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Résumé

Aprés isolement, purification et dénombrement des actinobactéries, nous avons réalisé
une pré-identification des bactéries, baseée sur des caracteres culturaux, morphologiques,
physiologiques et biochimiques. Nous avons ensuite étudi¢ I’activité antimicrobienne de ces
isolats vis-a-vis de quatre germes pathogénes et une moisissure. Cette étude est complétée par
des tests de tolérance aux différentes concentrations de Na Cl et aux différentes températures.
Une étude sur la sensibilité des acinobactéries aux antibiotiques a également été entreprise.

Au total, 6 isolats d’actinobactéries ont été isolés. Au cours de la purification, deux
isolats ont été contaminés, donc, uniquement quatre isolats ont été purifié et ont fait I’objet de
ce modeste travail. Les caractéres phénotypiques des isolats nous a conduit a les rattacher au
genre Streptomyces. Les quatre isolats ont démontré des propriétés antibiotiques appréciables
contre les bactéries pathogénes en particulier vis-a-vis de la bactériepseudomonasaeroginosa,
La tolérance aux différentes concentrations de Na Cl a réveélé que les quatre isolats tolérent et
croissent a ces différentes concentrations testées. Vis-a-vis de la température, les isolats ont
montré une croissance positive a 15, 25 et 30 °C, par contre, ils se sont inhibés a 5 °C. La
température 37 °C s’est montrée défavorable aux actinobactéries.

Les résultats de 1’antibiogramme ont révélé que les isolats réagissent difféeremment
vis-a-vis des antibiotiques testés, certains se sont montrés sensibles alors que d’autres se sont
révélés résistants. Tous les isolats d’actinobactéries testés ont hydrolysé la gélatine, la caséine
et I’amidon a I’exception du sang humain.

Mots clés : Actinobactéries, activité antibactérienne, Streptomyces, antibiogramme,

germes pathogenes.



Abstract

After isolation, purification and enumeration of the actinobacteria, we carried out a pre-
identification of the bacteria, based on cultural, morphological, physiological and biochemical
characters. We then investigated the antimicrobial activity of these isolates against four
pathogens and one mold. This study is completed by tolerance tests at different concentrations
of NaCl and at different temperatures. A study on the sensitivity of acinobacteria to antibiotics
was also undertaken.

In total, 6 isolates of actinobacteria were isolated. During the purification, two isolates were
contaminated, so only four isolates were purified and subjected to this modest work. The
phenotypic characteristics of the isolates led us to relate them to the genus Streptomyces. The
four isolates demonstrated significant antibiotic properties against pathogenic bacteria
especially against the bacterium Pseudomonas aeroginosa. Tolerance to different
concentrations of NaCl revealed that the four isolates tolerate and grow at these different
concentrations tested. In terms of temperature, the isolates showed positive growth at 15, 25
and 30 ° C, but were inhibited at 5 ° C. The temperature 37 ° C was unfavorable to
actinobacteria.

The results of the antibiogram showed that the isolates react differently to the antibiotics
tested, some were sensitive while others proved to be resistant. All of the actinobacterial
isolates tested hydrolyzed gelatin, casein and starch except for human blood.

Key words: Actinobacteria, antibacterial activity, Streptomyces, antibiogram, pathogenic

germs.
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Introduction

Introduction

Les métabolites secondaires produits par les microorganismes représentent une large
source de composés d’une diversité structurale trés vaste et des milliers d’entre eux sont
doués d’un potentiel d’activité biologique trés important. En pratique, il est prouvé que la
capacité de produire différents composés est limitée & des groupes de microorganismes
eucaryotes et de bactéries en particulier les actinomycétes filamenteux. C’est en 1949, apres la
découverte de I’actinomycine, que ces bactéries sont devenues I’objet de nombreuses
recherches et elles sont extrémement exploitées durant les années 80, en conséquence, de
nouvelles structures et surtout celles des antibiotiques sont continuellement isolées & partir de
ce groupe de bactérie. Ainsi, ces bactéries sont devenues les premiers fournisseurs de ces
métabolites secondaires d’intérét (Donadio et al., 2002). Les actinomycetes filamenteux sont
a l’origine d’environ 70 % des antibiotiques naturels connus dans le monde. Cependant, le
taux de nouvelles découvertes a partir des cultures d’Actinomycetales isolées des sols des
régions méditerranéennes (sols arides et semi-arides) et des régions tempérées est en

diminution remarquable.

D’un autre coté, la résistance bactérienne aux antibiotiques est en augmentation
inquiétantecar et depuis 1’apparition des premiers agents anti-infectieux tels que les
pénicillines et les sulfamides, les bactéries n’ont pas cessé de s’adapter a I’environnement
imposé par |’utilisation massive et une mauvaise utilisation de ces substances qui aurait pour
facheuse conséquence de sélectionner les souches les plus résistantes (Decre et Courvalin,
1981 ; Desnottes, 1995).A titre d’exemple, on peut citer le genre Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline (SARM). La résistance a la méthicilline est probablement conférée
au S. aureus par un élément génétique mobile, appelé « staphylococcal cassette
chromosome », qui contient le gene de résistance a la méthicilline. Au probléeme de la
résistance bactérienne, il faut ajouter 1’incidence des infections nosocomiales reconnues
comme des probléemes majeurs de santé publique de par leur fréquence, leur colt et leur

gravité. La recrudescence des maladies anciennes et I’apparition de nouveaux pathogénes.



Introduction

L’obtention de nouveaux antibiotiques (antibactériens et antifongiques) est devenue donc une
nécessité. Pour atteindre cet objectif, de nombreuses recherches se sont orientées vers le
criblage de nouvelles souches microbiennes productrices. L’exploitation des écosystémes ou
un ou plus des facteurs environnementaux sont extrémes (température, pH, aération, stress
osmotique,...) favorise la détection d’Actinomycetales, pouvant éventuellement avoir un

potentiel d’activité antibactérien et ou/ antifongique important.

Dans ce présent travail, nous nous sommes fixés comme objectifs principaux,
I’isolement et la purification d’Actinomycetalesa partir des eaux thermales, des sols salins et
arides. Ensuite de mettre en évidence 1’activité antibactérienne et antifongique des souches
obtenues et enfin procéder a une étude taxonomique des isolats bactériens basée sur la

recherche de certainscaracteres physiologiques et biochimiques.
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Chapitre | Revue bibliographique

I. Les Actinobactéries : Historique, Taxonomie, Importance et Applications
1. Historique

Depuis que Cohn en 1875 a découvert le premier actinomycéte qu’il appela Streptothrix
foeresteri, d’autres travaux se sont suivi durant la premiére époque qui a commencé de
1874 a 1900. Au cours de cette période, Harz en 1877, isola ’agent responsable des

actinomycoses du bétail et le nomma Actinomyces bovis.

Durant la seconde période, allant de 1900-1919,0rla Yensen (1909) créa la famille
des Actinomycétacées qui comprend un seul genre Actinomyce.Ce méme auteur rapporte
que de nombreuses études se sont orientées a la recherche des Actinomycetes du sol. Par
la suite, de nombreuses especes telluriques furent isolées et décrites. Buchanan (1917)
créa I’ordre des Actinomycétales. A cette époque, les especes composant le genre
Actinomyces étaient trés différentes et certainsauteurs ont commenceé par scinder ce genre
en plusieurs autres genres.Vient ensuite la troisieme période de (1919-1940) de I’histoire
des actinomycetes et cela grace aux travaux de recherches de Orskov (1923) qui créa le
GenreMicromonospora, a cette époque une meilleure connaissance des germes
d’actinomycetes a été acquise. Ce genre regroupe les actinomycetes qui ne produisaient
pas de mycélium aérien.La quatriéme et derniére période, qui a commencé en 1940 et qui
correspondait a I’époque des antibiotiques produits par les actinomycétes, regroupait les
actinomycétes dont le mycélium aérien produit des chaines de spores portées par des
sporophores (Waksman et Henrici, 1943). Enfin, en 1958, Ettling et al., ontintroduit un
critere important dans la différentiation des especes d’actinomycetes, la production des

pigments mélanoides.
2. Definition des actinobacteéries

L’ancien nom des actinobactéries était actinomycétes. Le terme «actinomycetes» provient du
Grec « aktino - mycetes » ou «champignons a rayons » ou encore « champignons rayonnants
» (Gottlieb, 1973). Les actinomycétes sont des bactéries a coloration Gram-positif. lls se
caractérisent par la formation d'hyphes filamenteux qui ne subissent géneralement pas de

fragmentation etqui produisent des spores asexuées.

