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Isolation and selection of strains of actinobacteria exhibiting antimicrobial activity from

soils of the Ghardaia region

Abstract

This study aims the isolation of strains of actinobacteria from soils of Ghardaia region and
the demonstration of their antimicrobial activity. The choice of soil samples was carried out from
the two regions Berriane and Metlili. The ChV (B) medium with or without selective antibiotics
alowed us to isolate a large number of actinobacteria, of which 57 isolates were selected and
purified. The evaluation of their antimicrobial activity was carried out using the cross streak
method against three bacterial test strains: S. aureus ATCC699, B. subtilis ATCC 6633, E. coli
ATCC25922 and a yeast C. albicans ATCC10231. The results showed that twenty-one isolates
(36%) have exhibited antibacterial activity. The best isolate that showed activity against all target
organisms was isolate B12 with the following inhibition diameters: 16mm against S. aureus,
15mm against E. coli ATCC25922 and 11mm against B. subtilis. No activity was recorded by

actinobacteria isolates against the yeast C. albicans.

Key words: Isolation, Actinobacteria, Antimicrobial activity, Ghardara soils.



Isolement et sélection de souches d'actinobactéries présentant une activité antimicrobienne

a partir de sols de la région de Ghardaia

Résumé

Cette étude concerne I’isolement des souches d’actinobactéries a partir de sols de la région
de Ghardaia et la mise en évidence de leur activité antimicrobienne. Le choix des échantillons de
sol est effectué a partir des deux régions Berriane et Metlili. Le milieu ChV (B) additionné ou
non des antibiotiques sélectifs a permis d’isoler un grand nombre d’actinobactéries dont 57
isolats ont été choisis et purifiés. L’évaluation de leur activité antimicrobienne a été effectuée en
utilisant la méthode des stries croisées contre trois souches tests bactériennes: S. aureus
ATCC699, B. subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC25922 et une levure C. albicans ATCC10231.
Vingt et un isolats (soit 36%) ont présenté une activité antibactérienne. Le meilleur isolat qui a
présenté une activité contre tous les germes cibles était I’isolat B12 avec les diametres
d’inhibition suivants : 16mm contre S. aureus,  15mm contre E. coli ATCC25922 et 11mm
contre B. subtilis. Aucune activité n’a été enregistrée par les isolats d’actinobactéries contre la

levure C. albicans.

Mots clés : Isolement, actinobactéries, activité antimicrobienne, sols de Ghardaia.






Introduction

Introduction

Depuis D’introduction des antibiotiques dans [’arsenal thérapeutique des maladies
infectieuses, les microorganismes ont développé des moyens de défenses qui leurs conférant une
insensibilité aux antibactériens. Ces résistances aux antibiotiques aux doses thérapeutiques
apparaissent plus au moins rapidement selon la complexité chimique des antibiotiques et du
patrimoine génétique de la bactérie. Actuellement quel que soit I’antibiotique utilisé, il existe des
souches de différentes espéces bactériennes qui leurs résistent (Genne et Siegrist, 2003).
Plusieurs travaux publiés, y compris en Algérie, ont signalé I'apparition de nouvelles souches
bactériennes résistantes ou multirésistantes aux antibiotiques cliniquement utilisés. parmi ces
derniers ; certains, comme la colistine, sont utilisés pour traiter les infections a BMR (Bakour et
al., 2015 ; Arcilla et al., 2016 ; Berrazeg et al., 2016 ; Yanat et al., 2016). Cette résistance aux
antibiotiques des microorganismes pathogenes et la fréquence de ses infections, ont poussé a
intensifier les recherches pour découvrir de nouvelles molécules bioactives (Boubetra et al.,
2013).

Les actinobactéries sont un groupe de micro-organismes eubactériens que l'on trouve
couramment dans le sol et qui semblent étre fortement impliqués dans I'écologie de cet habitat tel
que la transformation des biopolymeéres complexes comme la lignocellulose, I'némicellulose, la
pectine, la kératine et la chitine (Saravanamuthu, 2010). ils possédent une importance
économique majeure en raison de la synthese de nombreux métabolites d'intérét
biotechnologique ayant des applications dans divers domaines industriels, et en particulier
pharmaceutiques (Barka et al.,, 2016). Les actinobactéries sont le pilier des industries
d’antibiotiques. Ils jouent un rdle important dans la production de variété de ces molécules
extrémement importants pour notre santé (Chaudhary et al., 2013). Parmi les antibiotiques
sécretes par les actinobactéries myceliennes, environ 75% (soit, plus de 7600 molécules) sont
produits par les especes du genre Streptomyces, le genre le plus répandu dans 1I’environnement
(Berdy, 2005 ; Solecka et al., 2012). Plus de 50 taxons rares d’actinobactéries sont rapportés
comme étant producteurs de 2500 composés bioactifs, soit plus de 25% du total des métabolites

produits par les actinobactéries (Kurtboke, 2012 ; Subramani et Aalbersberg, 2013).



Introduction

En Algérie, les sols sahariens représentent des écosystéemes assez particuliers et ont montré
une richesse et une biodiversité surprenante en actinobactéries, aussi bien les genres et especes
qui sont les plus fréquents comme Streptomyces (Sabaou et al., 1992) et les plus rares au monde
tels que Actinomadura, Catellatospora, Couchioplanes, Nocardiopsis, Nonomuraea,
Planobispora, Planomonospora, Saccharothrix, Spirillospora, Streptosporangium, etc. (Sabaou
et al., 1992; Zitouni, 1995; Boudjella, 1994; Sabaou et al., 1998). Plusieurs souches
d'actinobactériesse sont révélées étre de nouvelles espéces et productrices de nouveaux
antibiotiques (Lamari et al., 2002a,b; Zitouni et al., 2004a,b et 2005; Boudjella et al., 2006 ;
Boudjella et al., 2014).

L’objectif principal de ce travail se focalise sur 1’isolement et la purification des souches
d’actinobactéries produisant d’antibiotiques a partir de sols de la région de Ghardaia.

Le premier chapitre de ce document est consacré a la présentation bibliographique :
données générale sur les actinobactéries, leur distribution dans la nature et leur position
taxonomique, des notions sur les antibiotiques et I’antibiorésistance et en terminant ce chapitre
par une présentation des microorganismes cibles utilisés.

Le deuxiéme chapitre est réservé a la présentation du matériel et a la description des
méthodes utilisées pour I’isolement et 1’évaluation de I’activité antagoniste d’actinobactéries.

Les résultats de I’isolement et 1’activité antimicrobienne et leurs discussions sont présentes
dans le troisieme chapitre.

Une conclusion et des perspectives qui en découlent ainsi que les références

bibliographiques cléturent ce document.






