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Résumé

La préoccupation croissante de la santé publique mondiale concernant la résistance aux
antimicrobiens (RAM) nécessite I'exploration d'agents antimicrobiens naturels en tant
qu'alternatives potentielles. Cette étude vise 1’étude des quatre biotopes de sols Saharien,
I’isolement et 1’identification d’actinobactéries, 1’évaluation de leur activité antimicrobienne a
I’égard des microorganismes pathogénes, et la caractérisation des substances
antimicrobiennes produites. Dans ce contexte, des analyses granulométrique et
physicochimique des quatre sols ont montré une texture sablo-limoneuse, un pH alcalin, une
faible teneur en matiere organique avec un maximum de 0,26 %, et une forte teneur en sels
typiques des régions arides. 32 actinobactéries ont été isolées a partir de ces quatre
¢chantillons de sol de la région d’El Atteuf (Ghardaia), en Algérie. L’¢tude taxonomique par
une approche polyphasique (basée sur la morphologie, la chimiotaxonomie, la physiologie,
I’analyse moléculaire de la séquence de I’ADNr 16S et les analyses phylogénétiques), avec
une classification par la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) des isolats d'actinomycetes, a permis de rattacher les souches a cing genres, dont
Streptomyces 21 (65,63 %), Nocardia 3 (9,38 %), Streptosporangium 3 (9,38 %),
Nocardiopsis 3 (9,38 %), et Actinomadura 2 (6,25 %). L'UPGMA a classé les isolats en
quatre phénotypes selon leurs caractéristiques biochimiques et physiologiques. La méthode
d’évaluation de I’activité antimicrobienne par stries croisées a révélé des résultats meilleurs
que celle des cylindres d’agar, dont 24 isolats (75,00 %) étaient actifs contre les bactéries a
Gram positif, 21 isolats (65,63 %) étaient efficaces contre les bactéries a Gram négatif, et 25
isolats (78,13 %) ont inhibé Candida albicans. La souche crible, Streptomyces fimbriatus
AC31, a montré la plus haute activité antagoniste caractérisé par des zones d'inhibition de 41,
38, 41, 42 et 44 mm contre B. subtilis (ATCC 6633), E. coli (ATCC 8739), S. typhimurium
(ATCC 13331), S. aureus (ATCC 6538) et C. albicans (ATCC 10231), respectivement.
L'identification phylogénétique des isolats les plus actifs, AC10 et AC31, en utilisant la
séquence du géne 16S rRNA, a montré une similarité de 100 % avec Streptomyces fimbriatus
NBRC 154117 et Streptomyces pactum MH542148.17, respectivement. Des cinétiques de
production des antibiotiques de ces deux souches ont été réalisées sur milieu ISP2. Les
résultats ont montré qu'au 5éme et 6éme jour de fermentation, le maximum d'activité des
souches AC10 et AC31 respectivement a été atteint. Les extraits butanoliques des filtrats de
culture soumis a une analyse par chromatographie sur couche mince, chromatographie flash et
a des études spectroscopiques UV-visible ont révélé deux fractions actives pour chacune des
deux souches les plus actives, dont la souche AC10 produit un antibiotique de nature aminée,
tandis que la souche AC31 produit aussi un antibiotique de nature aminée comportant au
moins un noyau aromatique.

Mots-clés : Actinobactéries, activité antimicrobienne, sols Saharien, Streptomyces,
microorganismes pathogéne.



Abstract

The increasing global public health concern regarding antimicrobial resistance (AMR)
necessitates exploring natural antimicrobial agents as potential alternatives. This study aims to
investigate the four Saharan soil biotopes, isolate and identify actinobacteria, evaluate their
antimicrobial activity against pathogenic microorganisms, and characterize the produced
antimicrobial substances. In this context, granulometric and physicochemical analyses of the
four soils showed a sandy-loamy texture, alkaline pH, low organic matter content with a
maximum of 0.26%, and a high salt content typical of arid regions. 32 actinobacteria were
isolated from these four soil samples from the El Atteuf region (Ghardaia), Algeria.
Taxonomic study using a polyphasic approach (morphology-based, chemotaxonomy,
physiology, molecular analysis of 16S rRNA sequence, and phylogenetic analyses), with
classification by the UPGMA method (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) of actinomycete isolates, linked the strains to five genera, including Streptomyces 21
(65.63%), Nocardia 3 (9.38%), Streptosporangium 3 (9.38%), Nocardiopsis 3 (9.38%), and
Actinomadura 2 (6.25%). UPGMA classified the isolates into four phenotypes based on their
biochemical and physiological characteristics. The antimicrobial activity evaluation method
by cross-streaking revealed better results than agar cylinders, with 24 isolates (75.00%) active
against Gram-positive bacteria, 21 isolates (65.63%) effective against Gram-negative bacteria,
and 25 isolates (78.13%) inhibiting Candida albicans. The screened strain, Streptomyces
fimbriatus AC31, exhibited the highest antagonistic activity characterized by inhibition zones
of 41, 38, 41, 42, and 44 mm against B. subtilis (ATCC 6633), E. coli (ATCC 8739), S.
typhimurium (ATCC 13331), S. aureus (ATCC 6538), and C. albicans (ATCC 10231),
respectively. Phylogenetic identification of the most active isolates, AC10 and AC31, using
the 16S rRNA gene sequence, showed 100% similarity with Streptomyces fimbriatus NBRC
154117 and Streptomyces pactum MH542148.17, respectively. Kinetics of antibiotic
production from these two strains were performed on ISP2 medium. Results showed that on
the 5th and 6th days of fermentation, the maximum activity of strains AC10 and AC31,
respectively, was reached. Butanol extracts of culture filtrates subjected to analysis by thin-
layer chromatography, flash chromatography, and UV-visible spectroscopic studies revealed
two active fractions for each of the two most active strains, with strain AC10 producing an
amino acid antibiotic, while strain AC31 also produced an amino acid antibiotic containing at

least one aromatic nucleus.

Keywords: Actinobacteria, antimicrobial activity, Saharan soils, Streptomyces, pathogenic

microorganisms.
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Introduction Générale

Au cours des deux dernieres décennies, les bactéries multirésistantes (MDR) se
propagent a travers le monde, constituant une grave menace pour la santé publique
(Strathdee et al., 2020). Selon I'évaluation de I'Organisation mondiale de la santé, I'une des
plus grandes préoccupations pour la santé publique au XXle siécle est la résistance aux

antibiotiques (Organization, 2014).

Actuellement, plusieurs études ont rapporté l'augmentation des bactéries résistantes
aux antibiotiques les plus couramment rencontrées, telles que Staphylococcus aureus
(Dumitrescu et al., 2010), Salmonella typhi (Mutai et al.,, 2018), Bacillus subtilis
(Takada et al., 2022), Escherichia coli (Lopatkin et al., 2021), et la levure Candida albicans
(Mayer et al., 2013).

Il s'agit d'un défi majeur qui nécessite le développement de médicaments
antimicrobiens innovants, srs et efficaces (Anguzu et Olila, 2007). Consciemment, des
antibiotiques sont encore en cours de développement par des chercheurs du monde entier dans
le but de mettre au point de nouveaux médicaments efficaces pour lutter contre les MDR
(Aslam et al., 2018).

Les produits naturels jouent un réle significatif dans le contréle et la prévention des
maladies humaines (Luca et al., 2020). lls sont une source majeure de nouvelles molécules
thérapeutiques provenant de microorganismes prokaryotes et eucaryotes, de plantes et d'autres
animaux. Les principaux composés antimicrobiens découverts proviennent de sources

microbiennes et végétales (Berdy, 2005).