Par leur morphologie générale, ils ressemblent fortement aux mycétes. Cette ressemblance
résulte en partie d'une adaptation aux mémes habitats (Zouaghi,2007).Les cellules

d’Actinomycetales sont allongées tendent a se ramifier en formant un mycélium plus ou

3
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moins différencié. La plupart des especes vivent dans le sol ou moins fréeqguemment dans les
eaux douces. Un petit nombre est pathogene. Plusieurs produisent des antibiotiques.Les
actinobactéries ont été considérés comme un groupe intermédiaire entre bactérie et
champignons. Actuellement, ils sont reconnus comme des organismes procaryotes. Portant,
ces microorganismes présentent des similitudes a la fois avec des bactéries et avec les
champignons (Andriambololona, 2010).Ce sont des bactéries dont la croissance donne lieu a
des colonies circulaires et a une morphologie complexe (Colombie, 2005).Elles sont
constituées d’hyphes c’est-a-dire de filaments qui irradient par croissance centrifuge tout
autour de germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973).Selon le bergey manuel de 2012,
la définition des actinobactéries est restée la méme (bactéries a coloration Gram positif ayant

un % G+C supérieur a 55%et présentant une grande variabilité morphologique (Harir. 2018).
3. Propriétés des actinomycetes

Les actinomycetes sont filamenteux, a coloration Gram positif. Comme les champignons,
les actinomycétes posseédent des hyphes a ramifications vraies et des spores de dissémination
non comparables aux endospores. La morphogenese peut-étre complexe (corémie, zonation).
Les propriétés bactériennes des actinomycétes sont les suivantes: la cytologie est
procaryotigque, physiologiquement, elles sont en général, des bactéries aérobies mais certaines
formes sont aérobies facultatives ou méme anaérobies. Elles sont sensibles aux phages et aux

antibiotiques antibactériens (Lechevalier, 1988).
4. Caractéres généraux des actinobacteries

D’aprés Noureddine, (2006) et Boudjella, (2007), les caracteres culturaux contribuent
parfois dans la différenciation des genres d’actinomycetes entre eux. Parmi les caractéres

culturaux importants :

4.1. Les caracteres macromorphologiques : Ces caracteres reposent sur une observation a

I’ceil nu. Il s’agit de noter :

e Laprésence ou I’absence du mycélium aérien (MA).

e Lacouleur de MA et du mycélium du substrat (MS) (Harire, 2018).

e Présence ou absence des pigments diffusibles dans le milieu de culture (Saker,
2015).
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2. Caractéres micro morphologiques

La micromorphologie des actinobactéries est réalisée par observation au microscope
optique et parfois électronique des colonies poussant sur milieux gélosés (Saker, 2015). I
s’agit de noter : - La fragmentation ou non du mycélium de substrat ; - la formation des spores
exogenes sur le MA et/ou le MS, leur forme ; leur taille et leur agencement (isolées ou en
chaines). - La présence ou non de sporanges sur le MA ou sur le MS, la forme et la taille des
sporanges, le nombre de spores par sporange ainsi que la longueur des sporangiophores
(Harir, 2018).

(A)Nocardia (B)Streptomyces

Figure 01 : Micromorphologies de deux genres d’actinobactéries halophiles (Observations au
microscope électronique a balayage) (Belyagoubi, 2014).

5. Caractéres physiologiques des actinobactéries

En plus des caracteres morphologiques, la détermination des espéces se base également sur
les caracteres physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de différents
composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polymeres complexes, etc. D’autres tests
interviennent parfois dans la détermination des especes, comme la résistance a certains agents
antimicrobiens et la tolérance a des conditions extrémes (température, pH, salinité) (Djinni,
2009).Le Tableau 01 présente les caracteres physiologiques des actinomycetes.
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Tableau 01 : Principaux caractéres physiologiques des actinobactéries (DJABALLAH, 2010).

Caractéres physiologigues Caractéristigues
Taux d’humidité Faible a modérés (Oskay et al., 2004 ; Prescott et al., 2010)
Température Mésophile a thermophile 50 °C- 60 °C(Holt et al., 1994)
pH Neutrophile : 5 - 9 (Lee et Hwang, 2002)
0, 1-Aérobie (sol)
2- Fermentatif (cavité naturel homme animale)
e anaérobie facultatif.
e anaérobie.(Silini, 2012)

6. Position taxonomique des actinomycetes

Les différentes éditions du Manuel de Bergey ont apporté des définitions actualisées
des actinobactéries avec des données fournies par des travaux récents par rapport a 1’époque
de chaque edition. En se basant sur le systéme de classification de Murray (Bergey’s Manual
of Systematic of Bacteriology),ont classéles actinomycetes dans le regne des procaryotes,
division des Firmicutes (bactéries Gram-positives), classe des Thallobacteria (bactéries Gram-
positives ramifiées), (Ouhdouch, 2003).Les actinobactéries sont classées dans le Domaine
des Bacteria ou Eubacteria, le Phylum des
Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria et la Sous-Classe des Actinobacteridae (Euzéby,
2015).Le phylum des actinobactéries comprend maintenant cing classes, 21 ordres et de
nombreusesfamilles (Tableau 02). Les genres sont caractérisés par une diversité
morphologique importante, allantde la simple cocci (ex: Micrococcus) a des formes
mycéliennes qui peuvent étre fragmentées ou non.Ainsi, la position taxonomique des
actinobactéries, en prenant comme exemple 1’espeéceActinopolyspora algeriensis décrite par
Meklat et al., (2012a), s’établit comme suit:

Classe :Actinobacteria
Ordre:Pseudonocardiales
Sous-Ordre:Actinopolysporineae
Famille:Actinopolysporaceae
Genre:Actinopolyspora

Espéce: Actinopolyspora algeriensis
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Tableau 02 : Classification des actinobactéries (Goodfellow et al., 2012).

Familles

Classe

Ordres

Actinomycetaceae

Actinobactéria

Actinomycetales

Actinopolysporales

Actinopolysporaceae

Bifidobactériales

Actinopolysporaceae

Catenulisporales

Catenulisporaceae,actinospicaceae

Corynebactériales

Corynebactériaceae ,dietziaceae,mycobacteraceae,nocardiacea,

Segniliparaceae, Tsukamerullaceae

Frankiales

Frankiaceae, Acidothermaceae, Cryptosporangiaceae,

Geodermatophilaceae, Nokamurellaceae

Glyconycetales

Glyconycetaceae

Jiangellales

Jiangellaceae

Kineosporales

Kineosporaceae

Micrococcales

Micrococcaceae, Beutenbergiaceae, Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae,

Cellulomonadaceae, Dermabactériaceae,

Dermacoccaceae,Dermatophilaceae, Instrosporangiaceae, Jonesiaceae,

Micobacteriaceae, Promicomonosporaceae, Rarobacteriaceae,
Ruaniaceae.

Micromonosporales

Micromonosporaceae

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae

Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Streptomycetales

Streptomycetaceae

Streptosporangiales

Streptosporangiaceae, Nocardiopcoceae, Thermomonosporaceae
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7. Cycle de développement des actinobactéries (exemple: Streptomyces spp)

Le cycle de vie de nombreuses actinobactériescommence par la germination des spores
(Messoudi, 2013). Cette germination donne naissance a un mycélium primaire ramifié
(O'Gara et al. 2008).Un mycélium aérien vientensuite de se dresser au-dessus du mycélium
de substrat. En effet, ce dernier s’autolyse et les produits de la lyse sont utilisés par le
mycélium aérien, c’est a ce moment que les composés d’intérét thérapeutique (médicaments
utiles) sont synthétisés. Ces composés appartiennent aux métabolites secondaires (Smaoui,
2010) (Figure 02).

A T’extrémité du mycélium aérien se forme des spores asexuées a paroi fine appelées conidies
ou conidiospores. Cesspores naissent parfragmentation du mycélium primaire en réponse a un

stressenvironnemental tel que le manque d’éléments nutritifs (Prescott et al.,2010).

—_—
181 30 h
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Figure02 : Cycle de développement des actinomycetes sur milieu solide
(Breton et al.,1989).
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Les divers types de spores des actinobactéries peuvent étre classés en deux groupes

principaux selon leur mode de formation : exo-spores et endospores (Theilleux, 1993).Les

exo- spores sont le type le plus fréquent et les moins résistants aux conditions hostiles que les

hyphes, alors que les endospores sont hautement résistantes a la chaleur et autres adversites

(Kitouni,

d’ Actinobactéries.

2007). La figure 03, présente la micromorphologie des principaux genres

Eons’
2y

l

e
. L—/ < L'
i %b\(
MA / tupe RF mMA Type RA MmAa ~ ype S
Strepromyces
J__<=
e :\(._s. __'__V.
& o
é"‘", ied . - -
og b -B-
~ Y -
:}‘ / — v L =  d
={
nMA w mMs f upr b

Streproverticillivum

Planomaonospora

Micromonospora

M’?‘f e;

Sk

=57 =7 =
v — .
A o
y‘%b “ ~o~ l ) *’&f)',y~-?
MA mMms -»-"o" -1_7 mMs -
Actinomadura .'VocardiopsislSaccharolhrix [\'4 weardia
7 g
((.0— wp b L ( }’
s
nMaAa MA MA B TN ——
Saccharomonoxpara s";-p:.upur::gcnm Spirillospora
Figure 03: Micromorphologie des principaux genres d’Actinobactéries (Zitouni,

2005).M.A mycélium aérien; MS, mycélium du substrat; RF, Rectus Flexibilis (chaines de spores droites a

flexueuses);

RA, Retinaculum Apertum (chaines en crochets ou en boucles fermées); S, Spira (chaines spiralées);

s : sporophore; c. sp.; chaines de spores; sp. i.; spores isolées; sp. m. ;

spores mobiles ;sg. Sporanges.
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9. Ecologie et distribution des actinobactéries dans la nature

Les actinomycetes sont des microorganismes ubiquitaires. La grande diversité métabolique
leur permet d’avoir une importance écologique majeure dans I’environnement (Hasley et
Leclerc, 1993). Les actinomycetes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow et
Williams, 1983).0n les retrouve dans le sol, 1’air, les eaux douces, les eaux de mer, les
composts, les debris végétaux, le pollen, les abeilles, les plantes (endophytes), les lichens et
dans d’autres substrats (Promnuan et al., 2011). Toutefois, la majorité des actinobactéries est
d’origine tellurique. Ces bactéries ont également la faculté de coloniser d’autres biotopes tels
que les déserts chauds, les glaciers, les sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux

lourds, les lacs extrémement alcalins et certains milieux tres salés (Santhanam et al., 2012).

Tableau 03: Distribution des actinobactéries dans la nature (Larpent, 1989).

Genres

Habitats

Actinomadura
Actinoplanes
Frankia
Microbiospora
Micromonospora
Nocardia
Rhodococcus
Sacharomonospora
Streptomyces
Streptosporangium

thermomonospora

Sol
Sol, eau, laitiere
Nodules des racines
Sol
Sol,Eau
Sol,Eau
Sol,Eau, Laitiére, Fumier
Matiére de décomposition
Sol,Eau,laitiére

Sol

Matiére de décomposition et fermentation

10
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10. Importance et application des actinobactéries

Les actinobactéries représentent une grande proportion de la biomasse microbienne du
sol. lls ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactifs entre autre les

antibiotiques et des enzymes extracellulaires (Loucif, 2011).

