarquable a favoriser 1’isolement, la
croissance et la prolifération des actinomycetes, en particulier des Streptomyces. En
comparaison, le milieu TSA a permis l’isolement d’un nombre réduit de souches
d’actinomycetes, ce qui indique une efficacité modérée comparée a d’autres milieux plus
sélectifs. Ce constat rejoint les résultats de Belyagoubi et al. (2018), obtenus a partir de la grotte
de Chaabe, ou seulement 6 souches d’actinomycetes (soit 12,76 % du total isolé) ont été
obtenues a partir du milieu TSA et 10 souches (21,28 %) sur le Bennett’s agar.

Il est toute fois intéressant de noter que certaines especes nouvellement identifiées ont été
isolées

par le milieu TSA, a partir duguel Nocardia altamirensis a été isolée (Rangseekaew &
Pathom-aree, 2019).

L’efficacité plus faible du TSA pourrait étre attribuée a sa composition nutritive plus générale
et

moins sélective pour les actinomyceétes, ce qui favorise également la croissance de bactéries
concurrentes, réduisant ainsi les chances d’isolement de ces micro-organismes particuliers.

Ces résultats concordent donc pleinement avec notre propre expérience.

3. Purification et identification des souches d’actinomycétes
A partir de 15 souches d’actinomycetes isolées et purifiées, 5 souches qui sont retenues dans
notre eétude. Les résultats observés apres 28 jours d’incubation sont illustrés dans les figures 05

ci-dessus :
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Figure 5: Culture pure d’actinomyceétes isolés sur gélose ISP2 (Photo personnelle, 2025).

3.1. Criteres morphologiques

3.1.1 Etude macroscopique
Les colonies des souches d'actinomycetes apparaissent aprés une incubation de 2 a 4 semaines
a 28 °C, suite a I’ensemencement sur le milieu solide ISP2. Les premiers signes de croissance
se manifestent par la formation de colonies adhérant fermement au milieu de culture. A partir
du 14¢ jour, la majorité des souches développent des colonies poudreuses ou granuleuses,
présentant des couleurs variées de mycélium aérien (jaune, blanc, brun, gris). La taille moyenne
des colonies varie généralement entre 5 et 15 mm.
La description des souches repose sur les caractéristiques morphologiques présentées dans le

tableau 06 et la figure 06 ci-dessous :

Tableau 6: Résultats de I'étude d'aspect macroscopique des isolats.

Code de la .
souche Source Aspect macroscopique
. | Colonie gris claire avec un centre blanc de
6
AB 1 GNG 10 grande taille incrusté dans la gélose
) Colonie gris foncée de grande taille
3
ABS ISP210 incrustée dans la gélose
) Colonie Blanche de petite taille incrustée
3
AB 13 GNG 10 dans la gélose
. Colonie jaune de grande taille incrustée
3
AB 14 TSA10 dans la gélose
AB 15 TSA 102 Colonie beige claire de grande taille
incrustée dans la gélose
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Figure 6: Aspect macroscopique des souches actinomyceétes (photo personnelle, 2025).

3.1.2. Etude microscopique
3.1.2.1. Résultats de coloration de Gram

Les résultats de 1I’observation microscopique apres la coloration de Gram ont révélé que toutes
les souches isolées (AB1, AB13, AB14, AB5 et AB15) présentent des caractéristiques
morphologiques typiques des actinomycétes. En effet, leur coloration Gram positive ainsi que
la présence de mycéliums ramifiés et de chaines de spores visibles au microscope optique (G x
100) (Figure 07).

Par ailleurs, les résultats de la coloration de Gram des isolats d’actinomycétes ont montré qu’ils
sont a Gram positif, ce qui est indiqué par une coloration violette. Les bactéries a Gram positif
possédent une couche plus épaisse de peptidoglycane comparée aux bactéries a Gram négatif,

qui sont indiquées par une coloration rose (Dwiyani et al., 2025).
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Figure 7: Observation microscopique des souches d’actinomycétes (Gx 100) aprés

coloration de Gram (photo personnelle, 2025).

Les souches isolées ont été soumises a des tests biochimiques. Les résultats obtenus dans le

cadre de cette identification sont présentés dans le tableau 08 ci-dessous.