Particulierement, les actinomycétes peuvent produire différents métabolites
secondaires avec une large gamme de structures chimiques, ce sont des bactéries Gram-positif
avec un taux de GC élevé et la plupart d'entre eux produisent du mycélium (Arasu et al.,
2008). lls peuvent générer des spores, des arthrospores, des conidies et des sporoanges,
tous essentiels dans la classification de ce groupe de micro-organismes (Barka et al., 2016).
IIs produisent des composés commercialement précieux dans le domaine de la biotechnologie,
tels que des agents antiparasitaires, des herbicides, des immunosuppresseurs, des pigments,
des larvicides, des phytohormones, des surfactants, etc. De plus, des substances utiles dans
I'industrie alimentaire, telles que des enzymes et des vitamines, pourraient étre produites

(Manivasagan et al., 2013).
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Les médicaments antibactériens et antifongiques figurent parmi leurs produits les plus
connus (Solanki et al., 2008). Les actinomycétes fournissent la majorité des antibiotiques
naturels, et ils sont les plus largement distribués dans la nature, habitant principalement les
sols (Goodfellow et al., 2012). Environ deux tiers de tous les antibiotiques naturels sont
estimes provenir des actinomycetes (Solanki et al., 2008). 1ls représentent environ 45% des 22
500 substances physiologiquement actives obtenues a partir de micro-organismes (Berdy,
2005). Le genre Streptomyces est notamment le principal genre produisant le plus grand
nombre, estimé a environ 80%, des antibiotiques produits par les actinomycetes (Demain,
2006).

Ainsi, en raison de leur métabolisme secondaire particulierement complexe, sont
considérés comme le genre de bactéries le mieux étudié. Leur capacité & biosynthétiser une
extraordinaire diversité de composés présentant différentes structures et activités biologiques
en fait des acteurs clés dans la production dantibiotiques d'origine naturelle.
Cette activité biologique est intensément exploitée dans divers domaines.
Les antibiotiques produits par les Streptomyces agissent sur plusieurs cibles,
y compris la synthese de la paroi bactérienne, des protéines, des acides nucléiques,
ainsi que sur la perméabilitt membranaire, entre autres (Procopio et al., 2012;
Solecka et al., 2012).

De nombreuses recherches se concentrent actuellement sur des environnements
inexplorés afin d'en apprendre davantage sur la synthese d'agents antimicrobiens
(Oskay et al., 2004).

L'exploration des écosystéemes dans des conditions environnementales extrémes est
une stratégie intéressante pour découvrir de nouveaux producteurs de substances bioactives
(Mohamed et al., 2017). En particulier, le sol saharien algérien a été signalé comme étant
riche en actinomycetes producteurs d'antibiotiques (Sabaou et al., 1998).
Ces investigations ont révélé une grande richesse et biodiversité en actinobactéries,
allant des especes les plus communes comme Streptomyces, aux plus rares a I'échelle
mondiale telles que Actinomadura, Catellatosopra, Couchioplanes, Herbidospora,
Nocardiopsis, Nonomuraea, Planobispora, Planomonospora, Saccharothrix, Spirillospora,
Streptosporangium, et autres ( Sabaou et al., 1998; Mokrane et al., 2013).
Plusieurs de ces souches sont des espéces nouvellement découvertes, et elles produisent un
grand nombre de molécules antimicrobiennes, dont beaucoup sont inédites
(Aouiche et al., 2015; Belghit et al., 2016; Bouras et al., 2015; Driche et al., 2017, 2015;
Merrouche et al., 2017).
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Dans ce contexte, notre travail de recherche a fixé comme objectifs:
le prélevement et les analyses des échantillons de sols des quatre biotopes environnementaux;
dénombrement, isolement, identification polyphasique des isolats d’actinomycétes;
criblage de leurs activités antimicrobiennes a 1’égard de cinq microorganismes pathogenes:
B. subtilis (ATCC 6633), E. coli (ATCC 8739), S. typhimurium (ATCC 13331),
S. aureus (ATCC 6538) et C. albicans (ATCC 10231). Les deux souches les plus
performantes du point de vue production de composés antimicrobiens seront sélectionnées
pour une étude détaillée des principaux : cinétique de production, extraction et caractérisation

des substances antimicrobiennes de nature antibiotique.
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Chapitre I.  Actinomyceétes

1 Définition et caractéristiques principales

Les actinomycetes sont des bactéries a Gram positif, démontrent la capacité de former
des spores asexuées (conidiospores ou sporangiospores) ainsi que des hyphes ramifiés.
Ces hyphes, généralement non fragmentés, donnent lieu a des colonies circulaires constituées
de filaments qui rayonnent de maniére centrifuge tout autour du germe qui leur a donné
naissance. C'est de la que provient leur dénomination  «Actinomycetes»,
tirée des termes grecs «aktino» «mycetes» se traduisant par «champignons a rayons»
ou « champignons rayonnants » (Allan and Prosser, 1983; Lechevalier, 1981).

Les actinobactéries etaient classées au sein de I'ordre des Actinomycetales (Mariat and
Sebald, 1990). Certains membres de ces microorganismes, principalement les formes
aérobies, ont été autrefois exclus du royaume bactérien en raison de leur morphologie
rappelant celle des champignons, caractérisée par des filaments ramifiés et des structures de
sporulation (Becker et al., 1965). De plus, les maladies qu'ils causaient, présentant des
symptdmes similaires a des infections fongiques, contribuaient a la confusion (Gazenko et al.,
1998). Cette problématique a été résolue, et ce groupe de microorganismes est maintenant
solidement classé parmi les bactéries (Becker et al., 1965; Lechevalier, 1981).
Le phylum Actinobacteria est composé de 6 classes (Acidimicrobiia, Actinobacteria,
Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria et Thermophilia),
18 ordres, 63 familles et 367 genres (Euzeby, 2017; Ludwig et al., 2012).

Sur le plan physiologique, les actinomycétes sont majoritairement des bactéries aérobies,
bien  que  certaines  soient  facultativement  aérobies,  voire  anaérobies.
Chimio-hétérotrophes, ces bactéries sont tres diversifiées dans leur capacité a utiliser
différentes sources d'énergie, incluant les polymeres complexes (Lechevalier, 1988;

Zimmermann, 1990).

2 Ecologie et distribution des actinobactéries

La plupart des actinomycetes sont saprophytes, cependant il existe des especes
symbiotiques ou qui sont pathogénes pour les plantes, les animaux et les étres humains
(Lacey, 1997; Locci, 1994; Peltola et al., 2001).

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires qui peuvent étre trouvés dans la
plupart des niches écologiques, y compris les sols (cultivés, désertiques, salés ou non, foréts,

champs, pollués par le pétrole ou les métaux lourds etc.), les moraines, les coulées
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volcaniques, les glaciers, les cavernes, les sédiments et les eaux (douces et salées) (Cross,
1981; Goodfellow and Williams, 1983; Kurtboke, 2017).

La majorité des actinobactéries sont d'origine tellurique et peuvent coloniser les autres
milieux a partir du sol qui est le plus grand réservoir d'actinobactéries,
qui représente 10 a 20 % de la microflore tellurique. Méme si leur nombre est généralement
moins élevé que celui des autres bactéries, leur densité de propagules est supeérieure
a celle des champignons, avec une densité de 10° a 10° propagules par gramme de sol
(Dommergues and Mangenot, 1970; Goodfellow and Williams, 1983).

Dans les sols sahariens d’Algérie, les actinomycetes représentent une part comprise entre
15 et 60 % de I'ensemble des microorganismes, pouvant méme atteindre plus de 85 % dans les
couches profondes des sols des palmeraies (Sabaou et al., 1992).

Particulierement, le genre Streptomyces est prédominant dans les sols ainsi que dans
divers autres substrats, constituant entre 80 et 95% du nombre total d'actinomyceétes (Elwan et
al., 1985), en deuxiéme position, on retrouve fréquemment les genres Nocardia et
Micromonospora (Ishizawa and Araragi, 1976).

Plusieurs facteurs physico-chimiques, tels que la nature et la richesse en matieres
organiques, la température, le pH, la profondeur, I'aération et le taux d'humidité, exercent une
influence sur I'abondance des actinobactéries dans le sol. Ces microorganismes se repartissent
verticalement depuis la surface jusqua plus de 2 meétres de profondeur,
atteignant leur niveau optimal entre 2 et 15 cm (Breton et al., 1989) et préferent un pH
compris entre 7 et 8 et une humidité réduite de I’ordre de 5 a 25%. Tout comme les autres
bactéries présentes dans le sol, la majorité des actinobactéries sont basophile, mésophile ou
neutrophile. Certaines espéces sont acidophiles ou halophiles (Hagedorn, 1976; Meklat et al.,
2012, 2011)

Les actinobactéries ont également été isolées a partir de nombreux environnements
aquatiques tels que I'eau douce (Kitouni et al., 2005), I'eau de mer et les sédiments marins
(Bull and Stach, 2007; Ghanem et al., 2000; Jensen et al., 1991; Ward and Bora, 2006), et
I'eau issue de marécages salés (Al-Zarban et al., 2002).