En biotechnologie microbienne, les actinobactéries jouent un réle primordial dans les
domaines, agronomique, alimentaire et environnemental (Nouioui, 2014), ainsi que le
domaine pharmacologique (Ortiz- Ortiz et al., 1984). La recherche de nouveaux
actinomycetes constitue une composante essentielle a la découverte de médicaments a base de
produits naturels et a large spectre d’activité biologique, tels que les antibiotiques
antibactériens et antifongiques et les substances toxiques, cytotoxiques, neurotoXigues,
antimitotiques, antivirales et anticancéreuses (Newman et Cragg, 2007; Williams, 2009;
Chen et al., 2010b). Récemment, de nouveaux objectifs ont été ajoutés au dépistage général :
la recherche de nouvelles molécules actives contre le sida, I’immunosuppression, la maladie
d’Alzheimer, le processus de vieillissement et certaines maladies tropicales ; ces objectifs

visent a la découverte de nouveaux médicaments (Parthasarathi et al., 2011).
10.1 Lutte biologique

La fonction écologique principale des actinobactéries au sein des écosystéemes est la
décomposition des matiéres organiques complexes (Prescott et al., 2010). Cette activité est
due a la présence d’une large gamme d’enzymes hydrolytiques, comme les protéases, les
nucléases, les lipases, ... (Prakash et al., 2012), ainsi que les enzymes d’hydrolyse des sucres
complexes, tel que la cellulose et I’hémicellulose. De méme, -certaines especes
d’actinobactéries attaquent la carapace chitineuse des cadavres d'insectes (Maier et al., 2009).
Au niveau de la rhizospheére, les actinomycétes forment des relations symbiotiques avec les
racines des plantes en contribuant a la promotion de leur croissance par des effets directs et
indirects (Barreto et al, 2008). Parmi les effets directs, la solubilisation du phosphate, la
fixation d'azote, et la production de phytohormones, (ElI-Mehalawy et al.,2004 ).Tandis que
les effets indirects, ils peuvent étre dus au contrble des agents phytopathopathogénes par la
production de métabolites secondaires, tels que les antibiotiques (Barreto et al., 2008), ou par

la compétition nutritionnelle vis-a-vis des agents pathogénes (Getha et al., 2005).

11
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10.2. Production d’antibiotiques

Par leur diversité écologique, leur hétérogénéité biochimique et leur capacité exceptionnelle a
produire des meétabolites secondaires, les actinobactéries sont considérées comme des
candidats potentiels pour la recherche de divers composés intéressants en industrie
pharmaceutique, agro-alimentaire, agricole et autres. Cependant, le plus grand intérét des
actinobactéries reste leur grande capacite & produire des antibiotiques qui peuvent
potentiellement détruire ou inhiber divers microorganismes. D’ailleurs, 45% des antibiotiques
connus, sont naturellement issus des actinobactéries et plus précisément du genre
Streptomyces (Sibanda etal.,, 2010). Parmi les antibiotiques qui ont des applications
thérapeutiques, on peut citer, les aminoglycosides, les anthracyclines, les glycopepetides, les
béta-lactamines, les tétracyclines, les macrolides, les nucléosides,... (Messoudi, 2013). La
Figure 04, illustre les origines des antibiotiques. Parmi les premieres découvertes
d’antibiotiques synthétisés par les Actinobactéries, - la streptomycine, isolée en 1944 d’une
actinobcatérie du sol, Streptomyces ou Actinomyces griseus. La streptomycine a 1’avantage
d’étre active contre le Bacille de Koch. Elle a été utilisé avec succés dans la tuberculose
(pulmonaire, méningite, rénale). - la chloromycétine, extraite en 1947 des cultures du
Streptomyces venezucloe. La chloromycétine est a la fois bactériostatique et bactériolytique,
d’ou la nécessité de I’employer avec précaution dans les maladies a germes riches en
endotoxines comme le Bacille de la typhoide (la lyse brutale d’une grande quantité de
bactéries libére une dose d’entoxines qui peut étre mortelle). Bien maniée en capsules ou
comprimés, elle fait merveille dans des maladies qui échappent a la pénicilline et aux
sulfamides, en particulier dans la fiévre typhoide, le choléra,... . Sa composition chimique est
connue : chloramphénicol. — I’auréomycine, qui doit son nom a sa couleur. Elle a été
découverte en 1948 a partir du Streptomyces aureofaciens. C’est un bactériostatique peu
toxique qui triomphe dans le typhus, la fievre de Malte, la psittacose, maladie des perroquets
(Psittacus) transmissible a I’homme. — la Terramycine, extraite en 1950 des cultures de
Streptomyces rimoosus, elle se présente en poudre jaune. Son action est voisine de celle de

I’auréomycine. Elle est utilisée par la bouche en capsules glutinisées (Bycroft, 1988).

12
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s

Actinomycetes :

- 75.5 % Streptomyces sp.
- 24.5 % Actmomycetes rares

u Produits issus de bactéries non actinomycétales,

= Bactéries actinomycétales, Champignons microscopiques

Figure 04: Origine des antibiotiques (Berdy, 2005)

10.2.1. Mode d’action des antibiotiques

Le mode d’action des antibiotiques est encore mal connu. Les antibiotiques paraissent
freiner quelques-unes des réactions importantes du métabolisme cellulaire. En leur présence,
les germes sensibles ne peuvent plus capter et utiliser les éléments nutritifs indispensables du
milieu (acides aminés ou sucres...). On considére donc les antibiotiques comme des
inhibiteurs enzymatiques. Les bactéries non sensibles, tout comme nos propres cellules
accomplissent normalement leur métabolisme, présentant une chaine de réactions catalytiques
différentes qui ne donne pas prise a l’antibiotique. De méme, les bactéries devenues
résistantes auraient trouvé la parade en changeant de comportement enzymatique. Leur
nouvelle modalité métabolique est un caractere héréditaire qui persiste méme en 1’absence de
I’antibiotique. Il y aurait en quelque sorte création d’une nouvelle race biologique (Lacey,

1997).
10.2.2. Intéréts des antibiotiques

Les actinomycétes possédent une importance économique majeure (Djini, 2009). D’aprés
Anibou et al. (2008), une analyse a été réalisé sur le nombre de substances
médicamenteuses utilisées en chimiothérapie cancéreuse indique que plus de 60%
desmédicaments approuves dérivent de composes naturels et la plupart ont été extraient a
partird’actinomycetes, tels que I’actinomycine D et la mitomycicne (Demain et Lancini,
2006), etenzymes telles que des cellulases et des xylanases utilisés dans le traitement des
effluent (Basilioet al., 2003 et Oskay et al., 2004).

13
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Les actinomyceétes ont fourni un nombre considérable de composés bioactifs de haute valeur

commerciale, et sont recherchés de fagon routiniere dans le but de découvrir de

nouvellessubstances bioactives (Vijayakumar et al., 2007). Le Tableau 04, résume les

principaux intéréts.

Tableau 04 : Importance thérapeutique de certains antibiotiques produits par le genre
Streptomyces (Chater, 2006).

Organismes ou maladie ciblee

Antibiotiques

Organismes producteurs

Typhoide

Chloramphénicol

Streptomyces venezuelae

Tuberculose et leépre

Rifamycine

Amycolatopsis(Streptomyces

medeteranei)

Staphylococcus aureus
(SARM)

Vancomycine

Amycolatopsis (Streptomyces
orientalis)

Cancer

Daunomycine

Streptomyces coeruleorubidus

Pathogenes résistants a la pénicilline

Acide clavularique

Streptomyces clavulingerus

Par ailleurs, I’introduction d’une nouvelle substance antimicrobienne dans 1’arsenal

thérapeutique demande toute une série d’études et d’épreuves préalables comportant en

particulier :

e Recherche de I’action antimicrobienne spécifique étudiée in vitro sur les

diverses espéeces.

e Essai de la substance sur divers animaux pour connaitre a la fois sa toxicité,

son efficacité in vivo, son élimination, les taux de concentration sanguine

favorable, les meilleurs modes d’administration.

e Application chez I’homme du produit purifié¢ reconnu actif contre le germe et

inoffensif pour I’hote a la dose curative. Ne sont utilisables en effet, que les

substances dont la dose toxique pour I’homme est trés supérieure a la dose

curative.

14
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Ces diverses épreuves éliminent successivement un grand nombre de substances mises a
I’essai. C’est ainsi que sur des dizaines de milliers d’antibiotiques isolés ces dernieres années,
quelques centaines seulement ont été retenues pour des applications thérapeutiques (Miller,
1982).

Le métabolisme bactérien produit d’autres composés aux propriétés trés variées. Ces
composés sont classes en différentes familles en fonction de leur réle. Ainsi, les
actinobactéries peuvent synthétiser des antifongiques, des enzymes, des vitamines, des
pigments, des bio herbicides, des anti tumoraux, des inhibiteurs d’enzymes (Solecka et al.,
2012).

10.3. Les antifongiques

Parmi les molécules élaborées par les actinomycétes, seulement 20% représentent les
antifongiques (Sanglier et al., 1993).Les antifongiques s’avérent avoir un réle important, dans
la lutte contre les maladies mycosiques et le contrdle biologique des champignons en
agriculture (Thakur etal., 2007).

10.4. Production d’enzymes

Apres les antibiotiques, les enzymes sont les produits industriels les plus importants des
actinomycetes (Theilleux, 1993). Cependant, les actinobactéries sont d’excellents producteurs
d’enzymes a utilisation industrielle telles que, les protéases et les chitinases (Tanakaet
Amura, 1990), des amylases, des cellulases, des xylanases et des lypases(Parket al. 2002).
Parmi les espéces productrices, le Streptomyces coelicolor sécrete de hombreuseshydrolases
incluant : 60 peptidases/hydrolases, 13 chitinases/chitosanases, 8 cellulases/endoglucanases, 3

amylases et 02 pectates lyases (Bentleyetal., 2002).