Tableau 7: Caractéristiques biochimiques des souches actinomyceétes.

Caractéristiques Souches
T AB 1 AB 5 AB 13 AB 14 AB 15
Glucose/ Lactose/ Saccharose - +++ +++ +++

E Production d'H2S - + - + ; ]

Production de gaze - - + - + -

Hydrolyse de la caséine - + + + + +

Hydrolyse de I'amidon - + + + + +

Hydrolyse de la gélatine - + + + + +

Coagulation du lait écrémé - + + - - +

Peptonisation du lait écrémé - - - + + -

Dégradation de I'urée - - - - - -

Production de I'indole - - - - + -

Recherche de Catalase - + - + - -

Production de pigments i ) ] ) ] ]
mélanoide sur le milieu 1ISP6

Production de pigments i ) ) ] ] ]
mélanoide sur le milieu ISP7

(-) : Test négatif. ; (+) : Test positif. ; (T) : Témoin.
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Selon les résultats obtenus, toutes les souches étudiées présentent une activité protéolytique
marquée, mise en évidence par une hydrolyse positive de la gélatine et de I’amidon. Ce constat
rejoint les observations rapportées dans une étude portant sur des actinomycetes isolés a partir
d’un échantillon de sol rhizosphérique prélevé dans les jardins de Tulsi, situés a Kayathar, dans
le district de Tuticorin, ou tous les isolats ont montré un résultat positif, témoignant de leur
aptitude & dégrader ce substrat via la production d’amylase. En outre, ’hydrolyse positive de la
caséine dans notre étude contraste avec les résultats obtenus pour les isolats des jardins de Tulsi,
chez lesquels elle s’est révélée négative (Jasmine Doss et al., 2021). Cette divergence pourrait
s’expliquer par des différences au niveau du patrimoine génétique des souches ainsi que par les
conditions de culture. Ces données soulignent le potentiel enzymatique élevé des souches que
nous avons testées.

L’analyse du test TSI révele que les souches AB5, AB13 et AB15 sont capables de fermenter
le glucose, le lactose et le saccharose. En revanche, dans 1’échantillon de sol rhizosphérique
déja comparé, tous les isolats ont montré une capacité de fermentation du glucose. Par ailleurs,
les souches AB1 et AB13 ne présentent aucune fermentation détectable.

La production de H>S est observée uniquement chez AB1 et AB13, tandis que la production
de gaz est détectée chez ABS et AB14.Concernant I’activité sur le lait écrémé, une coagulation
a été observée avec les souches AB1, AB5 et AB15, tandis que les souches AB13 et AB14 ont
provoqué une peptonisation. Ces résultats indiquent que les souches étudiées ont la capacité de
dégrader la caséine.

Le test de production d’indole est négatif chez toutes les souches, sauf AB14, ce qui indique
que cette derniere possede la capacité de dégrader 1’acide aminé tryptophane en indole.

Les souches AB1 et AB13 ont produit des bulles d’oxygene apres 1’ajout de H20z, libérant ainsi
de l’oxygeéne libre, ce qui indique une activité catalasique positive, caractéristique des
actinomycetes aérobies (Public Health England, 2016). En revanche, tous les isolats testés
montrent des résultats négatifs pour la production de pigments mélanoides sur les milieux 1SP6
et ISP7, ainsi que pour le test de ’'urée, tout comme les isolats provenant de 1I’échantillon de sol
rhizosphérique déja utilisé pour la comparaison, ou également tous les isolats ont présenté des
résultats négatifs (Jasmine Doss et al., 2021).

Ainsi, une souche préesentant la capacité de dégrader simultanément la caséine, la gélatine ou
I’amidon peut étre attribuée au genre Streptomyces, en raison de son profil enzymatique
caractéristique (Public Health England, 2016). Ce résultat est en accord avec les observations
obtenues pour les souches testées dans notre étude, qui ont démontré une activité enzymatique

significative envers ces trois substrats.
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D’aprés les observations macroscopiques, microscopiques et les critéres biochimiques, les

souches isolées appartiennent probablement au genre Streptomycetes.