Les Actinomycetes dans lair sont retrouvés sous forme de spores.
Plutot que de servir d'habitat, ils exploitent I'air comme un moyen de déplacement (Gazenko
et al., 1998; Reponen et al., 1998). Le tableau 1 représente la répartition des actinobactéries

dans la nature.
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Tableau 1 : Répartition des actinobactéries dans la nature (Goodfellow & Williams, 1983)

Genres/Espéces Habitats

Streptomyces Sol, eau, litiere

Actionomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere

Frankia Nodule de racines des non légumineuses
Microbispora Sol

Micromonospora Sol, eau, sédiments, les sols humides
Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiere
Saccharomonospora Matiére en décomposition
Streptosporanguim Sol

Thermomonospora Matiere en décomposition et fermentation
Nocardia amarae Les boues activées

3 Taxonomie et critéres d’identification des actinomycétes

La classification précise des actinobactéries myceéliennes repose sur des critéres
morphologiques et chimiques, validés ultérieurement par des éléments moléculaires,
adoptant ainsi une approche taxonomique mixte et consensuelle introduite par Colwell en
1970.

Cette méthode exhaustive integre une gamme diversifiée de données,
allant des caractéristiques phénotypiques et chimiotaxonomiques aux éléments génétiques.
Elle englobe une variété de parametres tels que la morphologie, la physiologie,
la chimiotaxonomie et la génomique, participant a la détermination de la taxonomie des
actinobactéries. Néanmoins, cette classification se révéle complexe et sujette a controverse du
fait de la multiplicité des critéres employés.

Selon l'approche de Lechevalier et Lechevalier en (1965), I'établissement des espéces
repose sur des caractéres morphologiques et chimiques, mais en raison de la diversité
intrinseque des actinobactéries, I'intégration d'approches physiologiques,
numériques et moléculaires s'avéere desormais indispensable pour opérer des distinctions

précises entre ces organismes.

3.1 Les criteres morphologiques
Les critéres morphologiques des actinomyceétes englobent I'étude détaillée de leur macro
et micromorphologie. Ces caractéristiques morphologiques spécifiques sont énoncées dans

différentes éditions des "Bergey’s Manual", notamment celles de 1989, 1994 et 2010.
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Pour une référence exhaustive sur la taxonomie bactérienne, le Manuel de Bergey joue
un roéle essentiel, répertoriant I'ensemble des traits distinctifs de chaque taxon bactérien.
L'édition la plus récente de cet ouvrage, dirigée par (Goodfellow et al., 2012), a consacré un

volume en deux parties a I'étude détaillée des Actinobacteria.

3.1.1 Macromorphologique

Les caracteres macromorphologiques des actinomycetes reposent sur une observation
a I’ceil nu et qui contribuent parfois a différencier les groupes d’actinomyceétes entre eux.
Il s’agit de noter : La production ou non du mycélium aérien (MA), la présence ou non du
myceélium du substrat (MS), La détermination de la couleur du MA, du MS ainsi que pigments
diffusibles dans le milieu de culture. Les couleurs sont fréquemment déterminées grace a
I’utilisation de chartes de couleurs, tels que la charte de (Kelly and Judd, 1976) ou «Color
Name Chart Illustrated with Centroid Color ISCC —NBS ».

3.1.2 Micromorphologique

Pour la micromorphologie, il s'agit d'observer au microscope optique et parfois méme
au microscope é€lectronique des colonies poussant sur milieux géloses, afin de noter:
La fragmentation ou non du mycélium du substrat (MS), la présence de sporanges sur le MA
(Streptosporangium, Spirillospora, etc.) ou sur le MS (Actinoplanes, Dactylosporangium,
etc.), la forme et la taille des sporanges, le nhombre de spores par sporange ainsi que la
longueur des sporangiophores, la présence ou non de spores : rondes, ovales ou en batonnets,
I’agencement des spores : isolées, par deux, par quatre ou en courtes ou longues chaines, la
morphologie des chaines de spores : droites a flexueuses (RF-Rectus-Flexibilis), incurvées ou
en boucles (RA-Retinaculum-Apertum) ou en spirales (S-Spira). La figure 1 illustre la

micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries.
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Figure 1: Micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries (Sabaou et al., 1998).
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.
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3.2 Criteres physiologiques et taxonomie numérique

L’identification des espéces appartenant aux genres d’actinomycetes, nécessite en plus
des caracteres morphologiques et chimiques, des caracteres physiologiques
(Iutilisation des sources carbonées et azotées, la tolérance au pH, a la température,
a la salinité, etc), des caracteres biochimiques tests de dégradation de différents composés
(comme I’amidon, la caséine, lipides, protéines, polymeéres complexes, stéroides, etc.),
tests de résistance aux différents agents chimiques et antimicrobiens (antibiotiques, divers

autres agents chimiques).

Une multitude de tests physiologiques associés a l'outil informatique ont été employés
dans les années 70 pour discriminer les diverses especes au sein de chaque genre.
C'est ainsi qu'a vu le jour la taxonomie numérique, marquée par I’établissement de
dendrogrammes qui ont considérablement éclairci la composition en especes de genres tels
que Streptomyces (Williams et al., 1983), Actinomadura (Athalye et al., 1985),
Nocardiopsis(Grund and Kroppenstedt, 1990) et Actinophanes (Goodfellow et al., 1990).

3.3 Taxonomie moléculaire

Au fil des dernieres décennies, la biologie moléculaire s'est affirmée comme un outil
puissant et incontournable dans le domaine de la taxonomie.
A présent, toute proposition de nouvelle espéce doit impérativement reposer sur des analyses
génétiques. Les principales analyses moléculaires utilisées pour la détermination des espéces
sont I’hybridation ADN-ADN (Wayne, 1987).

Le séquencage de I’ADN ribosomique 16S par la méthode de (Stackebrandt et al.,
1997) et le pourcentage GC % qui n’est obligatoirement demandé que lors d’une proposition
de nouveaux genres. La fiabilité et la rapidité d’exécution de ces techniques ont ainsi permis

de réviser la phylogénie des actinobactéries (Goodfellow et al., 2012; Ventura et al., 2007).

3.3.1 Séquencage de ’ADN ribosomique 16S

Le processus de segquencage du gene qui code pour I'ARN ribosomique 16S
(d'une longueur d'environ 1500 paires de bases) débute par I'extraction de I'ADN génomique,
suivi de I'amplification du gene via la réaction de polymérase en chaine (PCR) en utilisant des
amorces spécifiques. Par la suite, le produit de la PCR est utilisé pour effectuer le séquencage

de la région correspondant au géne de I'ARNTr 16S.
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Les séquences obtenues aprés cette amplification sont ensuite analysées par
comparaison, notamment en utilisant des méthodes de phylogénie, soit en les confrontant
entre elles, soit en les mettant en correspondance avec des espéces de référence répertoriées
dans des bases de données génomiques telles que Ez Taxon et GenBank qui regroupent les

séquences de toutes les souches-types validees des bacteéries.

Aprés le séquencage et la reconstitution de la séquence compléte
(ou presque complete) de I'ADNr 16S, un traitement préalable des séquences nucléotidiques
partielles est nécessaire pour cette comparaison. Ce traitement utilise des outils d'alignement
de séquences comme "Clustal W et Muscle" et de comparaison de banques génomiques
comme "Blast". Par conséquent, le séquencage de I'ADNr 16S est un moyen tres rapide dans

I'identification des taxons.

D'autres programmes sont également disponibles pour les études phylogéniques.
Ils comprennent les meéthodes de calcul des matrices de distances d'évolution
(tels queJukes & Cantor, 1969; Kimura, 1980, etc.), celles des algorithmes de construction de
topologies d'arbres phylogénétiques telles que les méthodes de "Parsimony" (Fitch, 1971),
du "Maximum Likelihood" (Felsenstein, 1981) et du "Neighbor-Joining” (Saitou and Nei,
1987), de plus, les approches de confirmation statistique des relations phylogénétiques, telles
que le procéde du "Bootstrap” (Felsenstein, 1985), sont également incluses.