10.5Production de vitamines

La vitamine B 12 telle qu’elle existe sans la nature peut étre produite par des bactéries ou des
actinobactéries. L’isolement de la vitamine B 12 a partir de fermentations d’actinobactéries a
suscité un intérét considérable (Rickes et al., 1948 ; Lichtmen et al., 1949). Plusieurs études
ont suggéré que certaines actinobactéries qui ne produisent pas d’antibiotiques, synthétisent
plus de vitamines. Il a été égalementdémontré que les actinobactéries produisaient d’autres
vitamines hydrosolubles, telles que, la thiamine et le dérivé d’acide pteroylglutamique qui

favorisentla croissance de certaines souches de leuconostoc citrovorum et de la coenzyme A.
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10.6. Production de pigments

Les pigments mélanoides sont des produits de la transformation de la tyrosine enDOPA-
mélanine responsable de la couleur. La production des pigments est 1’'un des caractéristiques
des actinobactéries. Les pigments des Streptomycespeuvent étre soit des endopigments, soit
des exopigments. Cette production est contr6lée par différents paramétres : pH du milieu,
I’aération, température de croissance, les sources de carbone et d’azote ainsi que les
mécanismes respiratoires. Les pigments possédent des propriétés radioprotectrices et
antioxydants Ils peuvent protéger le microorganisme vivant des rayons ultraviolets.Ces
actinobactéries ont également la capacité a synthétisé et a produire des pigments noir
(mélanines ou mélanoides). Ces derniers sont considéréscomme un critére utile pour les
¢tudes taxonomiques. D’ailleurs, 1’industrie textile produit et utilisent environ 1.3 million de
tonnes de colorants, de pigments et de précurseur de colorants. (Harir, 2018).La Figure 05,

résume les différentes applications biotechnologiques des actinobactéries.

Il
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-
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P

Figure 05 : Différentes applications biotechnologiques des actinobactéries.
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Matériels et méthodes
1. Sites de prélévement d’échantillons
1.1. Station thermale de la commune de Hammam BOUHADJAR

Les prélevements ont été effectués dans la station thermale de Hammam Bou Hadjar. Cette
derniere est fondée en 1974 dans la commune de Hammam Bou Hadjar, dans la wilaya d’Ain

Témouchent(Figure 06).
% Caractéristiques de la source thermale

Température de I'eau : entre 57 a 72°Chttps://fr.wikipedia.org/wiki/Source_thermale)

Place géographigue de la station thermale HBH :

[ o |

V Point de prélévement

Figure 06 : Place géographique de la station thermale de Hammam Bouhadjar (prise par satellite).

1.2. Sebkha d’Oran

La Sebkha d’Oran est un lac situé a 15 km au sud de la ville d’Oran dans la commune
de Misserghin. Elle est distante d’environ 12 km de la mer Méditerranéenne. La sebkha
occupe une longueur d'orientation approximative sud-ouest/nord-est de 40 km et d’une
largeur de 6 a 13 km (Ben Abdellah, 2014). La figure 07, illustre la position géographique de
la Sebkka d’Oran.
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e Point de prélévement

Figure 07 : Localisation du lieu de prélevement - Sebkha d’Oran, prise par satellite 2018.

Figure08 : Vue générale de la zone de prélévement Sebkha d’Oran prise par BOUZADA.S
1.3. Région de la wilaya de BECHAR (commune de KNADESSA et Gouray)

La wilaya de Béchar se situe dans le sud-ouest d’Algérie. Elle se caractérise par un climat
aride. Le sol de la région se caractérise par un faible taux d’humidité, avec un pourcentage

non négligeable en matiére organique (Messaoudi, 2013)
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2. Echantillonnage
2.1. Echantillon d’eau

L’isolement des actinobacteries a été réalisé a partir de deux échantillons d’eau prélevés de
deux différentes sources thermales situées dans la daira de HAMAM BOUHADJAR, Wilaya
de Ain T’émouchent. Les prélévements d’eau ont été réalisés dans des flacons stériles de 250

ml, conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation. La figure 09présenteles sources thermales.

Figure 09: les deux sources de prélévement d’échantillon d’eau (A: source thermal n 1;

B : source thermal n2)

Une eau d’une source thermale est généralement, chaude, naturellement enrichie

en minéraux par une activité volcanique ou géothermique.
2.2. Echantillons de sols

2.2.1. Sol de sebkha

Des prélevements de sol ont été effectués au niveau de la Sebkha d’Oran a partir de 3
endroits éloignés. Environ 250 g de sol ont été prélevés de chaque endroit puis introduits dans
des sachets stériles. Les échantillons sont ensuite mélangés afin d’obtenir un échantillon
homogénéisé et representative du site de préléevement. Il est a noter que chaque échantillon
représente 3 points séparés du méme site de prélevement. La méme technique a éte entreprise

pour les deux autres points de prélévement. La Figure 10, montre les points de prélévement.
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Figure 10 : Différents échantillons de sol de la sebkha d’Oran. A : échantillon 1 ; B : échantillon 2

: C : échantillon 3

2.2.2. Sol saharien

Les deux échantillons de sol aride nous ont été aimablement fournis par un membre de

la famille résidant dans la wilaya de Béchar.

Des prélevements de sol saharien ont été effectués au niveau de deux communes situés
dans la wilaya de Béchar. Le premier échantillon a été prélevé dans la commune de
KNEDESSA - BECHAR tandis que le second échantillon provient de la commune GOURAY
- BECHAR. Environ 250 g de sol saharien ont été prélevés de chaque endroit puis introduits

dans des flacons stériles.

3. Isolement des actinobacteries

Les échantillons de sol ont été tout d’abord séchés puis broyés afin de faciliter I’isolement
des actinobactéries.

3.1. Prétraitement des échantillons

Afin d’augmenter le nombre des actinobactéries du sol au cours des isolements, les
échantillons de sol ont subi un prétraitement par un séchage a la température ambiante

pendant une durée de 3 a 5 jours.
3.2. Enrichissement des échantillons par le bicarbonate de calcium (CaCOs)

Cette méthode consiste a mélanger 10g d’échantillon de sol avec 1g de CaCO3 Le mélange
est incubé dans une étuve a 40°C pendant 7 a 9 jours dans une atmosphere saturée d’humidité.
Ce prétraitement a pour avantage, la réduction de la flore fongique ainsi que I’augmentation

du nombre d’actinobactéries (Harir, 2018).
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3.3. Les milieux de culture utilisés

Parmi les milieux de culture sélectifs des actinobactéries, trois milieux sont utilisés pour
I’isolement de ces microorganismes. La composition de ces milieux de culture est présentée

en Annexe 01.

e Milieu GLM (gélose a I’extrait de levure et I’extrait de malt)(Kitouni etal. 2005).
e Milieu ISP2 (International StreptomycesProject) (Ara et al., 2012).

e Milieu CAA (gelose caséine amidon agar) (Sharma et al., 2011).

3.4 . Ensemencement des échantillons
» L’eau

Cette étape est de telle importance que de sa qualité dépend la représentativité des résultats.
De ce fait, toutes les étapes ont ét¢ réalisées dans des conditions stériles. L’isolement des
souches a été effectué sur les trois milieux précédemment cités (milieu ISP 2 ; milieu GLM ;
milieu caséine amidon agar).Les échantillons d’eau sont tout d’abord homogénéisés a 1’aide
d’un vortex, 0,1 ml de chaque échantillon est ensuite ensemencé dans des boites de Pétri
contenant 1’un des trois milieux de culture. Les échantillons sont ensuite étalés a 1’aide d’un

rateau stérile puis incubés a 28 °C pendant 21 jours.

> Lesol

Pour isoler et dénombrer les especes d’actinobactéries présentent dans nos échantillons de sol,
nous avons utilisé la méthode de suspensions dilutions (Badji et al., 2005). Cette technique
consiste a prélever 10 g de sol et les introduire dans 100 ml d’eau physiologique stérile. A
partir de cette suspension, des dilutions décimales (10 & 10) sont réalisées. Un volume de
0,1 ml correspondant 4 100 pl des deux derniéres dilutions (10 et 10”°) sont étalés dans des
boites de Pétri contenant le milieu d’isolement. Les boites sont incubées a 28°C pendant 21

jours. La lecture est faite quotidiennement & partir du 3*™ jour d’incubation (Djinni, 2009).

4. Dénombrement des colonies

Le dénombrement des colonies d’actinobactéries est effectué aprés 21 jours d’incubation.
Seules les colonies présentant les caractéristigues macroscopiques des bactéries

d’Actinomycetales sont dénombrées.
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5. Observation microscopique

Toutes les colonies bactériennes qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques aux
actinobacteéries : colonies dures et incrustées dans la gélose et présence de mycélium aérien,
sont observées au microscope optique, en utilisant la coloration simple au bleu de méthyléne
ainsi que la coloration de Gram. L’observation au microscope optique est effectuée avec les
différents grossissements (Kalyaniet al., 2012).L’ensemble des isolats obtenus des différents

échantillons de sols (salin et aride) sont repiqués sur le méme milieu qui a servi a 1’isolement.
6. Purification des isolats bactériens

Les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques et microscopiques sont
purifiées afin obtenir des cultures pures. A ’aide d’une pipette pasteur stérile on préléve un
inoculum a partir des colonies de milieu d’isolement, qui sera ensuite ensemencé par
¢puisement sur le méme milieu que celui d’isolement sous forme des stries. Cette dernicre
opération est répétée jusqu'a I’obtention des cultures pures. La pureté des isolats est contrdlée

par des examens microscopiques directs aprés chaque repiquage (Boussaber et al., 2012).
7. Coloration de Gram et observation microscopique

Elles sont effectuées selon les méthodes classiques. Les isolats a coloration Gram positif et
présentant un aspect filamenteux sont conserveés sur gélose inclinée a 4 °C, avec un repiquage

tous les 4 semaines.
8. Conservation des isolats d’actinobactéries

Seules les colonies a coloration Gram positif présentant les aspects caractéristiques des
actinobacteries sont conservés sur milieu ISP2 a 4°C.Les isolats purifiés sont conserveés afin
de les utilises pour des tests ultérieurs. Les isolats sont repiqués dans des boites de Peétri
Contenant le milieu ISP 2. lIs sont ensuite incubés a 28 °C pendant 7 jours, puis conservés a
4°C. (Oskay et al., 2004). Pour I’identification de nos isolats, nous nous sommes basés sur
des observations macroscopiques, microscopiques et des caractéres physiologiques et
biochimiques.