4. Résultat de I’activité antimicrobien
4.1. . Méthode de cylindre d’agar
Les figures 08 et 09 présentent les résultats obtenus lors de 1’évaluation de D’activité

antimicrobienne par la méthode du cylindre d’agar.
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Figure 8: Activité antimicrobienne des souches actinomyceétes par la méthode de cylindre
d’agar.

L’analyse des résultats met en évidence des profils d’activité antimicrobienne différenciés
parmi les souches d’actinomycetes testées. Il est particulierement remarquable que certaines de
ces souches aient démontré une efficacité 1a ou I’antibiotique de référence, 1’ampicilline, est
resté sans effet. Par exemple, la souche AB14 a révélé une inhibition mesurable contre S.
aureus, tandis que les souches AB5, AB13, AB14 et AB15 ont exercé une action notable contre
P. aeruginosa, avec des zones d’inhibition allant jusqu’a 15 mm (ABS5), ce qui suggere la
production de métabolites capables de surmonter les mécanismes de résistance de ce germe.
Des recherches récentes portant sur des isolats issus d’environnements extrémes ou marins

confirment leur efficacité marquée contre cette bactérie (Dhaini et al., 2025).
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Concernant B. subtilis, bien que I’ampicilline ait montré une activité attendue, plusieurs souches
d’actinomycetes, notamment AB5, AB13 et ABIS5, ont également présenté des inhibitions
notables, confirmant leur efficacité. Ces résultats confirment que les actinomycétes, notamment
les espéces du genre Streptomyces, sont une source classique d’antibiotiques puissants contre
les bactéries a Gram positif, comme le démontrent I’iminimycin A et B, produits par
Streptomyces griseus (Takahashi & Nakashima, 2018). Contre E. coli, toutes les souches
testées ont montré une activité mesurable, AB13 se distinguant par une zone d’inhibition de
11.5 mm, supérieure a plusieurs autres souches et comparable a celle de 1’antibiotique de
référence. Ces résultats concordent avec les travaux récents sur les actinomycetes d’origine
marine, qui rapportent également une bonne efficacité contre E. coli (Dhaini et al., 2025). En
revanche, aucune des souches d’actinomycetes testées n’a montré d’activité antimicrobienne
contre K. pneumoniae ni contre C. albicans, avec des zones d’inhibition nulles pour toutes les
souches.

On observe que la souche AB14 présente une activité antimicrobienne contre quatre germes
différentes, appartenant a la fois aux bactéries a Gram positif et a Gram négatif, ce qui témoigne

de la richesse et de la diversité de ses métabolites secondaires.

Figure 9 : Effet antimicrobien de deux souches d’actinomyceétes par la méthode de
cylindre d’agar.

A : AB14 contre S. aureus ; B : AB5 contre P. aeruginosae (photo personnelle, 2025).
4.2Méthode des puits

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antimicrobienne, réalisés a I’aide de la méthode des

puits, sont présentés dans les figures 10 et 11.
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Figure 10: Activité antimicrobienne des souches d’actinomycétes par la méthode des
puits.

Les resultats obtenus révelent une activité antimicrobienne sélective des souches
d’actinomycetes isolées du sol. La souche AB15 se distingue par une forte inhibition de B.
subtilis (24 mm), nettement supérieure a celle de I’ampicilline (12 mm), traduisant un potentiel
intéressant contre ce germe Gram-positif. En comparaison, AB14 présente une activité plus
modérée (8 mm). La souche AB1 se montre active a la fois contre B. subtilis (16 mm) et P.
aeruginosa (12,5 mm), une bactérie Gram-negative souvent multirésistante. De son coté, AB5
exerce une inhibition notable sur K. pneumoniae (18 mm), un pathogéne du groupe ESKAPE,
qui comprend Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa et les espéces d’Enterobacter, fréquemment impliqué dans les infections
nosocomiales multirésistantes (Santajit et al., 2016). Ces observations rejoignent celles de Dar
& Ahmad. (2024), qui rapportent une activité antibactérienne ciblée de certains actinomycétes
vis-a-vis de ces souches problématiques.