Il est consensuel que des niveaux d'homologie inférieurs a 94% et 97% permettent de
différencier deux genres ou deux espéces, respectivement (Devereux et al., 1990;
Stackebrandt and Goebel, 1994).

Toutefois, il convient de noter qu'un taux d'homologie situé entre 97% et 100%
ne garantit pas automatiquement l'identité des espéces, en particulier lorsqu'elles font partie
d'un genre comprenant un grand nombre d'especes, tel que le genre Streptomyces.

Par conséquent, le recours a I'hybridation ADN-ADN devient indispensable
pour trancher de tels cas. Dans ce contexte Meier-Kolthoff et al. (2013) ainsi que Kim et al.
(2014) ont suggéré respectivement des seuils de 98,2% et 98,65% comme criteres

de distinction entre les espéces, sans recourir a I'nybridation ADN-ADN.

3.3.2 Hybridation ADN-ADN
L'application de I'hybridation moléculaire  ADN-ADN s'avére incontestable pour
I'identification  d'espéeces  par  comparaison avec celles déa  répertoriées.

Cette méthode a pu étre mise en ceuvre seulement apres la compréhension des phénomenes de

renaturation de I'ADN (Chargaff et al., 1949) (Marmur et Doty, 1962).
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En vertu de cette approche, deux especes sont considerées distinctes lorsque leur degré
de similitude (exprimé par le taux de réassociation de leurs brins d'ADN)
est inférieur a 70% (Wayne, 1987).

3.3.3 Pourcentage de guanine-cytosine (G+C)

En 1949, les travaux de Chargaff et son équipe ont mis en évidence que la composition
en bases puriques et pyrimidiques de I'ADN pouvait présenter des variations d'un individu a
l'autre, tout en demeurant constante au sein d'une méme espéce. L'expression de cette
composition en bases est évaluée par le pourcentage de guanine-cytosine (% GC) qu'elle
renferme.

Dans le cas des bactéries, la fourchette de pourcentage en guanine et cytosine (G+C)
varie entre 25% et 78%. Cette détermination précise s'applique a I'espéce-type d'un nouveau
genre, mais peut étre omise si l'espéce nouvellement découverte appartient a un genre déja
répertorié (Euzeby, 2003; Stackebrandt et al., 1997).

L'information tirée du pourcentage GC a eu une incidence significative sur la redéfinition
des actinomycetes (caractérisés par un G+C supérieur a 55%), ce qui a permis de les
distinguer nettement de la lignée des Bacillaceae, Lactobacillaceae et d'autres bactéries
Gram+ (ayant un G+C inférieur a 55%). Par conséquent, des bactéries non mycéliennes
comme Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter, et méme Micrococcus, ont été

réattribuées a la lignée phylogénétique des actinomycétes (Locci et al., 1989).

4 Genre Streptomyces
4.1 Caractéristiques et position taxonomique

La dénomination du genre Streptomyces issu de « Streptos », signifiant courbé ou tordu
en grec, et « Myces », signifiant moisissure, désigne des bactéries un contenu elevé en G+C
(entre 69 et 78 %) et formant des colonies dotées d'une morphologie complexe,

comme le décrit (Hodgson, 2000).

Le genre Streptomyces, inscrit dans le groupe des Actinomycétes et plus spécifiqguement
dans le sous-groupe des Streptomycetes, a longtemps été classé au sein de I'Ordre des
Actinomycetales, selon le Bergey's Manual de 2004 (Garrity et al., 2004).

Cependant, une restructuration récente de la classification, présentée dans le Manuel de
Bergey de 2012, Goodfellow et al. (2012) ont subdivisé I'Ordre des Actinomycetales en
plusieurs nouveaux Ordres donc le genre Streptomyces est rattaché a I'Ordre des

Streptomycetales et a la Famille des Streptomycetaceae.

11
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La classification et l'identification des diverses espéces de Streptomyces reposent
principalement sur une approche taxonomique numérique, se basant sur des caractéres
phénotypiques. Cette méthode est privilégiée en raison de [linstabilité génétique
de ces micro-organismes, qui rendrait complexe la mise en place d'une classification basée sur
leur génome et sa structure. Les especes appartenant au genre Streptomyces constituent la
grande majorité de la famille des Streptomycetaceae, constituant environ 95,34 % de ce
groupe. Ces bactéries filamenteuses du sol présentent des hyphes de longueurs variables,
sont aeérobies strictes et a Gram positif avec un diamétre situé entre 0,5 et 2,0 pm.
Bien que la majorité des especes ne soient pas pathogénes, certaines d'entre elles peuvent
causer des maladies chez I'nomme et les animaux, tandis que d'autres sont phytopathogénes
(Guyonvarch et al., 2006)

4.2  Streptomyces et les genres apparentés

Le nombre d'espéces au sein du genre Streptomyces est en constante augmentation.
En 1997, 464 especes et 45 sous-especes validées ont été répertoriés (Hain et al., 1997).

En 2012, la collection allemande de microorganismes (DSMZ) conservait 665 especes.

En 2018, cette méme collection enregistrait 823 especes avec des noms validés et 38
SOUS-especes.

Récemment, en 2023, le nombre a grimpé a 1179 espéces et 73 sous-especes, comme
indique I’ Institut de Leibniz DSMZ-Collection allemande de micro-organismes et de cultures
cellulaires sur le site. Ce chiffre valide que le genre Streptomyces demeure le plus vaste parmi
les genres de l'ordre des Actinomycetales au sein de la classe des Actinobacteria, comme
établi par Stackebrandt et ses collegues en 1997 (Stackebrandt et al., 1997).

Les défis techniques liés a la classification du genre Streptomyces au niveau
sub-générique ont été abordés grace aux avancées dans les méthodes génotypiques et
phenotypiques (Rong and Huang, 2010; Ventura et al., 2007).

Ces progres ont conduit a la reclassification de nombreuses especes mal classees au sein
du genre Streptomyces. Cela s'est illustré par exemple avec plusieurs souches de Streptomyces
hygroscopicus, qui ont été ultérieurement proposées comme de nouvelles espéces:
Streptomyces aldersoniae, Streptomyces angustmyceticus, Streptomyces ascomycinicus,
Streptomyces decoyicus, Streptomyces milbemycinicus et Streptomyces wellingtoniae (Kumar
and Goodfellow, 2010).

12
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4.3 Caracteres culturaux

Les Streptomyces présentent la capacité d'utiliser une vaste gamme de composés
organiques en tant que sources de carbone et d'énergie. La température optimale de croissance
se situe entre 25 et 35 °C. Bien que la majorité des souches soient mésophiles, on recense
également quelques souches psychrophiles ou thermophiles. La plage de pH idéale pour la
croissance se situe entre 6,5 et 8,0. Bien que la croissance puisse se produire a la fois en
milieu liquide et solide, I'étude approfondie d'un cycle complet de différenciation est

préférablement menée dans un milieu solide (Guyonvarch et al., 2006).

4.3.1 Croissance en milieu solide

Les Streptomyces suivent un cycle cellulaire complexe qui se caractérise par une
différenciation morphologique et biochimique poussée. Lorsqu'ils sont placés dans des
conditions favorables, les spores initient la croissance d'un tube germinatif qui se développe
(étape 1) pour former des hyphes non septés et plurinucléés. Ces hyphes se ramifient et
s'ancrént dans le substrat solide, donnant ainsi naissance au mycélium primaire, également
connu sous le nom de mycélium végétatif ou de substrat. Ce stade devient visible a I'ceil nu
apres 2 a 3 jours (Hodgson, 1992).

Par la suite, un mycélium secondaire aérien se forme au-dessus de la colonie (étape 2).
Ces hyphes, peu ramifiés et dotés d'une enveloppe hydrophobe, peuvent étre colorés
(Hodgson, 1992).

Le mycelium aérien s'enroule en spirales a ses extrémités (étape 3) et, grace a la
formation et a I'épaississement de cloisons, des spores se forment (étapes 4 a 7).
Ces spores jouent un role de dispersion (Hodgson, 1992).

Il est important de noter gqu'en temps normal, chaque spore contient un unique
exemplaire du chromosome, alors que de multiples nucléoides coexistent dans le mycélium
(Chater, 1993).