9. Aspect macroscopique et caractéeres culturaux des isolats

L’aspect phénotypique et les caractéres culturaux représentent une grande importance en
taxonomie bactérienne. lls sont détermines sur le ou les milieux de culture suivants : ISP2,

GLM, CAA. L’importance de la croissance, le développement du mycélium aérien sur chaque

22



Chapitre II Matériel et méthodes

milieu, la pigmentation du myceélium aérien et celui du substrat (le dos de la colonie) et la

présence ou absence de pigments diffusibles dans la gélose sont observeés et notés.
10. Morphologie des mycéliums (aériens et de substrat)

La morphologie des mycéliums est observée par la technique de culture sur lame.

L’observation microscopique a ét¢ effectuée au grossissement (x 40).
11. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne
11.1. Souches de microorganismes cibles indicatrices

Les microorganismes cibles proviennent de la collection du laboratoire de microbiologie de
I’Universit¢ d’Oran Ahmed Ben Bella, déposé dans la banque de donnée de la collection
mondiale (ATCC).Les souches bactériennes ont toutes été revérifiées au laboratoire afin de
nous assurer qu’il s’agissait bien d’espéces bactériennes en culture pure. Le tableau ci-dessous

présente les caractéristiques des bactéries indicatrices.

Tableau05 : Caractéristiques des bactéries indicatrices.

Microorganismes Coloration de Gram Code d’accession
Staphylococcus aureus Gram + ATCC 6538
Bacillus subtilis ATCC6633

Pseudomonas auroginosa Gram - ATCC 9027
Sallmonella enterica ATCC1402
Echerichia coli ATCC8737
Candida albicans Levure ATCC 10231
Aspergillus.niger Champignon INPV

ATCC: American Type Culture Collection.INPV : Institut Nationale de Protection des Végétaux.

11.2. Technique des stries croisées

L’activité antimicrobienne des isolats est évaluée par la méthode des stries croisées sur
milieu ISP 2. Celle-ci consiste a ensemencer les isolats d’actinobactéries a tester en un seul

trait & la surface du milieu solide en bordure de la boite de Pétri. Aprés incubation pendant 10
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jours a 28°C. Les souches cibles sont ensemencées perpendiculairement a la strie
longitudinale de 1’actinomycete (Figure 11).Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h a

48h pour les bactéries et 25 °C pendant 5 jours pour la levure et la moisissure.

La lecture des résultats s’effectue par la mesure de la distance d’inhibition entre les bordures

de la souche cible et I’isolat d’actinobactéries testé.

Zone d'inhibition (mesurée en

Actinomycete

Résultat

Ensemencement

Figurell:Mise en évidence de I’activité antibiotique sur milieu solide par la méthode des

stries croisées (Rothrock et Gottlieb, 1981).

11.3. Test de sensibilité aux antibiotiques

La méthode de standardisation des germes cibles utilisée est celle des suspensions dilutions
accompagnée d’une mesure de la densité optique a différentes longueurs d’onde suivant le
germe étudie, (DO = 0,08-0.1) de la solution mere sur un spectrophotomeétre ou la longueur
d’onde est 625 nm. La charge de I’inoculum utilisée est de 108 UFC/mI pour les bactéries
(Billerbeck et al., 2002).Les disques d’antibiotiques sont déposés aseptiquement a environ
10mm de la périphérie de la boite de Pétri coulé précédemment par milieu Muller Hinton
(Annexe 01), a I’aide d’une pince stérilisée par flambage, en appuyant légérement pour
assurer le contact avec le milieu. Les boites sont placées dans un réfrigérateur a 4+1°C
pendant 2h puis mises a incuber a 28 +2°C. Le diametre de la zone d’inhibition est mesuré
apres 72 h d’incubation (Chun et al., 1998 ;Monciardini et al., 2003).lorsque le diametre de
zone d’inhibition est supérieur ou égala 15 mm I’isolat est sensible , I’absence de zone 1’isolat

est résistante (R).
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Tableau06 : Les antibiotiques utilisés dans le test d’antibiogramme leur familles et leur mode

d’action.
Antibiotiques Charge (ung/disque) La famille Mode d’action
Ciprofloxacine (CIP?) 5 fluoroquinolones | bactéricide
Doxycycline HCI (DO) 30 tétracyclines bactériostatique
Gentamicine (GEN™) 10 aminosides bactéricide
Amoxiclav (AMC™) 30 Aminopénicillines | bactéricide
Cefixime (CFM) 5 Béta-lactamines | bactéricide
Cefotaxime(CTX™) 30 béta-lactamines, | Bactéricide
Amikacine (AK®) 30 aminosides Bactéricide
Erythromycine(E ™) 15 macrolides bactériostatique

12. Etude physiologique des isolats d’actinobacteries

Des tests de dégradation de différents composés glucidiques, lipidiques et protidiques sont été

effectués :

12.1. Hydrolyse de la caséine

La cas€ine, protéine de lait, peut étre hydrolysée par certaines especes bactériennes. Chaque

isolat bactérien testé est ensemencé sur milieu gélosé en boite de Pétri additionné de 5% de

lait stérile. Les boites sont incubées a 28°C pendant 7 jours. L’observation des zones

d’éclaircissement du milieu autour des colonies témoigne 1’hydrolyse de la caséine (caséine+)

(Staneck et Roberts, 1974 ; Géraldine et al., 1981).(Annexe 01)

12.2. Dégradation de I’amidon

La gélose a I’amidon est une gélose nutritive, additionnée de 1% d’amidon, elle permet de

mettre en évidence la dégradation de ce polyholoside. Les souches d’actinobactéries sont

ensemencées sur gélose a 1’amidon. Apreés 14 jours d’incubation a 30°C, la culture est

recouverte d’une solution de Lugol. L’hydrolyse de I’amidon est mise en évidence par
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I’absence de coloration autour des colonies. Les zones contenant de 1’amidon se colorent en

bleu (Marchal et Bourdon, 1973). (Annexe 01)
12.3. Dégradation de la gélatine

Les isolats d’actinobactéries sont cultivés sur milieu gélose nutritif contenant 4% (v/v) de
gélatine puis incubés a 30 °C pendant 21 jours. Apreés incubation, les zones ou la gélatine est
hydrolysée, la gélose devient moue correspondant ainsi aux zones d’hydrolyse (Marchal et

Bourdon, 1973, modifié). (Annexe 01)
12.4. Pouvoir hémolytique

Ce test consiste a ajouter dans un flacon contenant 200 ml de gélose nutritive stérile en état de
surfusion (45°C), une quantité de sang humain avoisinant un pourcentage de 5%.Le flacon
est ensuite homogénéisé deélicatement pour ne pas éclater les cellules sanguines. Apres
homogénéisation, le contenu du flacon est coulé dans des boites de Pétri. Apres
refroidissement du milieu, les actinobactéries sont ensemencées sous forme d’un trait au
centre de chaque boite de Pétri. Les zones claires au tour de la colonie représentent la zone

d’hémolyse.
12.5. Utilisation des composées glucidiques comme seules sources de carbone

Les glucides (oses, diholosides, polyholosides,...) peuvent étre dégradés par de nombreuses
bactéries suivant deux grandes voies: ’oxydation(en aérobiose) et la fermentation(en
anaérobiose). Ce test consiste a apprécier la croissance des actinobactéries en présence de
composes glucidiques a raison de 10g/l comme seule source de carbone, additionnés au milieu
ISP2.Les isolats d’actinobactéries sont ensemencées en stries a 1’aide d’une anse stérile a la
surface du milieu gélosé en boite de Pétri. Les boites sont ensuite incubées a 28°C pendant 21
jours. Lorsque la croissance est meilleure et nettement supérieur a celle du témoin sans sucre
dans ce cas le test est consideré comme positif (Harir, 2018).Les composés glucidiques et les
dérivés testes sont les suivants : Iévulose, raffinose, rhamnose, maltose, lactose, D.fructose,

D.glucose, Sucrose, D.galactose, Xylose.
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13. Croissance en présence d’inhibiteurs

13.1. Différentes concentration de Na ClI

Le milieu ISP2 contenant des concentrations croissantes en Na Cl (3,5, 7, 9 et 10 %) est
ensemencé par les spores prélevées d’une culture de 14 jours de I’isolat d’actinobactéries
identifié. L’incubation est réalisée a la température de 28 °C pendant 21 jours. La croissance

est ensuite notée selon une échelle : (faible, moyenne, bonne croissance).
13.2. Croissance a différentes températures

Chaque bactérie a une température pour laquelle sa croissance est optimale, ainsi que des
températures extrémes au-dessus des quelles elle ne se développe pas. Ce test consiste a
évaluer la croissance des souches a différentes températures sur le milieu ISP2. La croissance
des souches d’actinobactéries a été testée a différentes températures (5, 15, 20, 28et 37°C)

pendant 21jours (Meklat, 2012).
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Résultats et discussion