A P’inverse, I’ampicilline n’a montré d’effet que contre E. coli et B. subtilis, restant inefficace
contre P. aeruginosa et K. pneumoniae. Ainsi, les souches AB1 et AB5 se révélent
particulierement prometteuses en raison de leur efficacité la ou I’antibiotique standard échoue.
En revanche, aucune des souches testées n’a inhibé S. aureus, E. coli ou C. albicans, suggeérant
soit une production métabolique trop faible, soit une sélectivité d’action propre a certaines

especes.
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Ces profils d’activité confirment les observations récentes selon lesquelles les actinomycétes,
notamment du genre Streptomyces, produisent des métabolites dont le spectre dépend fortement

des conditions environnementales et du substrat de culture (Nazari et al., 2022).

Figure 11:Effet antimicrobien de deux souches d’actinomycétes par la méthode des puits

(A)AB 15contre B.subtilis ; (B) AB5 contre K.pneumoniaepar (photo personnelle, 2025).

5. Résultats d’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits
5.1. Les extraits obtenus par fermentation en milieu solide
Les résultats de I’évaluation de 1’activité antimicrobienne des extraits, réalisée a I’aide de la

méthode des disques, sont présentés dans les figures 12 et 13.
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Figure 12: Activité antimicrobienne des extraits obtenus apres fermentation des
actinomycetes sur milieu solide.
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L’analyse des résultats met en évidence des profils différenciés d’activité antimicrobienne entre
les extraits d’actinomyceétes testés et les témoins (ampicilline et le nystatine). L’ampicilline a
montré une efficacité restreinte, n’agissant que sur B. subtilis et E. coli, sans aucune action
inhibitrice détectable sur S. aureus, P. aeruginosa ni K. pneumoniae. A I’inverse, les extraits
issus des souches d’actinomyceétes ont révélé une activité plus large et ciblée contre ces mémes
germes, précisément 1a ou I’ampicilline est demeurée inefficace.

Plus précisément, contre P. aeruginosa, 1I’ampicilline est inefficace, alors que la souche AB13
cultivée sur le milieu Bennett a exerce une inhibition marquée (24 mm), et une activité modérée
sur le milieu AF (13.5 mm). De méme, contre S. aureus, I’ampicilline n’a induit aucune
inhibition, tandis que la souche AB14 a généré une zone d’inhibition de 8.5 mm. En ce qui
concerne K. pneumoniae, également non sensible a I’ampicilline, une activité mesurable de 6.25
mm a été observée avec 1’extrait d’AB14.

Dans I’ensemble, ces résultats mettent en évidence que les souches d’actinomyceétes étudiées,
notamment AB13 et AB14, synthétisent des métabolites bioactifs la ou 1’ampicilline demeure
sans effet, mettant ainsi en lumiere leur potentiel thérapeutique. Ces résultats soulignent que le
milieu Bennett solide est plus favorable a la biosynthése de molécules antimicrobiennes chez
certaines souches d’actinomycetes. Cela est peut-étre dd a la composition de ce milieu, car ce
dernier joue un role important dans le déclenchement de 1’activité antimicrobienne. Selon Ait
Assou et al. (2024), la composition du milieu de culture joue un réle déterminant dans la
modulation de I’activité antimicrobienne des actinomycetes.

En revanche, I’antibiotique nystatine a montré une activité vis-a-vis de C. albicans, tandis
qu’aucune activité antifongique n’a été observée pour les extraits, quelle que soit la souche

d’actinomycete ou le milieu d’extraction utilisé.
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Figure 13: Effet antimicrobien des extraits de deux souches d’actinomycétes par la
méthode des disques.

(A) Extrait de la souche AB13 ensemencé sur milieu AF contre P. aeruginosa ; (B) Extrait de

la souche AB13 ensemencé sur milieu Bennett contre B. subtilis (photo personnelle, 2025).

5.2.  Extraits obtenus par fermentation en milieu liquide

Apreés extraction des metabolites secondaires produits en milieux liquides par différentes
souches d’actinomycétes (AB1, ABS, AB13, AB14 et AB15), aucune activité antimicrobienne
n’a été détectée vis-a-vis des microorganismes pathogenes testés, a savoir S. aureus, B. subtilis,
P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae et C. albicans. Cette absence d’effet inhibiteur a été
observée indépendamment du milieu utilisé pour la culture (GNG, AF ou Bennet), ce qui
suggere que les souches, dans les conditions expérimentales appliquées, n’ont pas produit de
métabolites bioactifs ou que ceux-ci étaient présents a des concentrations insuffisantes pour
exercer une action antimicrobienne détectable.