Le développement du mycélium secondaire porteur de spores peut prendre entre une a
deux semaines. Pour encourager la production de spores, il est recommandé de cultiver la
souche dans un milieu pauvre, car les spores représentent une forme de résistance aux

conditions defavorables (Parish, 1979).

4.3.2 Croissance en milieu liquide.
La croissance en milieu liquide exige une aération du milieu via l'agitation et/ou

I'injection d'air ou d'oxygene, étant donné que ces bactéries sont strictement aérobies.

13
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Dans de telles conditions, les Streptomyces se développent par élongation de leurs filaments et
peuvent ensuite présenter trois morphologies distinctes (figure 2).

Des hyphes, qu'ils soient ramifiés ou non, qui se présentent sous forme de mycélium
dispersé; un mycélium plus ramifié formant des enchevétrements; ou encore des pelotes
denses dont la taille peut varier de 0,1 um a plusieurs millimétres (Amanullah et al., 2000;
Bushell, 1988; Hobbs et al., 1989).

Ces pelotes peuvent occasionner des contraintes au niveau de la diffusion d'oxygene
et/ou de nutriments entre le milieu de culture et les bactéries situées a l'intérieur
de la pelote (Papagianni, 2004).

Les pelotes se forment soit par I'agrégation des spores, qui, lorsqu'elles germent,
donnent naissance a une pelote, soit par I'enchevétrement des hyphes pendant leur croissance
et leur ramification. La sporulation en milieu liquide est rare, mais possible.
Les spores produites dans ces conditions sont similaires a celles obtenues en milieu solide,
cependant, dans le cas de S. antibioticus ETHZ 7451, elles présentent une moins bonne
thermorésistante (Daza et al., 1989; Novella et al., 1992).

? T Mycelial clumps
or aggregates

Freely dispersed

Pellet

Dispersed

Figure 2: Morphologie des hyphes en croissance dans le milieu liquide (Almaris, 2007).

14



Chapitre I1 Métabolisme des

actinomycetes



Synthése bibliog_]raphique Chapitre 11 Métabolisme des actinomycetes

Chapitre 1. Métabolisme des actinomycetes

1 Meétabolisme des actinobactéries

La différenciation morphologique s'accompagne d'une différentiation métabolique,
pendant leur croissance, les actinomycetes ont la capacité de passer d'un métabolisme
primaire @ un métabolisme secondaire. Au cours de ces deux phases,
ils produisent des métabolites dont les caractéristiques varient selon la phase de synthese de

croissance (Delaunay et al., 2003).

1.1 Métabolisme primaire
Le métabolisme primaire des actinomycetes ressemble a celui observé chez d'autres
organismes, durant la trophophase le métabolisme primaire forment la structure cellulaire et

contribuent au fonctionnement du métabolisme général (Theilleux et al., 1993).

1.2 Métabolisme secondaire.

Le métabolisme secondaire est produit au cours de I’idiophase et se distingue du
métabolisme primaire du fait qu'il englobe des métabolites qui ne sont pas directement liés a
la croissance et a la vitalité de l'organisme. En régle générale, le métabolisme secondaire
regroupe I'ensemble des voies de synthese de composés qui n‘ont pas de fonctions immédiates

dans le métabolisme cellulaire (Theilleux et al., 1993; Colombié, 2005).
Le tableau 2 montre les principales différences entre les métabolites primaires et secondaires.

Tableau 2: Principales différences entre les métabolites primaires et secondaire (Delaunay et
al., 2003).

Meétabolite primaire Meétabolite secondaire

Synthétisé pendant la trophophase Synthétisé pendant I’idiophase

Présent tout au long du cycle cellulaire Apparition a un moment du cycle cellulaire
Nécessaire a la croissance Inutile pour la croissance

Role physiologique connu Réle physiologique mal connu
"turn-over" élevé "turn-over" pratiquement nul

Produit dans des conditions de culture Produit dans des conditions de culture bien
diverses définies

Ubiquitaire Spécifique

Enzymes a spécificité étroite Enzymes a specificité large

Voies de synthese simple et courte Synthése longue et complexe

Synthése d’un produit parfaitement défini Syntheése d’un mélange de produits
Structure chimique généralement simple Structure chimique souvent complexe
Concentration élevée Concentration faible
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2 Importance biotechnologique des actinomycetes

Les actinomyceétes jouent un rdle majeur dans les domaines biotechnologiques en raison
de leur aptitude a générer une variété considérable des métabolites secondaires
biologiquement actifs a intérét industriel, médical et environnemental comme
les antibiotiques, les enzymes, les herbicides (phinotricine), les pesticides (antimycine A),
les insecticides (mikkomycine) et les antiparasites. Les actinomycétes sont aussi une grande
source de molécules possédant des activités biologiques variées telles que des agents

antitumoraux, des antiviraux, des immunosuppresseurs ou des inhibiteurs d’enzymes

(Boudjelal-Bencheikh, 2012)

2.1 Production de composes a intérét médicinal, vetérinaire et industriel
Les actinobactéries ont largement contribué a la production de nombreux composés
bioactifs précieux sur le marché, et leur exploration est régulierement entreprise pour la

découverte de nouvelles substances bénéfiques (Vijayakumar et al., 2007).

La recherche de nouveaux actinomyceétes revét une importance cruciale pour la
découverte de médicaments & base de produits naturels, caractérisés par un large spectre
d'activités biologiques. Ces produits incluent des antibiotiques antibactériens, antifongiques
ainsi que des substances présentant des propriétés toxiques, cytotoxigques, neurotoxigues,
antimitotiques, antivirales et anticancéreuses (Chen et al., 2010; Newman et Cragg, 2007;
Williams, 2009).

Par exemple, les antibiotiques sont utilisés dans les élevages industriels pour prévenir et
traiter les maladies animales et végétales, ainsi que pour améliorer les performances

zootechniques gréce a leur inclusion dans I'alimentation (Khachatourians, 1998).

2.1.1 Production de composés anticancéreux

Parmi les composés a activité antitumorale extraits de souches d'actinomycetes,
on retrouve la montanastatine produite par Streptomyces anulatus, la mitomycine provenant
de Streptomyces lavendulae et les bléomycines issues de Streptomyces verticillus.
Il 'y a aussi la valinomycine qui se manifeste en tant qu'antibiotique a propriétés

antinéoplasiques (Pettit et al., 1999).

Un exemple supplémentaire concerne les rifampycines, des produits issus de la
fermentation de Streptomyces mediterranei, qui ont démontré leur efficacité antivirale a

I'encontre de bactériophages ainsi que de virus mammiféres (Wehrli and Staehelin, 1971).
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L'actinohivine illustre également la catégorie des substances bioactives produites par
les actinomyceétes. Il s'agit d'une nouvelle protéine anti-VIH isolée de la souche K97-0003,
qui présente la capacité d'inhiber la formation de syncytium (Chiba et al., 2001).

2.2 Production d’enzymes
Aprés les antibiotiques, les actinomycétes se positionnent comme d'importants acteurs
de I'industrie en produisant des enzymes, ce qui en fait I'un des produits industriels les plus

significatifs issus de ces micro-organismes (Theilleux, 1993).

En effet, ces actinomycetes se distinguent par leur capacité a étre d'excellents fabricants
d'enzymes a usage industriel, notamment des protéases, des chitinases (Tanaka et Omura,
1990 ; Vonothini et al., 2008), des amylases, des cellulases, des xylanases, et des lipases
(Park et al., 2002).

2.2.1 Amylase
Les amylases sont des hydrolases qui décomposent les molécules d'amidon en

dextrines et de plus petits polymeres d'unités de glucose (Windish and Mhatre, 1965).

Il existe différents type d’amylases qui peuvent étre catégoriser en alpha-amylases
produites par les Nocardiopsis sp, en béta-amylases sécrétées par les Streptomyces sp,

ainsi qu'en pullulanases et amylo-glucosidases (Whitman et al., 2012).

A savoir Nocardiopsis sp., génere des amylases thermostables qui présentent
également de nombreuses applications dans l'industrie de la boulangerie et du papier
(Stamford et al., 2001).