Chapitre | Revue bibliographique

ACTINOBACTERIES

1. Définition et notions générales

Les actinobactéries font partie des Eubactéries Gram positives a structure végeétative de
type mycélien (Pandey et al., 2004 ; Araujo-Melo et al., 2016). Elles appartiennent a la classe
des Actinobacteria, bactéries a Gram positif de haut coefficient de Chargaff (%GC) :
généralement compris entre 60 et 75 %. Le phylum des Actinobacteria est grand et complexe
(Stackebrandt, 1997; Ventura, 2007 ; Zhi, 2009). Le mot « Actiomycetes » est ’ancien nom des
actinobactéries provient de deux substantifs grecs et signifie « Champignons a rayons » ou «
Champignons rayonnants ». Cette expression utilisée pour les désigner en anglais (Ray fung), ce
terme rassemble un grand groupe de bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies
constituées d’hyphes, c’est-a-dire, des filaments a croissance centrifuge (Stackebrandt et
Schumann, 2006).

En général, les actinobactéries sont des bactéries chimoorganotrophes utilisant une grande
variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les biopolymeres complexes (chitine,
cellulose, lignine). Mais plusieurs especes sont capables aussi de croissance chimioautotrophe
utilisant I’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source
de carbone (Mariat et Sebald, 1990). Elles sont généralement saprophytes, mais quelques-uns
sont pathogénes pour les plantes tel Streptomyces scabies, responsable de la gale de la pomme de
terre (Loria, 1986) ou encore, pathogénes pour I'nomme, telles les infections causées par
certaines especes de Nocardia, de Nocardiopsis, d'Actinomyces ou de Streptomyces (Lacey,
1997; Peltola et al., 2001).

2. Ecologie
Physiologiquement et écologiquement, il existe deux groupes d’actinobactéries. En premier
lieu, les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, illustrées par le genre
Actinomyces. Ces organismes sont des saprophytes obligés des cavités naturelles de I’homme et
des animaux superieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le sol (Mariat et Sebald, 1990). En
second lieu, les formes oxydatives, aérobies, tels que les Streptomyces ou le sol est leur réservoir

principal et a partir duquel elles sont disséminées, en particulier dans I’air (Reponen et al.,1998).
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Les actinobacteries sont des microorganismes ubiquitaires présents dans une grande variété
d’habitats en raison de leur grande capacité adaptative. On les retrouve dans le sol, 1’air, les eaux
douces, les eaux de mer, les composts, les débris végétaux, le pollen, les abeilles melliferes, les
plantes (endophytes), les lichens et plusieurs autres substrats, avec une préférence trés nette pour
le sol (Goodfellow et Williams 1983 ; Gonzalez et al., 2005 ; Khamna et al., 2009 ; Kuang et al.,
2015, Shivlata et Satyanarayana, 2015).

Dans le sol, les actinobactéries représentent 80% de la population microbienne totale,
ailleurs, dans les sols sahariens, les actinobactéries constituent 15 a 60% de la microflore
tellurique. Les sols des oasis du Sahara Algérien, bien que soumis a un climat aride, se sont
révelés riches en actinobactéries parfois réputés "rares” de par le monde, on les trouve non
seulement dans les horizons de surface, mais aussi a plus de 2 métres de profondeur et en
quantité appréciable (Sabaou et al.,1998). Les sols du Sahara Algérien, de par leur appartenance
a des ecosystemes variés et particuliers, constituent un potentiel riche en actinobactéries. En
effet, les sols des palmeraies ont montré une diversité plus importante que ceux par exemple des
sols de la Mitidja (Badis, 1992). Les travaux de Boudjella en 1994 ont montré que les sols
sahariens renferment un nombre appréciable d’actinobactéries rares, tels que Spirillospora,
Planomonospora, Streptosporangium, Actinomadura, Nocardioides, Nocardiopsis, Nonomuraea,
Oerskovia, Planobispora, Saccharothrix, etc. Presque tous les autres genres fréquents sont
retrouves aussi, comme Streptomyces (qui reste majoritaire), Nocardia, Micromonospora, etc...

La présence des actinobactéries dans les niches écologique les plus divers montre leur
capacité physiologique a croitre dans différentes et grande gamme de conditions physico-
chimique. Ces capacités extraordinaires sont d’ailleurs exprimées dans le patrimoine génétique
de ces bactéries. Cependant plusieurs roles écologiques de ces bactéries sont encore méconnus
(Ginaet al., 2016).

3. Morphologie
La plus part des genres sont des batonnets, non sporulant, de forme irréguliere, Ces
batonnets peuvent étre droits ou legerement incurvés (Prescott, 2003). Morphologiquement, on
peut les classés en deux groupes. Le premier forme seulement une masse de filaments ramifiés
(mycélium). Le second comprend des organismes qui sont morphologiquement plus complexes

que le premier (Lechevalier et Lechevalier, 1985 ; Merizig et Naami, 2015).
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Les colonies formées par les actinobactéries sur des milieux solides présentent différents
aspects macroscopiques (figure 1) qui peuvent étre regroupés en trois types :
- Des colonies poudreuses couvertes d’hyphes aériens fermement attachés au milieu
- Des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides
- Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens

attachés au milieu par des crampons (Aouar, 2012).

3.1.Types de spores

Les actinobactéries sont particuliers par la formation de différents types de spores, leurs
différentiations rentrent dans leurs criteres de classifications. Pour les streptomycetes
filamenteuses, les spores sont disposées sur le mycélium aérien, les chaines de spores peuvent
étre droites, flexueuses ou en spirales, leurs dispositions peut étre en spores libres, ou attachés les
unes aux autres pour atteindre jusqu’a 50 spores sur un seul hyphe ou dans des sacs appelés
sporanges, cette formation peut résulter d’une segmentation ou désarticulation de ces hyphes
(Hopwood, 2007).

MS — Spi

.\'H‘U_.'Hr.l'I.‘{.*J‘n':'fﬁ;'n.ln ,|l"fmi.errJ.lJ'rJ.\'pm‘u Micromonospora
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Saccharomonospora Srreprosporanginm Spiriflospora

Fig 1. Micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries(Sabaou, 1988).

MA, mycélium aérien; MS, mycélium du substrat; RF, Rectus Flexibilis (chaines
de spores droites a flexueuses); RA, Retinaculum Apertum (chaines en crochets ou
en boucles); S, Spira (chaines spiralées); s, sporophore; c.sp., chaines de spores;
sp.i., spores isolées; sp.m., spores mobiles; sg, sporanges.

4. Taxonomie
La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caracteres
morphologiques, physiologiques, chimiotaxonomiques et génomiques. L’ensemble des
caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le Manuel de Bergey, un ouvrage
de référence pour la taxonomie des bactéries, dont le plus récent comprend un volume en deux
parties dédié aux Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012).
Dans le "Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2éme édition, qui partage les
bactéries en 5 volumes :
Volume 1: The Archaea and the deeply branching and phototrophic Bacteria.
Volume 2: The Proteobacteria.
Volume 3: The Firmicutes.

Volume 4: The Bacteroidetes, Spirochaetes, Tenericutes (Mollicutes),
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Acidobacteria, Fibrobactres, Fusobacteria,
Volume 5: The Actinobacteria
Dans le volume 5, le phylum Actinobacteria est divisé en 6 classes a savoir Actinobacteria,
Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria et Thermoleophilia.