Dans un article de Rutten et al. (2022), les auteurs notent que les tests de criblage bioactif
traditionnels sur milieu solide révélent souvent des activités que ne montrent pas les extraits
issus des cultures liquides, en raison de la différence dans la production et 1I’expression des
métabolites secondaires selon le type de culture.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent une perte d’activité antimicrobienne apres
I’extraction chez certaines souches d’actinomycetes, alors qu’elles avaient montré une activité
notable avant cette étape. Cette observation suggére que 1’extraction pourrait rompre un
équilibre synergique naturel entre les métabolites produits par la souche. En effet, Challis &
Hopwood. (2003), ont démontré que plusieurs métabolites secondaires issus des Streptomyces

présentent une activité antimicrobienne faible individuellement, mais développent une activité
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puissante lorsqu’ils agissent en synergie. Cette synergie joue donc un role déterminant dans
I’inhibition des bactéries pathogeénes. L’exemple de la céphamycine C et de 1’acide
clavulanique, produits simultanément par S. clavuligerus, illustre bien ce phénomene : leur
association permet de contourner la résistance bactérienne grace a une action combinée. Ainsi,
I’interruption de cette coproduction naturelle lors de 1’extraction — processus pouvant
s’apparenter a un fractionnement — expliquerait la perte d’activité observée, certaines molécules
pouvant étre partiellement ou non extraites. Par ailleurs, Sapkota et al. (2020), ont rapporté des
résultats similaires, ou des souches actives lors du criblage primaire perdaient leur pouvoir
antimicrobien aprés fermentation et extraction. Selon ces auteurs, cette perte pourrait étre liée
a plusieurs facteurs : fermentation inefficace, dégradation ou modification des métabolites
actifs, ou liaison de ces métabolites aux composants du milieu de culture, les rendant ainsi
inactifs ou inaccessibles.

Nos résultats confirment ces observations. Sur milieu solide, trois souches ont perdu leur
activité antimicrobienne aprés extraction, tandis que sur milieu liquide, toutes les souches
testées ont perdu leur activité. Cela suggere que les conditions de culture et la nature du milieu
influencent fortement la stabilité et I’expression des métabolites actifs, et donc I'efficacité

antimicrobienne post-extraction.

6. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits
6.1. Les extraits obtenus par fermentation en milieu solide
Les résultats présentés dans la figure 14 montrent 1’évaluation de ’activité antioxydante de
différents extraits d’actinomycetes obtenus apres fermentation en milieu solide, testés a une

concentration de 0.25 mg/mL.

32



Résultats et discussion

A la concentration 0.25 mg/ml
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Figure 14: Activité antioxydant des extraits obtenus apres fermentation des actinomycétes
sur milieu solide

Sur milieu solide, a la concentration de 0.25 mg/ml, I’extrait AB 14 B posséde un effet
antiradicalaire de 1’ordre de 27.9 % comparativement aux autres extraits. Les autres extraits
(AB1, ABS5, AB13 AF) présentent des pourcentages d’inhibition <2 %. Ces résultats
suggerent que le milieu Bennett agit favorablement dans la production de composés
antioxydants via fermentation solide.

Une revue récente indique que les Actinobactéries produisent divers métabolites antioxydants,
notamment pigments, polysaccharides, peptides et phénols; ces molécules agissent via
piégeage des radicaux libres, réduction des métaux et activation enzymatique (catalase, SOD,
glutathion peroxydase) (Arslan et al., 2025). Les extraits testés notamment (AB 14 B)
s’inscrivent clairement dans cette dynamique. Selon Rammali et al. (2022), un isolat de
Streptomyces du Maroc a montré une forte corrélation entre la teneur en composés
phénoliques/flavonoides et son activité antioxydante (DPPH : ~25 %, ABTS : ~36 %).