Les amylases produites par Streptomyces erumpens trouvent une large application
dans les secteurs de la boulangerie, de la brasserie et de la production dalcool
(Kar and Ray, 2008).

Du point de vue industriel, les amylases revétent une importance primordiale en raison

de leur capacité a convertir I'amidon en sirops de fructose élevé (Ammar et al., 2002).

De plus, il convient de noter que les amylases ont une valeur nutritionnelle
(Yang ChaoHsun and Liu WenHsiung, 2004). Les industries des détergents et de la
production de bioéthanol font un usage intensif des a-amylases a activité a froid produites par
les Actinobactéries (Kuddus et al., 2011).
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2.2.2 Protéase

Pendant des décennies, la recherche de nouvelles protéases en vue de leur utilisation
industrielle a été en cours. Certaines souches de Streptomyces produisent des protéases,
tandis que d'autres genres ont éeté signalés pour produire des protéases tolérantes au sel
(Horikoshi, 1999).

Les industries du cuir utilisent les protéases de Nocardiopsis sp. pour la dégradation
des peaux et des cuirs, les employant également comme additifs dans les détergents

(Moreira, Albuquerque, Teixeira, Porto et Lima Filho, 2002).

De plus, les protéases de Streptomyces sp. sont utilisées pour enlever la peau de
chévre, une méthode économiguement et écologiquement viable
(Mitra et Chakrabartty, 2005), et elles possedent une activité kératinolytique, les rendant utiles
dans les processus agro-industriels de dégradation des plumes, des poils, des ongles et des
cornes (Brandelli, 2008). Le genre Microbispora est également connu pour produire des

protéases C.

2.2.3 Lipases

Diverses souches d'actinomycetes démontrent une capacité remarquable pour
I'nydrolyse des huiles et des graisses. Les lipases et les estérases, regroupées en une catégorie
d'enzymes hydrolytiques diversifiée, sont cruciales pour la décomposition des lipides,
notamment les triglycérides (Aly et al., 2012).

Parmi les actinomycetes, des exemples tels que Streptomyces exfoliates et
Nocardiopsis alba produisent des lipases capables de rompre les liaisons ester des
triglycérides, les transformant ainsi en glycérol et en acides gras (Gandhimathi et al., 2009).

De ce fait, les lipases démontrent un potentiel considérable d'utilisation dans un
éventail d'applications, incluant le traitement des huiles et des graisses, I'industrie cosmétique,
le diagnostic, ainsi que la production de détergents (Ninawe et al., 2006).

Les lipases, également désignées comme enzymes de fractionnement des graisses,
exercent un role critique en rompant les liaisons ester présentes au sein des triglycérides
composés d'acides gras a longue chaine, favorisant ainsi I'absorption et I'assimilation des
lipides. Ces enzymes possédent une polyvalence notable et trouvent une variété
d'applications, notamment dans la bioremediation, la fabrication de détergents, le processus de
dépulpage biologique du bois, ainsi que dans la synthese d'ardmes (Ninawe et al., 2006).
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2.2.4 Chitinases
Les chitinases ont suscité un vif intérét pour leur capacité a agir en tant qu'agents de
lutte biologique contre les champignons pathogénes des plantes, les nématodes,

et autres pathogeénes (Conn, 2005).

Les chitinases produites par les actinomycetes se distinguent par leur thermostabilité
élevée et leur capacité a fonctionner sur une plage de pH variée, ce qui les rend adaptées a

diverses applications industrielles (Horikoshi, 1999).

Par exemple, le chitobiose produit par Microbispora sp. possede des propriétés
antioxydantes et est utilisé comme additif alimentaire ainsi que dans des applications

biomédicales (Jaouadi et al., 2010).

Un certain nombre de souches d'actinomycetes, telles que Streptomyces
thermoviolaceus et Microbispora sp., sont connues pour leur production de chitinases.
Les chitinases produites par ces souches sont utilisées pour extraire le chitobiose,
un antioxydant potentiellement utilisé dans [I'industrie alimentaire et biomédicale
(Bhattacharya et al., 2007).

De plus, les chitinases provenant d'actinomycetes autres que Streptomyces,
comme Nocardiopsis prasina, sont utiles dans la dégradation des oligosaccharides de chitine,
offrant des perspectives d'utilisation en tant qu'agents antioxydants, antimicrobiens,

anticancéreux, anticoagulants et antitumoraux (Horikoshi, 1999).

2.2.5 Cellulases

Les cellulases sont des enzymes industrielles essentielles pour la production durable de
biocarburants, car elles convertissent la cellulose en sucres fermentescibles.
Les cellulases issues des Streptomyces spp., telles que S. ruber, S. lividans et S. rutgersensis,
se caractérisent par leur grande thermostabilité (Kar and Ray, 2008).

Ces enzymes sont principalement utilisées en complément dans les détergents,
I'industrie textile, les additifs pour animaux, ainsi que dans l'industrie du papier et de la pate
(Azzeddine et al., 2013; Jang and Chang, 2005).

Certaines souches des genres Thermobifida et Micromonospora produisent également
des cellulases ayant un potentiel industriel pour une utilisation commerciale (Yang ChaoHsun
and Liu WenHsiung, 2004).
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Les cellulases issues d'extrémophiles, telles que celles de Thermobifida,
conservent leur stabilité a des températures et des pH élevés, ce qui les rend adaptées a la
dégradation du coton et de lavicel. De plus, elles sont capables dutiliser du riz,

du blé et d'autres cultures comme substrats (George et al., 2001; Shweta, 2012).
2.2.6. Xylanases

Les xylanases, une autre enzyme essentielle, sont produites par les actinomycetes et
ont une utilisation commerciale. Les xylanases extraites de deux especes d'actinomycetes,
a savoir Actinomadura sp. FC7 et Nonomurae aflexuosa, se distinguent par leur
thermoresistance élevée et leur activité spécifique, ce qui les rend trés précieuses dans
I'industrie (Brzezinski, Dery, & Beaulieu, 1999).

On a également observé la production de xylanase chez Thermomonospora fusca
(McCarthy, Peace, & Broda, 1985).

Cependant, Fagerstrom et al. (2008) ont noté que les industries du papier et de la pate
a papier préferent largement les Xxylanases fusionnées provenant de champignons et
d'actinomycetes en raison de leur remarquable résistance a la chaleur et de leur stabilité au pH
(Fagerstrom et al., 2008).

Compte tenu du colt élevé de la xylane pure, les actinomycetes offrent une alternative
intéressante en tant que producteurs de Xxylanase pour des applications industrielles,
notamment les xylanases produites par les Streptomyces spp., qui se révelent d'excellents
agents de bio-lixiviation lorsqu'ils sont utilisés en conjonction avec de la paille de riz
(Rifaat, Nagieb, & Ahmed, 2006).

2.3 Production de biosurfactants

Les biosurfactants (BS) sont des composeés amphiphiles produits a la surface
d'organismes vivants, principalement au niveau des cellules microbiennes ou excrétés dans
leur environnement extracellulaire. lls renferment a la fois des parties hydrophobes et
hydrophiles qui ont pour effet de réduire la tension de surface (ST) ainsi que les tensions
interfaciales entre les molécules individuelles présentes a la surface et a linterface.
Du fait que les biosurfactants et les bioémulsifiants partagent des propriétés d'émulsification,
il arrive fréqguemment que les bioémulsifiants soient classés comme des biosurfactants,
méme si ces derniers ne sont pas forcément responsables de la réduction de la tension de
surface. Les biosurfactants peuvent étre de diverses natures, tels que l'acide mycolique,

les glycolipides, les complexes lipides-polysaccharides, les lipoprotéines ou lipopeptides,
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les phospholipides, voire méme la propre surface cellulaire des micro-organismes (Sri et al.,
2023).

Des microorganismes du groupe des actinomycetes sont confirmés comme étant des
producteurs de biosurfactants, parmi lesquels on compte Nocardiopsis alba MSA
(Gandhimathi et al., 2009), Nocardiopsis dassonvillei MADO08 (Kiran et al., 2009).
Nocardiopsis lucentensis MSA04 (Kiran et al., 2010), Streptomyces sp. S1
(Kokare et al., 2007), ainsi que Streptomyces orientalis DKDVIT1 et S. aureomonopodiales
DKDVIT2 (Lakshmipathy Deepika and Krishnan Kannabiran, 2010).