La classe Actinobacteria est a son tour divisée en 16 ordres qui sont Actinomycetales,
Actinopolysporales, Bifidobacteriales, Catenulisporales, Corynebacteriales, Frankiales,
Glycomyceétales,  Jiangellales,  Kineosporiales, = Micrococcales, = Micromonosporales,
Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales, Streptosporangiales, Incertaesedis.

Actuellement, il existe 4332 espéces, 427 genres, 66 familles et 21 ordres dans la classe
des Actinobacteria (Schoch, 2020).

4.1. Critéres d’identification des actinobactéries

La taxonomie des actinobactéries est basée sur plusieurs critéres : morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les études
morphologiques et chimiques tandis que les critéres physiologiques et moléculaires séparent les
espéces (Badji, 2006 ; Smaoui, 2010).

4.1.1. Criteres morphologiques

Badji, 2006 ; rapporte que les caracteres morphologiques importants ont trait a la présence,
le type (fragmenté ou pas) et la couleur du mycélium aérien (MA) et /ou le mycélium du substat
(MS), la présence ou non de sporophores sur le mycélium, la présence ou non de sporanges, de
sclérotes ou de synnemata, la présence de spores, leur forme, leur mobilité, leur disposition sur
les hyphes et leur nombre et enfin, la production et la couleur des pigments solubles sécrétés
(PS). Parfois, il est possible de classer une souche dans un genre donné en se basant sur des
criteres micromorphologiques tout a fait évidents et particuliers comme par exemple pour les
genres : Micromonospora, Planobispora, Planomonospora, Spirillospora, Streptosporangium,

etc.

4.1.2.Critéres chimiques
Si pour certains genres, les caractéres morphologiques sont suffisants pour leur

reconnaissance, la grande majorité par contre (Streptomyces, Actinomadura, Nocardia,
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Microtetraspora, Nonomuraea, Nocordioides, Amycolatopsis, Pseudonocardia, Soccharothrix,
Kitasatosporia, Glycomyces, etc.), nécessite une étude chimique de leurs constituants cellulaires
(Boudjella, 2007).

Les criteres chimiques combinés aux criteres morphologiques, permettent de déterminer les
genres et méme les familles. selon (Lechevalier et al., 1977), Les caractéristiques chimiques
sont :
- détermination de la forme isomérique de 1’acide diaminopimélique (DAP) (forme LL ou DL) et
présence ou non de glycine dans la paroi cellulaire.
- Présence ou non dans les cellules entieres de sucres taxonomiquement importants, tels que
lescouples «arabinose-galactose», «arabinose-xylose», «rhamnose-galactose» ou encore le
madurose (3-méthyl-galactose).
-La composition des membranes cellulaires en lipides: les acides mycoliques, les phospholipides,

les ménaquinones et les acides gras.

4.1.3.Critéres physiologiques et biochimiques
La caractérisation porte en particulier sur la dégradation de différents composés
glucidiques, lipidiques et protidiques et en plus, la résistance a certains antimicrobiens et la

tolérance a des différentes valeurs de température, de pH, et de salinité (Lamari, 2006).

4.1.4. Critéres moléculaires

Trois criteres sont généralement étudiés :
4.1.4.1. Séquencage de ’ADN ribosomique 16S :

L’analyse de I’ARNTr 16S constitue un outil tres rapide pour 1’identification des espéces.
Elle a été utilisée pour les groupes a un niveau supra-générique (Famille, Ordre et méme Classe)
(Stackebrandt et al., 1997; Labeda et Kroppenstedt, 2000; Richert et al., 2005). Les techniques
de base utilisées dans cette étude sont la PCR (Polymerase Chain Reaction) et le séquengage.
Dans ce cas, la partie de I’ADN génomique (ADNr), codant pour I’ARN ribosomique (ARNr) en
particulier 16S (d’une taille de I’ordre de 1600 paires de bases) est amplifiée par PCR, puis les
séquences du produit sont alors déterminées. Les séquences obtenues des différents taxons sont
soumis a des études de comparaisons (ou encore de phylogénie) entre elles ou bien avec des

especes de reférences répertoriées dans des banques de données génomiques. Pour effectuer ces
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genres d’études, plusieurs méthodes de calculs ont été mises au point et sont disponibles sous
forme de programmes informatisés gratuits sur le Web (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis ; version 5 (MEGA 5), Philip, Clustal W, etc.).

Selon Kim et al., (2014) lorsque le taux de similarité entre les séquences des genes codant
pour I’ARNr 16S de deux souches est inférieur a 98,65%, ces souches appartiennent a deux
especes différentes. Par contre, si le pourcentage de similarité est égal ou supérieur a 98,65%, le
placement de deux souches dans une méme espece ou dans deux espéces différentes doit reposer
sur les résultats de I’hybridation ADN-ADN.

4.1.4.2. Taux d’hybridation ADN/ADN

Tout comme I’analyse de I’ARNT, la réassociation ADN-ADN est utilisée de fagon certaine
pour I’identification des espéces en comparaison avec celles déja décrites. Deux especes sont
considérées différentes si elles ont un taux de ressemblance (taux de réassociation de leurs brins
d“ADN) inférieur a 70 % (Wayne et al., 1987; Wellington et Ul-Hassan, 2009).

4.1.4.3. Coefficient de Chargaff ou GC%

Grace au coefficient de Chargaff (G+C%), la définition des actinobactéries (dont I’ADN
contient un pourcentage de G+C supérieur a 55%) a été reconsidérée. Ceci a permis de
différencierla lignée des actinobactéries de celle des Bacillaceae, des Lactobacillaceae et
d“autres bactéries aGram + (G+C inférieur a 55%). De méme, d’autres bactéries non
mycéliennes telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter et méme Micrococcus,
sont considérés commefaisant partie de la lignée phylogénétique des actinobactéries
(Stackebrandt et Woese, 1981 ; Stackebrandt et Schumann, 2006; Wellington et Ul-Hassan,
2009).

Selon Euzéby (2002) les souches bactériennes les G + C différent de plus de 5% ne
peuvent appartenir a une méme espéce et que des bactéries dont les G + C différent de plus de

10% ne peuvent appartenir a un méme genre.
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5. Importance des actinobactéries

La fonction écologique principale des actinobactéries au sein des écosystemes est la
décomposition des substances organiques (Prescott et al., 2010). Grace a leurs capacités de
produire une large gamme d'enzyme hydrolytique, comme les protéases, les nucléases, les
lipases, etc. (Prakash et al., 2012). En plus de leur role dans la décomposition de la matiere
organique, les actinobactéries sont connues pour leur production de substances biologiquement
actives telles les antibiotiques, les vitamines et les enzymes (Boer et al., 2005).

D’aprés Anibou et al. (2008) une analyse a été réalisée sur le nombre de substances
médicamenteuses utilisées en chimiothérapie cancéreuse indique que plus de
60%desmédicaments approuveés dérivent de composes naturels et la plupart ont été extraites a

partir d’actinobactéries, tels que 1’actinomycine D et la mitomycicne.