6.2. Les extraits obtenus par fermentation en milieu liqude

Les résultats présentés dans la figure 15 montrent 1’évaluation de 1’activité antioxydante de
différents extraits d’actinomycétes obtenus aprés fermentation en milieu liquide, testés a une

concentration de 0.25 mg/mL.
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Figure 15: Activité antioxydante des extraits obtenus apres fermentation des
actinomycetes sur milieu liquide.

A la concentration de 0.25 mg/ml, les extraits des souches testées ont présenté des pourcentages
d’inhibition de ’ordre de 5.8 %, 4.8 %, 4.5 %, pour les extraits AB13 GNG, AB1 AF, AB13
B, respectivement. Les autres extraits ont montré des pourcentages d’inhibition qui varient

entre3.3 %, 2.7 %, 1.2 % et 0.9 % pour AB15 GNG, AB15 AF, AB5 B et AB1 GNG.

D’aprés ces résultats obtenus dans cette étude, nous concluons que le milieu ISP2 est le
plus adapté pour I’isolement des actinomycétes a partir du sol cotier. Parmi les souches isolées,
AB14 se distingue par une activité antimicrobienne a large spectre contre S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli et B. subtilis, ainsi qu’une activité antioxydante notable atteignant 27.9 % a
une concentration de 0.25 mg/ml. Par ailleurs, I’extrait de la souche AB13, cultivée sur milieu
Bennett en fermentation solide, a présenté une forte inhibition vis-a-vis de B. subtilis (24 mm)
et P. aeruginosa (28 mm). Le profil enzymatique des isolats, caractérisé par I’hydrolyse de la
gélatine, de la caséine et de I’amidon, suggére une appartenance probable au genre

Streptomyces, reconnu pour sa capacité a produire des métabolites bioactifs.
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Conclusion

Les actinomycetes du sol constituent une source précieuse de biomolécules naturelles grace a
leurs nombreuses activités biotechnologiques, en particulier antimicrobiennes et antioxydantes.
Ce travail avait pour objectif I’isolement et 1’identification de souches actinomycétes a partir
d’échantillons préleves dans la région montagneuse cotiere de Mkhalled (Wilaya de Tlemcen).
Les activités antibactériennes, antifongiques, et antioxydantes ont été évaluées.

Au cours de cette étude, I’isolement suivi par la purification a permis d’obtenir cinq souches,
soumises a une évaluation de leur activité antimicrobienne a 1’aide de deux méthodes. La
méthode de cylindre d’agar a révélé une activité antimicrobienne significative de la souche
AB14 vis-a-vis de S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa et E. coli. Parallélement, la méthode des
puits a mis en évidence une activité marquée de la souche AB5 contre K. pneumoniae.

Suite a I’extraction des métabolites par fermentation en milieu solide, 1’extrait de la souche
AB13 cultivée sur milieu Bennett a démontré une activité notable contre P. aeruginosa et B.
subtilis. En ce qui concerne I’activité antioxydante, les extraits des souches AB14 Bennett et
AB13 Bennett, ont présenté des pourcentages d’inhibition respectifs de 27.9 % et 8.12 % a une
concentration de 0.25 mg/ml.

Ces résultats confirment le double potentiel (antimicrobien et antioxydant) des souches AB14
et AB13, et soulignent la richesse inexploitée des sols algériens comme réservoir naturel de
micro-organismes producteurs de molécules bioactives a visee pharmaceutique, ouvrant ainsi
la voie a de futures stratégies de valorisation dans le domaine de la recherche antimicrobienne
et antioxydante.

Cette étude préliminaire mérite d'étre approfondie en ce qui concerne :

Poursuivre l'identification moléculaire des différentes souches isolées a partir de sol etudie, afin
de mieux caractériser leur diversité génétique et phylogénétique (séquencage du gene 16S
rRNA, PCR...).

Identification des molécules bioactives par des techniques chromatographies et spectrales
(RMN, HPLC...).

Mettre en place des études complémentaires in vitro et in vivo afin d’évaluer ’efficacité, la
toxicité et le mécanisme d’action des composés bioactifs produits.