De fait, plusieurs importances thérapeutiques et biomédicales, telles que des activités
antibactériennes, antifongiques, antimycoplasmiques et antitumorales, ont été signalées
(Arifiyanto et al., 2020; Rodrigues et al., 2006)

2.4 Utilisation des actinomycétes dans la bioremédiation

A T'heure actuelle, la pollution des environnements par des composés organiques et
inorganiques est un probléme mondial préoccupant. La bioremédiation est devenue I'une des
méthodes les plus populaires pour restaurer les environnements, en raison de sa durabilité et

de son co0t relativement faible (Kuyukina and Ivshina, 2010).

Les actinomycetes se distinguent par leur grande utilité dans les processus de
bioremédiation (Alvarez et al., 2017)

Parmi les genres d'actinomycétes, Rhodococcus se révele particulierement prometteur
dans le traitement de divers types de polluants, notamment les composés organiques et
inorganiques (Rathore et al., 2021), les composés phénoliques (Barik et al., 2021),
les produits pharmaceutiques (lvshina et al., 2019), les colorants (Maniyam et al., 2020a)

et les métaux lourds (Goswami et al., 2017).

Les actinomycétes halophiles ont également été étudiés pour leur capacité a
décontaminer les sols contaminés par des hydrocarbures pétroliers tels que I'hexane,
le benzéne, le naphtalene et le pétrole brut, avec des résultats positifs
(Margesin and Schinner, 2001). Parmi les actinomycétes utilisés a cette fin, on compte
Nocardiopsis sp. NCIM 5124 (Dixit and Pant, 2000), Streptomyces streptomycini 295H et
Streptomyces sp. 278H (Gurielidze et al., 2009)

2.5 Production de bioplastics et d’exopolysaccharides
Les bactéries qui prosperent dans des environnements salins représentent une précieuse

source de matériaux plastiques biodégradables, offrant des rendements élevés pour la
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fabrication de thermoplastiques, communément appelés “polyesters biologiques”.
Ces thermoplastiques présentent des caractéristiques remarquables, telles qu'une résistance
élevée et une faible température de fusion, les rapprochant du polypropyléne
(Oren, 2002; Singh, 2006).

De plus, les bactéries halophiles se révelent étre une source importante de phtalates de
dibutyle, des additifs utilisés dans diverses applications de matieres plastiques en tant que
plastifiants. Par exemple, les especes du genre Streptomyces sont connues pour leur
production de phtalates (AL BARI et al., 2006; EI-Naggar, 1997; Lee, 2000; Smaoui et al.,
2011).

Les actinomycetes sont également capables de générer des exopolysaccharides aux
multiples applications, notamment en tant que stabilisants, épaississants, geélifiants et
émulsifiants. Ces polymeéres ont des usages variés dans l'industrie pharmaceutique,

alimentaire, de la peinture, de la récupération d'huile, du papier et des textiles (Singh, 2006).

2.6  Utilisation des actinomycétes dans le domaine agronomique

2.6.1. Production de biofertilisants

Les actinomycetes jouent un réle clé dans la biodégradation de la matiere organique,
notamment des substances complexes comme les polymeres, les polysaccharides, la chitine et
la lignocellulose (Goodfellow and Williams, 1983; Lechevalier, 1981; McCarthy and
Williams, 1992)

De plus, le genre Frankia est réputé en foresterie pour sa capacité a fixer l'azote
atmosphérique en symbiose avec les racines d'arbustes dicotylédones tels que le Casuarina,
l'aulne et I'orme (Becking, 1974; Lechevalier, 1981; Sarma et al., 2003). En contribuant a la
production d'odeurs caractéristiqgues du sol, les actinomycetes participent également a
I'écosysteme (Gerber and Lechevalier, 1965; Gottlieb, 1973).

En outre, ces microorganismes présentent un potentiel biotechnologique prometteur,
notamment dans le clonage de génes responsables de la synthese de solutés osmorégulateurs
pour renforcer la résistance des plantes aux sols salés dans les régions arides.
Les premiers essais de clonage de ces génes ont montré des résultats positifs,

permettant aux plantes de croitre en milieu fortement salin (Singh et al., 2008).
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2.6.2. Production des biopesticides

Les pesticides, responsables de la pollution environnementale (Alvarez et al., 2017),
causent des dommages considérables, notamment économiques et environnementaux,
ainsi que des menaces pour la biodiversité (Sanchez-Garcia et al., 2019). Particuliérement, les
fongicides sont fréquemment utilisés pour lutter contre les maladies fongiques, qui

représentent 80 % des infections des plantes (Someya, 2008).

La découverte de pesticides slrs et peu colteux permettrait de réduire la dépendance
aux pesticides synthétiques. De plus, les actinomycétes nouvellement découverts se révélent
prometteurs pour traiter diverses souches fongiques pathogénes. Ils ont montré un fort
potentiel inhibiteur contre des champignons phytopathogenes tels que Rhizoctonia solani,
Phytophthora capsici et Fusarium oxysporum, améliorant la croissance des plantes telles que
le piment (Sanchez-Garcia et al., 2019).

Des meétabolites antifongiques dérivés des actinomyceétes, tels que la kasugamycine
(Umezawa et al., 1965), la mildiomycine (Feduchi et al., 1985), la polyoxine B, la polyoxine
D (Endo and Misato, 1969), et la validamycine A (Barka et al., 2016), sont particulierement
efficaces contre les champignons. Par exemple, la kasugamycine se présente comme un

traitement efficace contre la pyriculaire du riz (Umezawa et al., 1965).

Dans une autre étude, des isolats d'Actinobacteria provenant d'Odontotermes
formosanus ont démontré une inhibition efficace de champignons concurrents (Yin CaiPing et
al., 2019).nsi, les actinomycétes constituent une source prometteuse de remedes

antifongiques.

3 Antibactérien de nature antibiotiques produits par les actinobactéries

L'histoire des antibiotiques a débuté en 1929 avec la découverte de la pénicilline par le
Dr. Alexander Fleming au St. Mary’s Hospital de Londres. Cette avancée a marqué le début
de la compréhension des composés chimiques capables de cibler spécifiguement et
efficacement les microorganismes. Au cours des années suivantes, des recherches
approfondies ont enrichi I'arsenal antibactérien, avec des isolations d'antibiotiques comme la
streptomycine a partir de Streptomyces griseus en 1943, le chloramphénicol a partir de
Streptomyces venezuelae en 1947, la chlortétracycline a partir de Streptomyces aureofaciens

en 1948, et I'érythromycine a partir de Streptomyces erythreus en 1952.

Les antibiotiques occupent une position prépondérante en termes de quantité et

d'importance tant sur le plan thérapeutique que commercial (Oskay et al., 2004).
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En effet, les actinomycetes filamenteux sont a l'origine de 70 % des antibiotiques naturels

identifiés a travers le monde (Zerizer et al., 2006).

Les actinobactéries constituent une source essentielle d'antibiotiques et d'autres composeés
secondaires d'intérét industriel (Hayakawa et al. 2004, Takahashi et Omura 2003).
Ce groupe bactérien vaste est responsable de plus de 70 % des antibiotiques dérivés de

microorganismes (Cundliffe, 2006).

Parmi les especes appartenant aux différents genres d'actinomycétes, les Streptomyces se
distinguent en tant que principaux producteurs d'antibiotiques et d'autres métabolites

secondaires d'intérét (Anderson and Wellington, 2001; Sanglier et al., 1993).

Il est estimé que les Streptomycétes contribuent a la production de 75 a 80 % des
antibiotiques isolés a partir d'actinomycétes (Boudemagh et al., 2005; Thakur et al., 2007).

Les actinobactéries produisent une variété impressionnante d'antibiotiques aux structures
chimiques diverses comme les aminoglycosides, anthracyclines, glycopeptides,
béta-lactamines, tétracyclines, macrolides, nucléosides, etc., ayant des applications

thérapeutiques diverses (Okami and Hotta, 1988).