ANTIBIOTIQUES

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 desactinobactéries reste leur grande capacité a produire des
antibiotiques qui peuventpotentiellement détruire ou inhiber divers microorganismes. D’ailleurs,
45% des antibiotiques connus, sont naturellement issus des actinobactéries (Figure 2) et plus
précisément du genre Streptomyces (Sibanda etal., 2010). Et plus de 70% des antibiotiques
d’origine microbienne sont produits par ce vaste groupe bactérien (Gundliffe, 2006).

2% Actinomycetes :

- 75.5 % Strepromyces sp.
- 24,5 % Actnomycéics rarcs

= Produits issus de bactéries non actinomycétales,

» Bacténries actinomycétales, Champignons micrescopiques

Fig 2. Origine des antibiotiques (Berdy, 2005).

10
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Définition

Les antibiotiques sont des molécules issues du métabolisme secondaire des
microorganismes (Coates et Hu, 2007). Selon Singleton. (1994) le mot antibiotique désigne tout
produit qui, méme de faible concentration, inhibe ou tue certains microorganismes. On I’emploie
maintenant dans un sens plus large pour inclure en outre toute substance synthétique ou semi-
synthétique dotée de ces propriétes.

Le terme désigne tout composé chimique élaboré par un microorganisme (ou produit par
synthése), dont l'activité therapeutique se manifeste a tres faible dose d'une maniére spécifique,
par l'inhibition de certains processus vitaux, a I'égard des microorganismes sensibles. On
distingue les activités bactériostatiques, qui inhibent la croissance microbienne, et les activités
bactéricides, qui tuent. Souvent un méme antibiotique peut exercer 1’un ou ’autre de ces effets,

en fonction de sa concentration (Prescot, 1995).

1. Classification :

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : 1’origine, la nature
chimique, le mécanisme et le spectre d’action (Yala et al.,2001).En utilisant ce dernier moyen de
classement, nous pouvonsdistinguer plusieurs familles (tableau 1), elles-mémes divisées en
plusieurs classes a savoir, lesaminoglycosides, les B- lactamines, les céphalosporines, les
chloramphénicols, lesglycopeptides, les lincomycines, les macrolides, les quinolones, les
sulfamides, lestétracyclines, les antibiotiques peptidiques, les dérivés de dicétopipérazines, les
peptidescycliques,etc.. (Smaoui, 2010).

2. Les antibiotiques produits par les actinobactéries et leurs intéréts :

Selon Berdy et al., 1987 et Berdy, 2005, les antibiotiques sécrétés par les actinobactéries
peuvent étre appartenir aux familles et sous-familles suivantes: glucides et apparentés
(glucidespurs, aminoglycosides, glycolipides, etc.); lactones macrocyclines (macrolides,
polyénes,macrolactames, etc.); quinones et apparentés (tétracyclines, benzoquinones,
anthraquinone,anthracyclines, etc.); peptides et derives (homopeptides, héteropeptides,
peptolides, etc.); hétérocycles a azote et hétérocycles a oxygéne, composés alicycliques

(terpénes, oligotrerpenes,etc.), aromatiques (composés benzéniques ou non) et aliphatiques

11
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(dérives desalcanes, dérives desacides carboxyliques, composés contenant du soufre, du

phosphore etc. (tableau 1)

Tableau 1. Classification des antibiotiques d’aprés leur structure chimique (Bérdy et al., 1987).

Antibiotiques contenant

des glucides

Lactones macrocycliques

Quinones et antibiotiques
Apparentés

Acides aminés et peptides

Antibiotiques hétérocycliques

contenant de 1’azote

Antibiotiques hétérocycliques

contenant de 1’oxygene

Antibiotiques aromatiques

Antibiotiques alicycliques

Antibiotiques aliphatiques

- Glucides purs
- Aminoglycosides
gentamicine,
kanamycine.
- Glycopeptides
- Macrolides
spiramycine
- Polyenes
- Macrolactames
- Composés polycycliques
linéairement accolés
- Anthraquinones
- Naphtoquinones
- Benzoquinones
- Dérivés d’acides aminés
- Homopeptides
- Depsipeptides
- Lipopeptides
- Hétérocycles non accolés
- Hétérocycles condenses

- Dérivés du furane
- Polyéthers

- Composés benzéniques
- Composés aromatiques
condensés

- Autres dérivés

- Dérivés du cyclo-alcane
- Terpénes

- Oligoterpénes

- Dérivés d’alcanes

- Dérivés des acides
carboxyliques
Aliphatiques

- Composés contenant
du phosphore

- Nojirimycine
- Streptomycine,

- Vancomycine, ristocétine
- Erythromycine,

- Nystatine, amphotéricine
- Maytansine
- Tétracyclines

- Anthracyclines

- Rubomycine

- Mitomycine, saframycine
- Pénicilline, cyclosérine

- Bacitracine

- Valinomycine

- Polymyxines

- Mildiomycine

- Phénazines

- Monensine
- Chloramphénicol

- Griséofulvine

- Novobiocine

- Cycloheximide

- Acide marasmique
- Acide fusidique

- Elaiomycine

- Cérulénine

- Fosfomycine

12
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Tableau 2. Exemples de molécules antibiotiques et microorganisme producteurs (Aboul-Enein

et Ali, 2000).

Streptomyces orientalis
Streptomyces azureus
Actinoplanes teichomyceticus
Nocardia lurida

Nocardia mediterranei
Streptomyces kanamyceticus

Streptomyces griseus

Vancomycine
Thiostreptone
Teicoplanine
Ristocetine
Rifamycine
Kanamycine

Streptomycine

Les antibiotiques issus des Actinobactériessont utilisés pour combattre les maladies

infectieuses (tableau 3) et en élevage comme adjuvants pour 1’alimentation animale en stimulant

la croissance et en améliorant le rendement alimentaire ou en protégeant les jeunes en début

d’¢élevage. C’est le cas des bambermycines utilisées chez le porc et les volailles. Et aussi ces

antibiotiques sont largement utilisés en médecine vétérinaire, comme I’ivermectine produite par

Streptomyces avermitilis, qui est un anthelminthique (contre les nématodes chez les animaux)

(Stapley et Woodruff, 1982).

Tableau 3. Importance thérapeutique de certains antibiotiques produits par le genre

Streptomyces (Chater, 2006).

Typhoide Chloramphénicol
Tuberculose et lépre Rifamycine
Staphylococcus aureus Vancomycine
(SARM)

Cancer Daunomycine
coeruleorubidus

Pathogénes resistants Acide clavularique

a la pénicilline

Streptomyces venezuelae

Amycolatopsis(Streptomyces
medeteranei)
Amycolatopsis (Streptomyces
orientalis)
Streptomyces

Streptomyces clavulingerus

13
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ANTIBIORESISTANCE

Dés 1940, juste apres la découverte de la pénicilline, Abraham et Chain avaient mis en
¢vidence 1’existence de résistance a cet antibiotique chez E coli. Les bactéries s’adaptent aux
antibiotiques et deviennent résistantes. La fréquence de la résistance aux agents pathogenes
microbiens continue de croitre & un rythme alarmant partout dans le monde (Ravikumar et al.,
2010). Rappelons que la résistance aux antibiotiques est un phénomeéne naturel. En effet, les
bactéries vivant dans I’environnement d’autres organismes, comme des champignons ou autres
bactéries qui synthétisent des substances antimicrobiennes, ne peuvent survivre et se multiplier
qu’en développant des mécanismes de résistance a ces substances (AMCRA, 2020).