Evaluation de d’autre activité biologique : anti-inflammatoire, anticancéreuse, anti-
neurodégénérative.

Isolement des microorganismes des autres échantillons (sable de plage, sédiment marin ...)
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Annexes

Composition des milieux de culture

Annexes 01

Composition du milieu Quantité
AF
Extrait de levure 49
Extrait de malt 10g
Glucose 29
NaCl 2.5¢
CaCO3 19
Agar 159
Eau distillée 1000mL
pH 710.2
Amidon cas€ine agar (M2)
Amidon 109
Caséine 03¢
KNO3 29
NaCl 24
KH.PO4 249
MgSO4 0.05¢g
CaCOs 0.02 g
FeSO, 0.01g
Agar 15¢
Eau distillée 1000 ml
pH 7.4
Bennett
Extrait de levure 1g
Extrait de viande 1g
Peptone pancréatique de caséine 29
Glucose 10g
Agar 159
Eau distillée 1000mL
pH 7+0.2
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Bouillon nutritif

Peptone 109
Extrait de levure 59
NaCl 5¢g
Eau distillée 1000 mL
pH 7.2
Bouillon Sabouraud

Peptone de gélatine 109
Glucose 209
Eau distillée 1000mL
pH 5.6
Citrate de Simmons

Ammonium dihydrogenophosphate 1g
Phosphate de dipotassique 5q
Chlorure de sodium 2g
Citrate de sodium 0.29
Sulfate magnésium Bleu de bromothymol 0.08g
Agar 159
Eau distillée 1000 mL
pH 6.8
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Gélose TSI (Triple Sugar Iron)

Peptone de viande 15¢
Protéose peptone 5¢
Extrait de viande 39
Extrait de levure 39
Glucose 19
Saccharose 10g
Lactose 109
Citrate de fer ammoniacal 0.3g
Chlorure de sodium 59
Sodium thiosulfate 0.3g
Rouge de phenol 0.05g
Agar 18¢
Eau distillée 1000 mL
pH 7.2
GNG
. . 249
Geélose nutritive
- 49
Gelatine
1000 mL
Eau distillée
7.2
PH
ISP2
. 49
Extrait de levure
. 10g
Extrait de malt
49
Glucose
209
Agar
o 1000mL
Eau distillée
7+0.2
pH
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ISP6
Peptone 159
Proteose peptone 59
Citrate de fer ammoniacal 0.5¢9
Thiosulfate de sodium 0,08g
Extrait de levure 19
K2HPO4 1g
Agar 209
Eau distillée 1000mL
ISP7
159
Glycerol
. 19
L-asparagine
0.59
K2HPO4
0.5g
NaCl
0.01g
FeSO4, 7TH20
209
Agar
g 1000mL
Eau distillée
710.2
pH 70,2
Mueller Hinton
infusion de viande de boeuf 24
Amidon 15 g
Hydrolysat de caséine 17.59
Agar 17 g
Eau distillée 1000 mL
PH 7.3
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Sabouraud
Peptone de gélatine 10g
Glucose 209
Agar 179
Eau distillée 1000 mL
pH 179
TSA (Gélose Trypticase de soja) 179
Trypticase 39
Soytone 50
Chlorure de sodium 159
Agar 1000ML
Eau distillée 7.2
pH
Urée- indole
L-Tryptophane 39
Phosphate de dipotassique 19
Phosphate monopotassique 19
Chlorure de sodium °9
209
Uree 254
Rouge de phénol 1000 ml
Eau distillée 6.8
pH 6,8
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Annexes 02

Tableau 8: Activité antimicrobienne des souches actinomycetes par la méthode de
cylindre d’agar.