1. Isolement des actinobacteries

Colonies
d’actinobactérie

Figure 12 : Deux boites de Pétri représentants un isolement d’actinobactéries a partir d’un échantillon

de sol saharien de KNADESSA (A : dilution 10™B : dilution 10°®.
Apres incubation durant 14 a 21 jours, des colonies présentant des caractéristiques
d’actinobactéries apparaissent sur les 3 milieux d’isolement (ISP2, GLM, CAA) ajusté a un
pH 7 additionnée a un antibiotique (ampicilline 0.2%) et un antifongique (fungisone 0.1%).
Ces colonies sont reconnues par leurs aspects macroscopiques. Ce sont des colonies dures
incrustés dans la gélose. Microscopiquement, elles présentent des hyphes filamenteux
ramifiés. Au total, 6 isolats d’actinobactéries sont isolés. Au cours de la purification, 2 isolats
été contaminé (provenant de I’échantillon d’eau de la station thermale) donc, il nous a été
impossible de le récupérer malgré les nombreux repiquages successifs. Le Tableau 07
représente les résultats de 1’isolement des actinobactéries a partir des différents échantillons
analysés. Les résultats indiquent que le nombre des colonies d’actinobactéries sont faiblement
présent dans les échantillonsA2, A3 et B1 (01 colonie/échantillon), alors que 1’échantillon B2
a permis I’obtention de 2 colonies. Ce résultat peut étre expliqué par sa richesse en maticre
organique par rapport aux autres échantillons. Plusieurs travaux affirment que le nombre des
actinobacteries est en corrélation positive avec le pourcentage de la matiére organique
(Hayakawa et al., 1988 ; George et al., 2010).Nos résultats illustrées par la Figure 13,
montrent que le milieu ISP2 s’est révélé le meilleur milieu pour I’isolement d’actinobactéries
par rapport aux autres milieux. Cette propriété peut étre due d’une part aux substances

antibactérienne et antifongique et d’autre part, a sa richesse en substrat carboné et azoté.
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Tableau 07 : Résultats de I’isolement des actinobactéries a partir des différents échantillons analysés dans les

trois milieux de culture.

Milieux | Eau de la station Sols de sebkha Sols
de culture sahariens
Ech, Ech, Echl | Ech, Ech; Ech; | Ech,
CAA 0 0 0 0 0 0 1
GLM
0 0
ISP, 0 1 0 0 1 0 2

B1 : I’isolat isolé de sol saharien sur milieu ISP2.A2 :I’isolat isolé de sol de sebkha sur le mileiu GLM.

B3 :I’isolat isolé de sol saharien sur milieu ISP2.B4 : I’isolat isolé de sol de sebkha sur le mileiu ISP2.

Histogramme représentant le nombre de colonie
d'actinomycétes isolés & partir de chaque milieu de culture.

Nombre de colonies

B Milieu de culture 15P2 GLM can

Can

Figure 13 : Histogramme représentant le nombre de colonie d’actinomycétes isolés a partir de chaque milieu de culture.

> Discussion

D’aprés (Boughachiche et al., 2012 ; Reghioua et al., 2008),les travaux d’isolements des
actinobacteries a partir des milieux extrémes sahariens et le sol salin sont relativement rares

en Algérie.

D’apres certains auteurs, la technique universelle d’isolement des actinobactéries n’existe
pas, de ce fait il est recommandé de varier les méthodes et les milieux d’isolement dans un
objectif de réussir a un isolement important de la flore Actinomycetales (Boudemagh, 2007).
Plusieurs auteurs considerent que la combinaison d’un prétraitement chimique ou physique
des échantillons avec 1’addition des antibiotiques est une précaution essentielle dans

I’isolement des actinobactéries.
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Au cours de notre travail nous avons utilisé deux techniques de prétraitement des échantillons
du sol, I’'une physique c’est le séchage des échantillons du sol a I’air libre pendant sept jours.
Elle apour but de réduire la flore bactérienne indésirable. D’aprés Fan et al., (2010), le
séchage des échantillons du sol pendant 7 & 21 jours, reduit considérablement le nombre des
champignons ainsi que les bactéries. L’autre technique est chimique, c’est I’enrichissement
par le bicarbonate de calcium (CaCO3), pour faciliter 1’isolement sélectif des actinobactéries,
ayant une croissance lente, par rapport aux bactéries et aux champignons. L’enrichissement
des échantillons du sol par le bicarbonate de calcium est une technique décrite par EI-Nakeeb
et Lechevalier (1963). Cette technique permis non seulement une augmentation du nombre
de colonies des actinobactéries, mais aussi une diminution de la flore fongique et bactérienne
(Gurung et al., 2009).

Le nombre faible d’actinobactéries isolés a partir des échantillons de sols peut-étre expliqué
par la période d’échantillonnage réalis¢ pendant la saison hivernale (mois de Février),ainsi
que par les facteurs physico-chimiques(le pH, la matiére organique et le taux d’humidité), qui
influencent considérablement surle nombre ainsi que le genre d’actinobactéries qu’abrite le
sol. Selon les travaux de Hiltner et Stromer (In Logman, 2009), les actinobactéries
représentent 20% de la flore microbienne du sol au printemps, alors qu’en automne la densité
des actinomyceétes dépasse les 30%.Cet accroissement est probablement lié a la disponibilité
des éléments nutritifs et aux conditions physico-chimiques (Hop et al., 2012 ; Adegboye et
al., 2012 ; Lee et hwang, 2002) .

2.Caracteéres culturaux

Apres 7 a 10 jours d’incubation, des colonies jeunes sont apparues, de forme irrégulier,
seches, de couleur beige a créemecorresponadant au mycélium de substrat. Celui-ci est formé
dans les premiers stades de la croissance et s’est développé sur la gélose puis s’est enfoncé
radicalement dans le milieu de culture. Ce mycélium peut étre aussi observé sur le dos de la

colonie lorsque le milieu est totalement transparent.

Sur les milieux 1ISP2,GLM, CAA, un aspect poudreux de couleur blanche a créeme est observeé
des le début de la deuxieéme semaine, c’est le mycélium aérien. Ce dernier a continué a se
développer durant toute la deuxieme semaine. D¢s le début de la troisieme semaine jusqu’au
21°™ jour, le mycélium aérien a pris progressivement une couleur beige foncé & maron claire.
Ce changement correspond a la formation des spores sur les extrémités des hyphes aériens.

Lefigure 14illustre les caractéres culturaux des actinobactéries.

30



Chapitre III Résultats et discussion

Figure 14 : Caracteres culturaux des actinobactéries.

3.Caracteres morphologiques

Les caractéres phénotypiques des isolats purifiés, observés sous microscope optique
(grossissement x40), sont présentés par la Figurel5. Les isolats présentent un mycélium de
substrat formé de longs hyphes fins, ramifiés et ne portant pas de spores. A prtir de ces
hyphes, les isolats ont développé un autre mycélium aérien, moins ramifié que celui du
substrat et se différencie aux extérimités des hyphes en longues chaines de spores. Les spores
ont une forme cylindrique, non mobiles. Il est a noter aussi qu’aucune autre structure n’est
observée comme les sporanges ou les sclérotes. La coloration de Gram a permis de mettre en
évidence que les quatre isolats d’actinobactéries sont des bactéries a coloration Gram positif.

le Tableau 08 et la Figure 15montrent les caractéres morphologiques des actinobactéries.

Tableau 08 : Caracteres morphologiques des actinobactéries.

Isolats Mi Diamétre des
. icro , .
Macro morphologie . Forme d’hyphe colonies
morphologie (mm)
Bl ) .
Colonies blanchétre a contour (2-7)
irrégulier sous forme de chou- Coccien chainette Droite
fleur
A2 Blanc cassé, gris, jaune
Orangé.colonies grises foncées, Bacilles en chainettes Droite (1-3)
adhérent entre elles, poudreuses
B3 Blanc cassé, gris, jaune (2-4)
Orangé.Colonies de grande taille Batonnets longs, .
avec un contour arrondi, aplatis, isolés Droite flexueuse
poudreuses
B4 | Colonies grise, blanc cassé, (2-5)
gris.colonies grises foncées, bacille en chainette Flexueuse
adhérent entre elles, poudreuses
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Figure 15 : Caractéres morphologique et microscopique des quatre isolats d’actinobactéries.

4. Conservation des isolats

La figure 16montre la conservation des isolats d’actinobactéries dans des tubes contenantle milieu

ISP2 gélosé incliné aprés14 jours d’incubation.

Figure 16: Conservation d isolats d’actinobactéries dans des tubes contenant le milieu ISP2 gélosé incliné.
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5. Tolérance aux différentes températures et salinité

Les résultats illustrés par le Tableau 09 et la Figure 17 montrent que tous les isolats

sont capables de croitre dans un intervalle de salinité allant de 3 a 10%. (Annexe 02)

D’autre part, les actinobactéries testées sont capables de croitre dans une gamme de
température allant de 15 & 30°C, avec un optimum de croissance entre 20 et 30°C. En
revanche, aucune croissance n’a été obtenue a la température 5°C, alors qu’une trés faible
croissance a été observée a la température 37°C. Le Tableau 09présente les résultats de la

tolérance a la salinité et aux différentes températures.

Tableau 09 : Résultats de la tolérance a la salinité et aux différentes tempeératures.