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par plusieurs mécanismes. Quelques
especes bactériennes sont résistantes de facon naturelle, a une ou plusieurs classes
d’antibiotiques (Tenover, 2006). La résistance bactérienne aux antibiotiques est naturel ou acquis
(Yalaetal., 2001).

1. La résistance naturelle
La résistance naturelle ou intrinseque est présente chez toutes les souches d’une espéce
bactérienne donné, par I’expression d’une protéine innée empéchant I’antibiotique d’accéder a sa
cible, C’est par exemple le cas des Escherichia coli vis-a-vis de la vancomycine, ou encore de

Pseudomonas aeruginosae face a I’ampicilline (Madigan et al., 2012).

2. La Résistance acquise :
A c6té de la résistance naturelle, existe aussi des résistances acquises, ¢’est 1’acquisition de
nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un antibiotique ou a un groupe
d’antibiotiques, ces nouveaux génes peuvent étre obtenu soit par mutation au niveau du

chromosome, soit par transfert d’ADN des plasmides conjugatifs ou de transposons (Wright,

2007).

14
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MICROORGANISMES CIBLES UTILISES

1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une coque a Gram positif, sphérique, de 0,5 a 1.5 um de
diametre, immobile, non sporulé, parfois encapsulé (Sperber et Tatini, 1975; Foster, 1996).
Toutes les souches produisent une catalase mais pas d’oxydase. Elles sont : indole (-), acétone
(+) et uréase(+). Ces bactéries sont aéro-anaérobie facultative (Liesse lyamba, 2012). La
température optimale de croissance est de 37 °C et le pH optimal est de 7,5. Staphylococcus
aureus est un pathogene d'origine alimentaire importante, et une cause majeure des intoxications
alimentaires dans le monde. Il produit de nombreuses exotoxines, telles que les entérotoxines
(SES), toxines exfoliatives A et B (ETA et ETB) (Dinges et al., 2000).

Fig 3. Staphylococcus aureus vue au microscope €électronique et colorée artificiellement
(Camille, 2007).

2. Escherichia coli
Les espéeces du genre Escherichia coli forment un groupe de bacilles a Gram négatif
mobiles ou immobiles, de la famille des Enterobacteriaceae. Elles peuvent se multiplier a des
températures comprises entre 4 °C et 46 °C, avec un optimum de croissance a 37 °C et a un pH
compris entre 4,6 et 9,5 (Brisabois et al., 1997). Escherichia coli est un habitant du tractus
intestinal des humains et des animaux, considéré comme un indicateur de contamination fécale
dans les aliments. Elle peut étre facilement diffusée dans différents écosystémes a travers la

chaine alimentaire (Ryu et al., 2012).
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Fig 4. Escherichia coli vue au microscope électronique a balayage et colorée artificiellement
(Camille, 2007).
3. Bacillus subtilis :

Bacille a Gram positif, gros, droit, mobile par des cils péritriches, capsulé, en forme de
batonnets de 2um de diametre et dont la longueur peut atteindre 7um, formant des spores
ellipsoidales ou cylindriques en position centrale, paracentrale ou subterminales dans le corps
bactérien. Elle peut croitre entre 10 et 55°C avec un optimum entre 28 et 30°C. La croissance se
fait a pH entre 5.5 et 8.5. Des valeurs de pH élevées peuvent étre tolérées (Bouhairi, 2017). C’est
une bactérie aérobie pouvant se developper en anaérobiose par fermentation en présence de
nitrate comme accepteur final d’électrons (Nakano et al., 1997). Elle est une Bactérie antagoniste
de nombreux champignons pathogénes et utilisé comme moyen de lutte biologique contre de
nombreuses cultures et particuliérement contre la pourriture grise des vignes (Sonenshein et al.,
2002).

Fig 5. Image prise par microscopie électronique de Bacillus subtilis (Luis, 2008).
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4. Candida albicans
Cette levure vit a 1’état saprophyte dans le tube digestif humain ou elle est présente des les
premiers mois de la vie, transmise par contact maternel (Agbo-Godeau et Guedj, 2005).Elle
existe sous la forme d’éléments unicellulaires bourgeonnants ou d’un pseudo-mycélium (Feigin
et Cherry, 2004). Certaines conditions favorisent son passage a un stade pathogéne (Bonn et
Blanc, 2008 ; Hopp et Blatensweiler, 2009).
L’infection découle habituellement de la prolifération opportuniste du microorganisme, lorsque

la flore normale est détruite par des antibiotiques a large spectre ou par d’autres facteurs

(humidité, pH acide, personnes immunodéprimees) (Regnault, 2002).

Fig 6. Candida albicans vue au microscope électronique et colorée artificiellement (Camille,
2007).
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1. Isolement des actinobactéries du sol

A partir des palmeraies de deux régions de Ghardaria (Metlili et Berriane), un prélevement de
chaque région a été réalisé dans des conditions d’asepsie. Apres avoir écarté les trois premiers
centimétres de la couche superficielle du sol. Une quantité (100g) de sol rhézosphérique a été prélevée
aseptiguement a une profondeur d’environ 15 a 20 cm a 1’aide d’une grande cuillére stérile. Apres
écartement des gros débris, ces échantillons ont été séchés a 1’air ambiant et broyés dans un mortier
pour éliminer les grumeaux de terre. Ensuite, sont déposés dans des bocaux préalablement stériliseés et
immédiatement conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation aprés les avoir apportés au

laboratoire (Pochon et Trdieux, 1962).

1.1. Prétraitement des échantillons

- Le premier prétraitement (T1) Consiste a chauffer dix grammes de chaque échantillon a
60°C pendant 60 minutes (Takizawa et al., 1993).

- Le deuxieme prétraitement (T2) consiste a traiter 1 g de sol de chaque échantillon avec 0.1 g
de CaCOgs. Le mélange est mis dans une enceinte stérile saturée d’humidité pendant sept jours a 30°C
(El-Nakeeb et Lechevalier, 1963).

1.2. Milieu d’isolement et agents sélectifs

Le milieu utilisé pour I’isolement des actinobactéries est le milieu chitine-vitamines B agar
(ChVB) préconisé par Hayakawa et Nonomura (1984) ; sa composition est donnée en annexe 2.
L’utilisation d’agents sélectifs antibactériens a des concentrations précises au milieu CH-V a donné des
résultats positifs pour la sélection des souches de Streptomyces et d’autre genres qui sont rares de par le
monde (Boudjella, 1994; Sabaou et al., 1998). En nous inspirant de ces résultats, nous avons donc
utilisé trois antibiotiques: streptomycine (10 mg/L) et penicilline et chloramphénicol (25 mg/L).