AB 1 AB 15 AB 13 AB 5 AB 14
S. aureus 0+0 0+0 0+0 0+0 9.5+0.71
B. subtilis 10+0 13.5+3.54 8.5+0.71 12.5+3.54 10.5+0.71
P. aeruginosa 0+0 14+1.41 6.25+0.35 15+0 8+2.83
E. coli 6.25+0 6.5+0.71 11.5+0.71 6.5+0.71 7.5%£2.12
K. pneumoniae 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
C. albicans 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

Tableau 9: Activité antimicrobienne des souches d’actinomycétes par la méthode des

puits.
AB 1 AB 5 AB 13 AB 14 AB 15
S. aureus 0+0 0+0 00 00 0+0
B. subtilis 16+1.41 0+0 0+0 8+0 24+8.49
P. aeruginosa | 12.5+9.19 0+0 0+0 0+0 0+0
E. coli 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
K. pneumoniae 0+0 18+2.83 0+0 0+0 0+0
C. albicans 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

Tableau 10: Activité antimicrobienne des extraits obtenus aprées fermentation des souches
d’actinomycetes sur milieu solide.

AB1 AB 5 AB13 AB14 AB15 | AB1 AB5 | AB13 | AB14

Bennett | Bennett | Bennett | Bennett | Bennett | AF | AF AF AF

S. aureus 0+0 0+0 0+0 8.5+3.54 0+0 0+0 | 0£0 | 00 0+0

B. subtilis 0+0 0+0 27£1.41 | 6.5+0.71 0+0 0+0 | 00 | 6.75+ | 00
0.35

P. aeruginosa 0+0 0+0 2410 0+0 0+0 0+0 | 00 | 135+ | 00
0.71

E. coli 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 | 0£0 | 00 0+0

K. pneumoniae 0+0 0+0 0+0 6.25+0.35 0+0 0+0 | 00 | 0%0 0+0

C. albicans 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 # 0£0 | 0%0 0+0
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Tableau 11: Activité antioxydant des extraits obtenus aprés fermentation des
actinomyecetes sur milieu solide.

Extrait solide .
D01 %d'inhibition | DO2 | %d'inhibition | Moyenne | Ecart type
0,25(mg/ml)
AB1 AF 0.7425 1.45 0.7419 1.53 1.49 0.06
AB1B 0.7444 1.19 0.7419 1.53 1.36 0.23
AB5 AF 0.7489 0.60 0.748 0.72 0.66 0.08
AB13 B 0.694 7.88 0.6903 8.38 8.13 0.35
AB 13 AF 0.7481 0.70 0.749 0.58 0.64 0.08
AB 14 AF 0.703 6.69 0.7001 7.07 6.88 0.27
AB 14 B 0.5417 28.10 0.5443 27.75 27.93 0.24
Tableau 12: Activité antioxydante des extraits obtenus aprés fermentation des
actinomyecetes sur milieu liquide.
Extrait Liquide | D01 %d'inhibition | DO2 %d'inhibition | Moyenne | Ecart
0.25(mg/ml type
AB1AF 0.7471 | 4.64 0.7438 5.06 4.85 0.30
AB 1 GNG 0.7751 | 1.07 0.7768 0.85 0.96 0.15
AB5 B 0.7746 | 1.13 0.772 1.46 1.30 0.23
AB13 B 0.7472 | 4.63 0.7479 4.54 4.58 0.06
AB 13 GNG 0.74 5.55 0.7358 6.08 5.81 0.38
AB 15 GNG 0.7547 | 3.67 0.759 3.12 3.40 0.39
AB 15 AF 0.7624 |2.69 0.7611 2.85 2.77 0.12
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Tableau 13: Origine des souches d’actinomycetes.

iggghcée Milieu /dilution Aspect macroscopique
. Colonie grise au centre, contour
6 ,
AB 1 GNG 10 blanc, grande taille
4
AB 2 GNG 10 Colonie blanchatre
] Colonie blanchétre grise, sous
4 1
AB3 ISP2 10 forme étoile
3
AB 4 ISP2 10 Colonie grise
-3
AB 5 ISP2 10 Colonie marron gris
-5
AB 6 ISP2 10 Colonie blanchatre
3
AB 7 Bennett 10 Colonie gris
3
AB 8 Bennett 10 Colonie noire gris
3
AB 9 Bennett 10 Colonie gris
-3
AB10 Bennett 10 Colonie gris
-2
AB 11 ISP210 Colonie blanchatre gris
2
AB 12 GNG 10 Colonie blanchatre
3
AB 13 GNG 10 Colonie blanchatre
-3
AB 14 TSA10 Colonie gris claire
-3
AB 15 TSA10 Colonie blanchatre
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