Croissance a différentes températures Croissance a différentes
Actinobacteries (°C) concentrations de NaCl (%)
5 15 20 30 37 3 5 7 9 10
Bl - + + + -[+ + + + -[+ +
A2 - -[+ + + -[+ + + + + +
B3 - -/+ + + -+ + + + + +
B4 - + + + -/+ + + + + +

(+) : positif ; (-/+) : plus ou moin,(°C) : croissance a différentes températures.% : concentration de NaCl.

s
Bonne Croissance — i — — N
=nl
mAZ
Croissance moyenne s
2 Gox
. o 1
Croissance faible
3 5 7 [} 12

Figure 17: Croissance des isolats d’actinobactéries vis-a-vis de déférentes concentration de Na CI.

iG] el

Les isolats bactériens ont montré une bonne tolérance aux différentes concentrations
de Na CI testées et avaient la capacité de croitre méme dans un milieu hypersalé (10 % de Na
CI). Ces résultats sont en accord avec les travaux de Gochnauer et al., 1975 et Zenova et al.
2011).
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Figure 18:Résultats de la croissance des actinobactéries dans différant températures (5, 12, 20,30et 30°C).
> Discussion

La température de croissance des quatre isolats se situe entre 15 et 30°C, avec un optimum
d’environ 28 °C. Ces isolats sont inhibés a 5°C et ont présenté une tres légere croissance a
37°C. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec (Kroppenstedt et Evtushenko
,2006) et (Zhe Lang et al., 2017). Par ailleurs d’autres études ont signalé que certaines
especes d’actinobactéries ont la capacité de croitrent méme a une température de 40 °C

(petrosyan et al.,2003).
6. Résultats d’études physiologiques et biochimiques

6.1 Assimilation des sucres

Les résultats de ’assimilation des sucres sont présentés dans le Tableau 10 et la Figure 19.
Pour I'utilisation des sucres, nous constatons tout d’abord que les quatre isolats ont bien
assimilé le maltose, le glucose, le lactose, le raffinose, le galactose et le saccharose. Nous
avons constaté aussi que ’isolat A2 a assimilé la majorité des sucres testés a 1’exception de
lévulose et xylose. En revanche, aucun isolat n’a pu assimiler la xylose. Ce test révele

également que les quatre isolats d’actinobactéries assimilent différemment le reste des sucres

(fructose, lévulose et rhamnose).

Figure 19 : Résultats de 1’assimilation des sucres par les actinobactéries.
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Tableau 10 : Assimilation des composées glucidiques comme seules sources de carbone

Actinobacterie Mal Fru |Lév|Glu|Lac |Rham | Raf | Gal | Sac | Xyl
B1 + _ + + + + + + + -
A2 + + - + + + + + + -
B3 + + - + + - + + + -
B4 + - - + - - + + + -

(+): positive; (-): négative. Glu : glucose, Mal : Maltose,Fru : Fructose, Lév :Lévulose,Glu : glucose,Lac :
Lactose,Rham : Rhamnose ,Raf : Raffinose, Gal : Galactose, Sac : Sacarose, Xyl : Xylose.

7. Activité antimicrobienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne des actinobactéries sont illustrés dans le Tableau
11 et les Figures 20et 21. D’aprés ces résultats, certains sont fortement ou moyennement
actifs, alors que d’autres le sont faiblement. Nous avons constaté que trois isolats
d’actinobactéries (A2, B3 et B4) ont montré une activité antibactérienne et antifongique non
négligeables vis-a-vis des microorganismes testés. Nous avons constaté aussi que tous les
isolats se sont révélés actives au moins vis-a-vis d’une ou de deux bactéries indicatrices.
L’isolat B 3 a présenté la zone d’inhibition la plus importante avec une distance d’environ25
mm contre Pseudomonas aeroginosa, en revanche, 1’isolat B4 s’est révélé le moins actif avec
des diamétres d’inhibition ne dépassant pas 7 et 11 mm respectivement contre Pseudomoas
aérogenosa et Salmonella enterica.L’activité antagoniste la plus importante est obtenue par
les isolats (B3, B1 et A2). Ces isolats possedent un pouvoir antagoniste vis-a-vis de la plupart
des souches testés. Les autres isolats se sont révelés peu efficaces (Tableau 11). Les isolats A2
et B1 ont montré une importante action contre S.aeureus avec une zone d’inhibition de 20 et
22 mm respectivement. Les autres isolats testés se révelent peu ou pas sensibles. L’isolat Bl
est le seul ayant montré une activité vis-a-vis de I’espéce Candida albicans avec une
distance d’environ 13 mm. Par contre les isolats B1, B3 et B4 ont montré une activité vis-a-

vis la moisissure Aspergillus niger.
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Tableau 11: Résultats de I’interaction des actinobactéries avec les souches indicatrices.

Isolats Activité vis-a-vis (mm)
d’actinobactéries i i
Pseudomonas | Staphylococcus | Candida | Salmonella | Aspergillus
Aeroginosa | Aeureus albicans |enterica niger
B1 _
@ 13 18 Sensible
A2
12 - Résistant
B3
@ 6 - 5 Sensible
B4
7 - - 11 Sensible

Sallmonella enterica

Candida albicans

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeroginosa

€ €€ €

Figure 20: Résultats des interactions des actinobactéries avec des souches cibles.
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Figure2l: Résultats de I’activité antifongique des isolats d’actinobactéries.
> Discussion

D’ailleurs, I’activité antifongique est assez répandue chez les actinobactéries, elle a été
déja montré vis-a-vis de Verticillium dahliae(Harir et al., 2018) et Phytophthora sp.(Xiao
et al.,, 2002). La variation des résultats peut étre expliquer en partie par le fait qu’une
espéce d’actinomycétale peut produire plusieurs types de molécules antibactériennes dont
la nature dépend de la composition et la concentration des composants du milieu de
culture (Boughachiche et al., 2005). 1l est a signaler également que certains champignons
possedent la capacité de synthétiser des enzymes, qui inactivent 1’antibiotique de

I’actinobactérie en modifiant sa structure chimique(Asselineau et Zalta, 1973).

37



Chapitre III Résultats et discussion

8. Résultats de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

Les résultats de la sensibilité des actinobactéries aux antibiotiques sont présentes par le
tableau 12 et les figures 22Les zones d’inhibition autour des disques d’antibiotiques
apparaissent tres claires avec des bordures distinctes. L’inhibition est notée positive lorsque le
diamétre de la zone d’inhibition est supérieure ou égale a 15 mm. Les résultats de
I’antibiogramme en milieu solide des quatre isolats, montrent que certains isolats sont
sensibles, d’autres résistants ou intermédiaires aux antibiotiques testés. Les quatre isolats se
sont révélés insensibles et représentent ainsi une résistante a I’antibiotique amoxyclav(AMC),
cefixime(CFM) et doxycyline(DO). Ces mémes isolats se sont montrés sensibles a
ciprofloxacine(CIP) et gentamycine avec des diametres d’inhibition variant de 20 a 50 mm.
L’isolat B1 s’est montré sensible a la moitié¢ des antibiotiques testés, suivi par 1’isolat B3. Les
deux autres isolats se sont révélés sensibles sensibles uniquement a deux antibiotiques. A
travers ces résultats, nous pouvons conclure que I’antibiotique ciprofloxacine (CIP) présente
un spectre d’activité assez important.D’aprés Aharonowitz et Demain (1978) ; Omura et
Tanaka (1986) ; Cheng etal.;(1995) ; Sanchez et Demain (2002), la nature et la
concentration des composants du milieude culture ont un effet remarquable sur la capacité et

la quantité de métabolites secondairesproduits par le microorganisme producteur.

Tableaul? :Résultats d’antibiogrammedes actinobactéries.

Les Les zones d’inhibition (mm)
actinobactéries
CIP AK DO AMC | GEN E CTX | CFM
Bl 50 26 R R 34 30 10 R
A2 20 10 R R 50 10 05 R
B3 46 10 R R 49 20 R R
B4 51 R 10 R 10 R 30 R

(R) : résistant
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Figure 22 : Résultats de 1’antibiogramme sur le milieu Muller Hinton.
9. Tests physiologiques des isolats d’actinobactéries

9.1. Hydrolyse de la caséine

La cas€ine, protéine du lait, peut-étre hydrolysée par certaines espéces bactériennes.La
Figure 23, présente les résultats de I’hydrolyse de la caséine. D’aprés ces résultats nous ne
constatons que les quatre isolats d’actinobactéries onthydrolyséla caséine. Ce résultat positif
s’est traduit par 1’apparition d’une zone claire au tour des colonies testées. La dégradation de

la caséine est due a I’enzyme caséinase.
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Figure23 : Résultats de I’hydrolyse de la caséine par les quatre isolats.

9.2. Dégradation de I’amidon

L’amidon, macromolécule formulée de n unités glucose enchainés, est hydrolysé par
I’exoamylase dans le milieu extracellulaire en n molécules de glucoses. Puis le glucose
(molécule de petite taille) pénétre dans la cellule grace a glucose perméase. La
Figure24présente le résultat de la dégradation de I’amidon. Selon les résultats, les quatre
isolats d’actinobactéries hydrolysent 1’amidon en glucose. La présence d’une zone jaunatre

témoigne de la dégradation de cette macromolécule.

Figure 24: Résultats de la dégradation de I’amidon par les quatre isolats.

9.3. Hydrolyse de la gélatine

Les résultats de I’hydrolyse de la gélatine sont présentés par la Figure 25. Ces résultats
montrent que les quatre isolats utilisent la gélatine comme source de carbone. Ces résultats

témoignent de la présence de I’enzyme gélatinasse chez I’ensemble des actinobactéries testés.

40



Chapitre III Résultats et discussion

Figure 25: Résultats de I’hydrolyse de la gélatine par les quatre isolats.
9.4. Pouvoir héemolytique

Les résultats de I’effet hémolytique sont présentés par la Figure 26.Selon les résultats, le
test s’est révélé négatif et aucun isolat n’a montré un effet hémolytique (absence de zone

claire autour des colonies).

Figure 26: Résultats de test du pouvoir hémolytique de quatre isolats.
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» Discussion générale

Les Actinobactéries sont omniprésentes dans la nature, et sont utilisées dans différents
domaines. Elles ont un role important dans le secteur pharmaceutique, agro-alimentaire,
industriel, agricole et autre. Elles contribuent également a la dégradation de la matiere
complexe. Elles produisent des substances antimicrobiennes qui exercent une activité
antagoniste vis-a-vis des microorganismes pathogenes et/ ou d’altérations.