Pour empécher la croissance des champignons, souvent invasifs, le milieu est amendé d’un

antifongique, cycloheximide, a 50 mg/L.
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1.3. Technique d’ensemencement et conditions d’incubation

Deux suspensions meres ont été préparées aprés avoir mis un gramme de chaque échantillon de
sol Metlili (M) et Berriane (B) dans des tubes a essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile et
agitées au Vortex pendant cing minutes. Quatre dilutions décimales (10, 102, 10 et 10™) ont été
réalisées pour chaque échantillon.

Une solution d’antifongique (cycloheximide 50mg/L) est stérilisée par filtration sur membrane
type millipore (de 0,22 um de porosité) est ajouté pour tous les milieux méme témoin. Les
antibiotiques et I’antifongique sont ajoutés aseptiquement au milieu d’isolement en surfusion (aprés
autoclavage).

Des aliquotes de 0,1 mL de chaque dilution des deux échantillons sont étalées sur des boites de
Pétri contenant le milieu d’isolement avec cycloheximide, mais sans agents sélectifs pour le témoin (T),
et avec I’un des trois antibiotiques utilisés pour les autres boites de Pétri. Deux essais sont effectués par
dilution. Les boites ensemencées sont incubées a 30°C et examinées régulierement du 7°™ au 21°™
jour.

Afin de mettre en évidence I’aspect filamenteux caractéristique des actinobactéries, 1’ensemble
des colonies isolées sont observées sous microscope optique (Leica DMLS) grossissement x10 et x40

(Williams et Cross, 1971).

1.4. Purification des souches

Parmi un grand nombre des isolats d’actinobactéries, poussant sur le milieu CH-V avec la
présence ou pas des antibiotiques sélectifs, 90 isolats sont choisi en se basant sur des critéres
morphologiques : (45 colonies de I’échantillon de Metlili et 45 de I’échantillon Berriane). Toutes ces
colonies sont observées au microscope optique aux grossissements 100 et 400. Les différentes colonies
sélectionnées sont prélevées a 1’aide d’une anse de platine stérile, puis sont déposées et purifiées par
stries sur le milieu ISP2. Le repiquage est répété jusqu’a I’obtention de 1’isolat pur. L’incubation est
faite a 30°C pour une durée de 15 a 21 jours. Les boites sont ensuite conservées a 4°C dans le

réfrigérateur du labo.

Le protocole général suivi pour I’isolement d’actinobactéries est présenté dans la figure 7.
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10g de sol (Echantillons de Metlili et Berriane)

Traitement thermique
<}:| (60°C pendant 60 min)
Traitement chimique
(0,1g de CaCOg3pour 1g |:>
de sol des échantillon puis

incubation 7j/30°C)

‘VV

Préparation de SM 10™ et solutions filles
Jusqu’au 10™

<}:| L’ajout ou non des antibiotiques

et I’ajout de I’antifongique au milieu

A\ ¥ 4

vV

Etalement de 0,1 ml de chaque dilution sur
le milieu d’isolement CH-V
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Incubation a 30°C/21j

‘V'
Purification des colonies obtenues
Sur le milieu ISP2 10j/30°C

AV 4

\ 4
Repiquage et conservation a 4°C

‘V'

Test d’antagonisme (Stries croisées)

Figure 7. Protocole d’isolement des actinobactéries a partir de sols de la région de Ghardaia
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2. Etude des propriétés antagonistes
2.1. Germes cibles
Afin de mettre en évidence I’activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries, quatre
souches tests ont été utilisées. Deux souches sont des bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis ATCC
6633 et Staphylococcus aureus ATCC699), Une souche est une bactérie a Gram négatif (Escherichia
coli ATCC25922) plus une levure (Candida albicans ATCC10231). Ces souches tests sont obtenues

aimablement par nos chers professeurs M" Djemouai N. et M. Ben bekhti Z.

2.2. Méthode de stries croisées

Le but de cette étude est de sélectionner parmi les isolats, ceux présentant une activité
antibiotique intéressante contre les germes-cibles

L’activité antimicrobienne de 57 isolats obtenus aprés 1’étape de purification, est évaluée par la
méthode des stries croisees sur le milieu solide ISP2 ; Cette méthode consiste a ensemencer les souches
d’actinobactéries a tester sous forme d'un seule trait a la surface du milieu solide ISP2 en bordure de la
boite de Pétri. Aprés incubation pendant 10 jours a 30°C, les souches cibles sont ensemencees
perpendiculairement a la strie longitudinale de la souche d’actinobactérie.

Les boites sont incubées a 30°C pendant 24h a 48h pour les bactéries et la levure respectivement.
La lecture des résultats s’effectue en mesurant la distance d’inhibition entre les bordures des souches

cibles et 1’isolat d’actinobactérie.

Boite Petn

1- Ensemencement de I'solat
d'actinobacténe 0

Figure 8. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne sur milieu ISP2 solide par la méthode de
stries croisées (Boubtra et al., 2013)

2 Ensemencement
—= des germes cibles
aprés 10 jours

.-""’
3- hésure de la zone
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Résultats
1. Isolement des actinobactéries

L’isolement des actinobactéries a partir des deux échantillons de sols sahariens de la
région de Ghardaia a été réalisé en utilisant le milieu ChVB (exempte de vitamine). Ce milieu
additionné ou non d’agents sélectifs s’est révélé favorable pour la sélection des actinobactéries
(Boudjella, 1994). Au cours de I’incubation, les boites ont été examinées a 1’ceil nu et aussi au
microscope optique. Les colonies qui ont montré, les caractéristiques morphologiques des
actinobacteéries, en particulier la formation du mycélium aérien et du mycélium de substrat avec

des filaments tres fins, sont considérées comme des actinobacteéries (Figure 9).

Figure 9. Aspect macromorphologique des colonies d’actinobactéries isolées de sol de la région
de Metlili sur le milieu ChVB (photo originale).

Note : Les fleches indiquent quelques colonies d’actinobactéries aprés 21 jours d’incubation a 30°C.

2. Purification
Aprés 21 jours d’incubation (période nécessaire pour la croissance des actinobactéries), 90

colonies ont été choisies en se basant sur des critéres morphologiques (observation a 1’ceil nu et
au microscope photonique (Zeiss) aux grossissements 100 et 400). Afin de les purifier, ces
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colonies ont été transférées et ensemencées par la méthode d’épuisement sur un nouveau milieu
ISP2. Parmi les 90 colonies, seuls 57 isolats (tableau 4) ont pu croitre et ont présenté les
caractéristiques macros et micro morphologique des actinobactéries. Selon la couleur du
mycélium aérien nous avons pu diviser ces isolats en 4 groupes (Figure 10).

Groupe 1: est constitué de 30 isolats (soit 52,6 %) avec un MA blanc.

Groupe 2: regroupe 17 isolats (soit 29,8%) avec un MA brun.

Groupe 3: contient 9 isolats (soit 15,7%) ayant un MA rouge-orangé

Groupe 4: comprend un seul isolat (1,8%) qui a un MA vert-grisatre.

MA vert-grisatre

MA brun

Figure 10. Mycélium aérien des souches d’actinobactéries isolées (photos originales).
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Tableau 4. Isolats d’actinobactéries provenant des deux échantillons de sol (M et B).

Echantillon de sol de :
Couleur du MA Metlili Berriane Total
M5, M6, M10, M12, M17, | B’, B1, B3, B4, B7, B§, B11,
Blanc M18, M21, M24, M25, B12, B13, B18, B27, B28, 30
M26, M29, M30 B30, B32, B35, B36, B38, B39
Brun M1, M9, M14, M15, M27, B5, B6, B14, B16, B17, B37,
M28, M37, M39, M40 B40, B41 17
Rouge-orangé M2, M13, M19, M20, M20, B15, B29, 31 9
M22
vert-grisatre / B24 1
Total 27 30 57

Note : MA=Mycélium Aérien, B=Berriane ; M=Metlili.

3. Evaluation du potentiel d’antagonisme des actinobactéries :

Tous les 57 isolats ont été testés pour leurs activités antimicrobiennes par la méthode de
stries croisees (figure 11) qui donne une idée générale sur la potentialité d’activité
antimicrobienne des isolats (Boubetra et al., 2013). Cette méthode a permis de détecter 1’effet
inhibiteur des isolats d’actinobactériesvis-a-vis 4 souches tests des germes cibles utilisés. Parmi
les 57 isolats testés par cette méthode, 21 ont présenté des activités antibactériennes soit (36%).

Cependant, I’activité contre la levure Candida albicans est nulle chez tous les isolats.

Les valeurs d’activité des 21 isolats contre les germes tests utilisés sont illustrées dans le tableau
5.
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Tableau 5. Activité antagoniste des isolats d’actinobactéries sélectionnés.

Résultats et discussion

Isolats actifs

Diameétre d’inhibition contre les germes-cibles en mm

E.c B.s S.a Ca
B36 25 16 00 00
B36’ 07 08 19 00
B35 04 16 02 00
B4 03 00 00 00
B32 00 12.5 02 00
B20 10 08 11 00
B39 9.5 06 11 00
M24 01 02 11 00
M17 03 02 00 00
M3 4.5 7.5 06 00
B28 00 02 03 00
B35 02 01 06 00
B12 15 11 16 00
B15 01 06 00 00
B13 01 00 00 00
M7 00 02 03 00
M26 04 05 7.5 00
B42 03 09 11 00
B6 8 02 05 00
M5 03 01 6 00
M6 01 01 03 00

Note : E.C: Escherichia coli, B.S: Bacillus subtilis, S.A: Staphylococcus aureus, C.A: Candida albicans

D’aprés ce tableau, deux tiers des isolats actifs sont provenus de I’échantillon du sol de

Berriane (soit 14 isolats). Tandis que, le tiers qui reste est provenu de L’échantillon du sol de

Metlili (soit 7 isolats).
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Les résultats ont montré que tous les isolats ont présenté une activité moyenne a faible contre la
souche test E. coli sauf les deux isolats M7 et B32 ayant une activité nulle. La meilleure valeur
d’activité contre cette souche a été obtenue par I’isolat B12, il s’agit de 15mm de diamétre
(figure 11). Presque les mémes remarques ont été enregistrées contre la souche test Bacillus
subtilus. Cependant, les meilleurs isolats actifs dans ce cas sont B32, B35 et B36 avec les
diamétres d’inhibition suivants : 12,5 ; 16 et 16mm successivement. Les deux isolats B4 et B13
ne sont pas actifs contre cette souche. En ce qui concerne I’activité contre Staphylococcus
aureus, nous avons remarqué une augmentation du nombre des isolats sans activité, il s’agit de
B36, B4, M17, B13 et B15. Par contre, les isolats les plus actifs sont B36’ et B12 avec les
diamétres d’inhibition 19 et 16mm successivement. Le reste des isolats, leurs activités oscillent

entre 2 et 11mm de diameétre.

Figure 11. Activité antimicrobienne de la souche B12 (photo originale).

E.C: Escherichia coli, B.S: Bacillus subtilis, S.A: Staphylococcus aureus, C.A: Candida albicans
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Discussion

Notre objectif de travail était 1’isolement des souches d’actinobactéries ayant une activité
anti-microbienne a partir de sols de la région de Ghardaia. Le choix de cette région est justifié par
les résultats obtenus des travaux effectués auparavant par Sabaou et al. (1992) ; Meklat, (2012) ;
Aouiche et al. (2014: 2015) ; Driche et al. (2015) ; Belghit et al. (2016) lesquelles ont montré la
richesse des sols de Ghardaia en actinobactérie set ont révélé la grande capacité des isolats
récoltés a produire des molécules antimicrobiennes intéressantes. L’isolement des actinobactéries
productrices de substances bioactives a partir des écosystémes extrémes nécessite une méthode
de performance pour leur sélection qui doit passer par 1’élimination d’autres microorganismes,
qui par leurs facultés d’envahissement, génant la croissance des actinobactéries. Le prétraitement
thermique ou chimique au carbonate calcium rend le milieu moins favorable a la croissance des
bactéries autres que les actinobactéries et donc minimise les contaminants (Nonomura et Ohara,
1969 ; Cavalla et Eberlin, 1994). Dans ce but, nous avons traité nos échantillons par un
prétraitement thermique a 60°C pendant 60min et un prétraitement chimique en carbonate
calcium (CaCOsg).

L’isolement des actinobactéries a été realisé en utilisant le milieu ChVB préconisé par
Hayakawa et Nonomura (1987) additionné ou non d’agents sélectifs. Celui-ci a été adopté en se
basant sur des travaux antérieurs effectués par plusieurs chercheurs (Boudjella, 1994; Meklat,
2012) qui ont confirmé sa préférence pour I’isolement des actinobactéries. En effet, ce milieu a
base de chitine a permis aux actinobactéries(connues pour leur croissance relativement lente) de
mieux s’exprimer et de croitre par rapport aux bactéries non mycéliennes et aux champignons. La
chitine est un substrat tres difficile a dégrader et favorable a la croissance plus ou moins sélective
des actinobacterieslesquels I’utilisent comme source de carbone et d’azote a la fois, en produisant
des chitinases (Domergues et Mangenot, 1970). L’addition des antibiotiques antibactériens tels
que la streptomycine, la pénicilline et le chloramphénicol permet d’¢éliminer ou de diminuer
fortement le nombre de bactéries non myceliennes indésirables et le cycloheximide
(antifongique) empéche la croissance des champignons (Sabaou et al., 1998 ; Driche., 2010).

D’aprées les résultats obtenus, nous avons constaté une différence importante du nombre de
colonies d’actinobactéries isolées a partir des deux échantillons : Berriane et Metlili. Ainsi, le

plus grand nombre des colonies isolées est observé dans les boites de Petri obtenues a partir de
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I’échantillon des palmeraies de Berriane. Selon Lee et Hwang (2002), trois facteurs écologiques
sont les plus importants qui influent sur le nombre et la diversité des actinobactéries dans le sol
sont : le pH, la matiére organique et ’humidité. D’autre facteur sont aussi important comme la
température du sol, le type du sol, la végétation et I’emplacement géographique...etc. (Adegboye
etal., 2012).