Les antibiotiques synthétisés par les actinobactéries ont suscité beaucoup d’intérét
dans les industries pharmaceutiques pour leur valeur thérapeutiques. En effet, la majorité de
ces bactéries sont considérées comme des germes inoffensifs pour 1’hdte. Elles sont
considérées comme des microorganismes a potentiels thérapeutiques trés intéressants. La
connaissance de ce groupe de bactéries pourrait nous permettre de les utiliser dans les
différents domaines précédemment cités. En raison de leur présence dans des écosystemes
souvent hostiles et complexes, nous nous sommes proposé d’isoler cette population a partir de
deux biotopes (sol salin et sol aride). Cette étude est basée sur des observations
macroscopiques et microscopiques et des tests physiologiques et biochimiques. Elle est
ensuite complétée par des tests d’activité antimicrobienne vis-a-vis des germes pathogenes
afin d’évaluer leur pouvoir antimicrobien ainsi que leur capacité a se développer a différentes
concentrations de Na Cl et a différentes températures. Une étude sur la sensibilité des isolats
d’actinobactéries aux antibiotiques a été également effectuée.

Aprés purification, isolement et dénombrement de nos isolats, les cultures sont
conservées sur gélose inclinée a 4°C.

L’étude macroscopique nous a permis de déterminer les caractéres culturaux de nos isolats
(aspect, couleur, forme et contour). Quant a 1’étude microscopique, elle nous a permis de
différencier les isolats selon la coloration de Gram.

Ensuite, les tests biochimiques et physiologiques réalisés sur nos isolats, consistent en
la recherche de I’hydrolyse de la gélatine, de ’amidon, de la caséine et leur effet hémolytique.
Nous avons ensuite évalué par des tests leur capacité de croissance a différentes températures
(5°C, 15°C, 20°C, 28°C et 37°C), a différentes concentrations de Na CI (3%, 5%, 7%, 9% et
10 %), et enfin, leur activité antimicrobienne vis-a-vis de certains germes pathogénes ainsi
que le test de sensibilité aux antibiotiques.

La caractérisation pheénotypique montre que les isolats bactériens, appartiennent au
groupe des Actinobactéries et que 1’ensemble de ces isolats se rattache a un seul et unique

genre, le genre Streptomyces. Ce genre semble le plus dominant dans les échantillons de sol
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analysés. Les isolats d’actinobactéries assimilent difféeremment les sources carbonées. Dans ce
contexte, I’isolat A2 se distingue seul des 3 autres en possédant un spectre important
d’assimilation des sucres. Par ailleurs, les tests d’activité antimicrobienne effectués ont
permis d’évaluer I’action des isolats sur quelques espéces bactériennes et sur un mycete. Les
isolats étudiés présentent in vitro une activité antibactérienne intéressante, néanmoins,
d’autres études portant sur ce phénomene doivent étre entreprises. Les résultats traduisent un
important potentiel antagoniste en présence de 1’isolat B3, en revanche, en présence de 1’isolat
B4, on a enregistré les diameétres les plus bas (7 et 11 mm).En effet plusieurs travaux ont
démontré un pouvoir antibactérien remarquable de ces actinobactéries vis —a- vis de
nombreux germes pathogénes (McKenzie et al, 2010 ; Mythili et Ayyappa, 2011 ; Ng et
Amsaveni, 2012).

L’ensemble des résultats des caractéres culturaux, phénotypiques et biochimiques des quatre
isolats a permis de les rapprocher au genre Streptomyces. Plusieurs travaux ont signalé que le
genre Streptomyces est le germe le plus dominant dans les sols arides et semi-arides d’Algérie
(Sabaou et al., 2018), Néanmoins, ces résultats préliminaires ne permettent pas de rattacher
ces isolats a des especes proposées dans la littérature, en raison du faible nombre de tests
réalisés, comparés a ceux rapportés dans le manuel de Bergey’s (1989) ou bien a ceux

effectués par Badji et al., (2006).

Bien que la détermination phénotypique et biochimique des bactéries constitue une
partie indispensable et essentielle a I’identification des actinobactéries, elle est cependant
imprécise et limitée. Afin d’affiner nos résultats, une caractérisation moléculaire est

nécessaire.
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Conclusion

Ce stage a été pour nous un apprentissage du travail de recherche en laboratoire. Il nous a
permis de comprendre et d’apprendre 1’utilisation de quelques techniques fondamentales de la
microbiologie. Nous avons pu nous familiariser a manipuler dans des conditions stériles et a
utiliser les outils de base en microbiologie. Mais surtout, ce stage nous a octroyé 1’opportunité
de rencontrer de prés mes enseignants et de profiter de leur connaissance dans le monde de la
recherche. Ce stage a été pour nous un exercice pour améliorer nos connaissances dans le

monde microbien.

« La température de croissance des quatre isolats se situe entre 15 et 30°C, avec un

optimum d’environ 28 °C.
. Elles sont capables de croitre dans un intervalle de salinité allant de 3 a 10%.

. les quatre isolats d’actinobactéries sont capables d’hydrolyser la caséine, I’amidon

et la gelatine.

* L’isolat B3 a montré une zone d’inhibition importante vis-a-vis de Pseudomonas

Aeroginosa.

* Les isolats B1 et A2 ont donné des zones d’inhibition varie entre 18 a 22 sur

Staphylococcus aureus et Salmonella enterica

» En revanche les quatre bactéries se sont révélée plus ou moins résistantes a isolat
B4.Les quatre isolats sont résistant a les 3  antibiotiques (

doxycycline,amoxiclav,cefixime).

Pour mieux valoriser les isolats d’actinobactéries.il est souhaitable :

d’étaler les sites de prélévement d’échantillons afin de diversifier I’origine des isolats.
= constituer une collection réellement représentative de la population d’actinobactéries.
= Réaliser de nouveaux des tests in vitro et in vivo

= Et enfin, Il conviendrait également d’étendre ce travail par d’autres techniques pour
mieux identifier les isolats bactériens, et affiner cette taxonomie par des techniques de

biologie moléculaire.
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Annexe 01

Le milieu GLM : Extrait de levure 3g, extrait de malt 3g, Peptone 5g, Glucose 10g,
Agar 15¢, Eau distillée 1000ml, pH=7.3.

Le milieu ISP2 :ISP 2 Extrait de levure 4 g, Extrait de malt 10 g, Glucose 4 g, Agar 20 g, Eau
distillée 1000 ml, ampicilline 2ml, Fungisone 1ml, pH =7,3.

Le milieu CAA : Amidon10g, caseine0.3g, KNO; 29, K,HPO, 2g, NaCl 2g, MgSO,.7H,0
0.05 g, CaCO; 0.02g, FeSO,4 7H,0.01g, Agar 189, eau distillée 1000 ml, pH =7.3.

Milieu gélose nutritive (GN)

Peptone : 5g ; Extrait de levure : 2g ; Extrait de viande : 1g ; NaCl : 5g ; Agar : 15¢g ; Eau
Distillée g.s.p 1000ml ; .pH 7,5

Mueller Hinton

Infusion de viande de beeuf 2 g ; Amidon 15 g ; Hydrolysat de caséine 17,59 ; Agar 17 g ; Eau distillée
1000 ml ; pH 7,3.

Dégradation de I’amidon (Marchal et Bourdon, 1987)

10 g d’amidon dans 100 ml de gélose nutritive. Une solution de Lugol permet de mettre
en évidence la dégradation de I’amidon.

Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1987)(modifiée)
4 g de gélatine dans 100 ml de gélose nutritive.

Dégradation de la caséine du lait (Gordon et al., 1974)

10 g de lait en poudre écrémé sont dissous dans 100 ml d’eau distillée (pH 7,5), puis
stérilisés al’autoclave. 100 ml d’eau distillée (pH 7,5) contenant 3,6 g d’agar sont
parallelement autoclavés.Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis
coulées en boites de Pétri stériles.L’apparition d’une auréole claire autour des colonies

indique la dégradation de la caséine



e Coloration de Gram

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal; il est
Ensuite rincé rapidement a I’eau distillée, traité pendant une minute par une solution de Lugol,
et de nouveau rincé rapidement a ’eau distillée. On soumet alors le frottis coloré a une étape de
décoloration en le traitant avec 1’éthanol 95%. Il s’agit de 1’étape critique: la lame est
maintenue inclinée et en fait couler le solvant sur le frottis pendant 15 a 30 secondes seulement
jusqu’a ce que le colorant cesse de s’échapper librement du frottis. Celui-ci est alors
immédiatement rincé a 1’eau distillée. A ce stade les cellules Gram- seront incolores, les
cellules Gram+ violettes. On soumet ensuite le frottis & une contre coloration de 10 & 30
secondes a la fushine(ou safranine) pour colorer les cellules Gram- présentes. Aprés un bref
ringage a I’eau distillée, on séche le frottis au buvard ou au-dessus de la flamme d’un bec
Bunsen et on I’examine a 1’objectif (X 100) a immersion.
Avec cette coloration double, les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé

Tandis que les bactéries « Gram-négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2007).



Annexe 02

Témoin

.1 : milieu de cultu tose. 2 : milieu de culture+sucrose 3 : milieu de culture+maltose..4 : mileu de

culture+lévulose. 5 el de culture+rhamnose . 6: milieu de culture+xylose . 7 : milieu de culture+ rhafinose .

8 : milieu de culture + fructose. 9 : mileiu de culture+lactose..10 : milieu +galactose.

Figure : Résultats de 1’assimilation des sucres



Le: differentes concenmations en Na Cl

B3

Figure: Crodszance des olats d actaobacteries vis-2-mis de deféruntes concentaticn de Na CL