Au total 90 isolats ont été selectionnés morphologiquement (macro et micro-
morphologiquement) parmi un grand nombre d’actinobactéries mis en évidence. Les colonies
d’actinobactéries sont reconnues par leur aspect morphologique caractéristique. Elles
apparaissent séches, rugueuses, colorées ou non, adhéerent a la gélose et présentent un mycélium
vegétatif et aérien, certaines montrent seulement un mycélium du substrat (Boudemagh, 2007).
Apreés leur purification sur le milieu ISP2, il y a que 57 isolats ayant pu pousser. Tous ces isolats
ont fait ’objet d’un screening de production des antibiotiques sur le milieu solide ISP2 en
utilisant la méthode des stries croisées. Les résultats obtenus ont révélé la production
d’antibiotiques antibactériens chez 21 isolats parmi les 57 (soit 36%). Ce pourcentage est
inférieur a celui obtenu par Allik, (2013) (61%) et supérieur a celui obtenu par Boudemagh.
(2007) (7,4%). Mais, comme nos isolats ont été choisis parmi un grand nombre
d’actinobactéries, notre pourcentage n’a pas une grande signification car il ne représente pas la
totalité des actinobactéries.

Il s’est avéré que le sol des palmerais de Berriane est le plus riche en actinobactéries
actives avec un pourcentage de 66%, par rapport au sol des palmerais de Metlili ou le taux
d’activité était 33%. D’aprés Kattere et Andren (2001), le nombre et [Dactivité des
microorganismes changent d’une région a une autre, influencé par le contenu de maticres
organiques du sol, la texture du sol, le pH, I’humidité, la température, 1’aération et d’autres
facteurs.

Les résultats obtenus d’antagonisme ont montré que la souche B12 est la plus performante.
En effet, elle a des diamétres d’inhibition contre toutes les souches tests bactériennes a savoir :
16mm contre S aureus, 15mm contre E coli et 11mm contre B subtilis. Deux souches B35 et B36
sont plus actives contre Bacillus subtilis avec un diamétre d’inhibition de 16mm pour chacune.
La souche B36’ est la plus active contre S aureus (19mm d’inhibition). En général, nous avons
remarqué que I’activité antagoniste des germes cibles & Gram positif est plus ou moins

importante que celle contre le germe cible a Gram négatif. Selon Sateesh et al. (2011), les
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bactéries a Gram négatif portent dans leurs membranes externes des sucres de natures
lipopolysaccharidiques (LPS). Ce qui rend leurs parois imperméables au passage des solutés
lipophiles, contrairement aux bactéries & Gram positif qui ont une paroi tapissée uniquement par
le peptidoglycane qui n'est pas une barriére efficace. Plusieurs études ont montré la méme chose.
A titre d’exemple, Cwala et al. (2011) ont testé l'activité antimicrobienne de l'extrait brut de
quatre especes appartenant a trois genres d'actinobactéries. Les résultats trouvés indiquent que les
extraits sont plus actifs sur des bactéries & Gram positif que sur des bactéries a Gram négatif.

En ce qui concerne I’activité des isolats contre la souche test levurienne Candida albicans,
celle-ci est apparue tres résistante. Car, une absence totale d’activité a été enregistrée pour toutes
les actinobactéries contre cette souche. Il est a noter que certains genres ou especes de levure ou
champignon peuvent étre naturellement plus résistants a un agent antifongique que d’autres
genres ou especes, a cause de leurs différences anatomiques et/ou moléculaires (Gauthier, 2007).
Outre, parmi les molécules a activité antimicrobienne, la gamme des antifongiques est beaucoup
plus restreinte que celles des antibactériens (Domenico, 1999). Les travaux de Hacene et al.
(1994), démontrent que 11,18 % de I’ensemble des actinobactéries isolées du Sahara Algérien
ont une activité antifongique. Les travaux de Belghit, (2010) confirme également les mémes
résultats. En effet, sur 171 souches d’actinobactéries isolées des sols Sahariens, il y a que 5

souches ayant une activité contre Candida albicans.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour objectif, la recherche d’actinobactéries présentant une activité
antimicrobienne a partir de sols des palmerais de la région de Ghardaia. Deux échantillons de
sols de (Metlili et Berriane) ont été choisis et prélevés pour I’isolement. Ainsi, le milieu ChVB
(exempte de vitamine) additionné ou non d’antibiotiques sélectifs a permis d’isoler parmi un
grand nombre d’actinobactéries 57 isolats. Le screening d’activité antimicrobienne réalisé par la
méthode de stries croisées sur tous ces isolats a montré la présence de 21 isolats (soit 36%) entre
eux ayant une activité antagoniste contre les souches tests utilisées. les isolats ayant montré une
activité importante sont : B32, B35, B36, B36” et B12. L’isolat B12 a présenté une bonne activité
contre tous les germes cibles bactériens. Une absence totale de ’activité pour tous les isolats a
été remarquée contre le germe cible Candida albicans.

En réalité, nous aurions aimé terminer la suite de notre travail mais la crise sanitaire du
Covid 19 nous a fait une entrave.

Compte tenu de nos résultats préliminaires obtenus, plusieurs perspectives peuvent étre
proposées pour les isolats les plus intéressantes a savoir :

- Poursuivre I’identification morphologique, chimique, biochimique, physiologique et

moléculaire (séquengage de I’ADNr 16S).

- Déterminer la cinétique de production des antibiotiques sur milieux liquides

- Etudier la stabilité des activités antimicrobiennes

- Réaliser D’extraction des antibiotiques avec des solvants de polarité différente et

déterminer les meilleurs solvants d’extraction.

- Effectuer la semi purification des fractions actives par CCM et la détermination de leurs

localisations par révélation microbiologique.

- Faire la purification finale des antibiotiques par HPLC.

- Realiser I’étude spectroscopique (UV-visible, infrarouge, Spectrométrie de masse et

RMN) pour les produits actifs purs et la détermination de leurs structures chimiques.
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Annexes

Annexe 2 :

MILIEUX DE CULTURE :

I- Milieu d’isolement :
Chitine : chitine 2g, K2HPO4 0,2g, NaCl 0,3g, CaCo3 0,02 g, FeSo4, 7H20 10mg, agar
18g, eau distillé 2000ml, pH 7,5
3- Milieux de purification et de test d’antagonisme.
3.1. Milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966)

Glucose: 4 g ; extrait de levure: 4 g ; extrait de malt: 10 g ; eau distillée g.s.p. 1000 mL ;
agar: 20 g. pH 7,2.

Annexe 3 :

Isolats d’actinobactéries sélectionnées

les souches B15 et B16

La souche B29 la souche B12
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Les souches M25 et M26

La souche B32 les souches B27 et B28

Les souches M19 et M20
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