4  Classification des antibiotiques

Les antibiotiques représentent un ensemble varié de molécules bioactives,
pouvant étre regroupées selon différents criteres tels que leur composition chimique,
leur origine, leur mode d’action et leur spectre d’action.
La classification la plus fréqguemment utilisée est celle qui repose sur leur structure chimique
(Bérdy, 1987; Bycroft and Payne, 2013)

4.1 Classification selon la structure
La classification la plus commonly utilisée dans la recherche fondamentale est celle
élaborée par Bérdy et ses collegues (1987) ainsi que par Bérdy Ilui-méme (2005),

laguelle se fonde sur la composition chimique inhérente aux antibiotiques (tableau 3).

Prés de 7000 molécules ont ainsi été rangées en 9 catégories majeures, chacune
comportant de multiples Sous-groupes de composition.
Ces auteurs ont compilé ces informations sous forme de 'Manuels’, renfermant une
classification des antibiotiques, accompagnée des données physicochimiques ainsi que des

microorganismes producteurs.
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Tableau 3: Classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Bérdy, 1987).

Familles d’antibiotiques

Sous-familles

Exemples

Glucides et apparentés

Glucides purs

Aminoglycosides

Nojirimycine.
Streptomycine, gentamicine,

kanamycine B.

Lactones

macrocycliques

Glycosides C-glycosides : vancomycine.
Glycolipides N-glycosides : streptothricine.
Macrolides Spiramycine, érythromycine A.
Polyenes Amphotéricine B, nystatine, candicidine.

Macrotétrolides

Macrolactames

Tétranactine, nonactine.

Rifamycine SV.

Quinones et

apparentés

Acides aminés et

peptides

Hétérocycles a azote

Polycycliques condensés

linéairement

Tétracyclines.

Dérivés

naphtoquinoniques

Anthracyclines.

Dérivés

benzoquinoniques

Dérivés d’acides aminés

Mitomycine.

Cyclosérine, pénicilline G, nocardicine.

Homopeptides Bacitracine, cyclosporine.
Hétéropeptides Aculéacine.

Peptolides

Hétérocycles non Valinomycine.

condensés

Hétérocycles condensés

Caerulomycine A, mildiomycine.
Phénazines, herbicidine

Hétérocycles a oxygene

Polyéthers

Monensine, nigéricine.
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4.2 Classification selon le spectre d’action

Les antibiotiques présentent une activité potentielle a I'encontre des bactéries Gram
positif  et/ou des  bactéries  Gram négatif  et/ou des  champignons.
Parfois, leur effet peut s'étendre aux virus, aux protozoaires, aux helminthes, aux acariens, aux

insectes ainsi de suite.

Ainsi, on peut classer les antibiotiques en différentes catégories selon leur spectre
d’action: spectre trés large regroupant les tétracyclines, gentamicine, chloramphénicol,
cephalosporine, etc.; spectre large incluant la streptomycine, rifampicine, aminosides, etc.,
spectre moyen qui sont principalement actif contre les bactéries Gram positif come la
pénicilline G, lincomycine, etc. et le spectre étroit incluant la vancomycine, novobiocine, etc.
(pour les bactéries Gram positif); polymyxines, etc. (pour les bactéries Gram négatif);

cycloheximide (actidione), amphotéricine B, nystatine, etc. (pour les champignons).

4.3 Classification selon I’activité

Environ 14 000 composés dérivés de microorganismes présentent une action
antimicrobienne  (contre les bactéries, les champignons et les protozoaires).
Parmi ceux-ci, 66 % sont efficaces contre les bactéries a Gram positif, 30 % contre les
bactéries a Gram négatif, 5 % contre les mycobactéries et 34 % contre les champignons
(Solecka et al., 2012b). Ces composés actifs proviennent de sources naturelles, synthétiques

ou semi-synthétiques.”

4.3.1 Antibiotiques

Diverses variétés d'actinobactéries sont responsables de la production de nombreuses
molécules naturelles dotées de propriétés antibactériennes.
Ces composés comprennent des noms bien connus tels que le chloramphénicol,
la tétracycline, 1’érythromycine, la vancomycine et la kanamycine, lesquels sont élaborés

par différentes espéces de Streptomyces (Singh et al., 2017; Yassour et al., 2016).

En plus de ces antibiotiques naturels, d'autres composés antibactériens ont été
synthétisé tels que les 5-nitrohétérocycles, 1’éthionamide, le triméthoprime, le métronidazole,

I’acide nalidixique, les pénemes et les fluoroquinolones.

De plus, une autre approche pour obtenir des antibiotiques a ét€é mise en ceuvre,
a savoir la semi-synthése, qui implique la modification chimique ou enzymatique des

molécules naturelles. Par exemple, la méthicilline et l'oxacilline ont été dérivées de la
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pénicilline G, tandis que la télithromycine a été fabriquée a partir de 1’érythromycine A.

(Kennedy, 2008; Velvadapu et al., 2011).

4.3.2 Antifongiques

Selon les conclusions de I'étude menée par Berdy et son équipe en 1987,
environ 40% des antibiotiques produits par divers microorganismes possédent des propriétés
antifongiques. Ces composés sont principalement synthétisées par des actinobactéries ou des

champignons (Breton et al., 1989).

De plus, il est a noter que plus de la moitié de ces agents antifongiques présentent

également des activités antibactériens, (Bérdy, 1987).

L’obtenir des molécules antifongiques prometteuses présentes des défis plus complexes
que la recherche de molécules antibactériennes, en raison de la cible qu'ils visent, possedant
une  structure eucaryote  similaire a celle des cellules humaines.
Ces composés, qu'ils soient d'origine naturelle ou synthétique, sont regroupés en
antifongiques. Les antifongiques naturels sont divisés en deux catégories principales en
fonction de leur structure: les macrolides polyéniques (actifs principalement contre les
champignons) et les molécules non polyéniques (ayant souvent une activité antibactérienne en
plus) (Berdy, 2005).

5 Meécanisme d’action des antibiotiques

Le mécanisme d'action d'un antibiotique varie en fonction de ce dernier.
Certains d'entre eux bloquent la synthése de la paroi cellulaire, tandis que d'autres affectent
I'intégrité de la membrane cytoplasmique, la fabrication des protéines ou encore la production
des acides nucléiques.

5.1 Antibiotiques inhibant la synthese du peptidoglycane

Plusieurs antibiotiques ont la capacité d'entraver la création du peptidoglycane,
élément vital de la structure de la paroi cellulaire chez les bactéries Gram-positives et Gram-
négatives. Trois catégories majeures de ces antibiotiques sont identifiables : les R-lactamines,

les glycopeptides et la fosfomycine.

La vancomycine, le tout premier glycopeptide découvert en 1956,
provient d'‘échantillons de sols collectés en Inde et en Indonésie, contenant la bactérie

Streptomyces orientalis (Nocardia orientalis) (McCormick et al., 1955).
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Les glycopeptides sont des composes complexes fabriques par diverses especes de
Streptomyces et Actinoplanes (Reynolds, 1989). Ces molécules de grande taille agissent
specifiquement sur les bactéries a coloration Gram positive, et tout comme les antibiotiques
B-lactames, ils inhibent la synthése du peptidoglycane dans la paroi bactérienne
(Jordan, 1961; Reynolds, 1961).

La fosfomycine, quant a elle, a été isolée en 1969 a partir de cultures de Streptomyces
fradiae et d'autres bactéries du genre Streptomyces (Hendlin et al., 1969). Dotée d'un spectre
d'activité étendu, elle cible de nombreuses bactéries pathogenes et opportunistes a coloration
Gram positive telles que Staphylococcus aureus et certaines souches de Streptococcus, ainsi
que des bactéries a coloration Gram négative comme E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, Salmonella typhi, et diverses especes de Proteus et Enterobacter (Bogdanovich et
al., 2005; Falagas et al., 2009). Son mécanisme d'action consiste a entraver la synthése de la
paroi cellulaire en inhibant les premieres étapes de la formation du peptidoglycane (Kahan et
al., 1974; Superti et al., 2009).

5.2 Antibiotiques inhibant la synthese des protéines

Les antibiotiques inhibiteurs de la synthese protéique, représentés par différentes classes
d'antibiotiques, interférent avec la synthése protéique bactérienne au niveau des différentes
étapes de la traduction, notamment [linitiation, I'élongation et la terminaison.
Ces antibiotiques ciblent diverses sous-unités, tels que la sous-unité 50S
(incluant les macrolides, lincosamides, streptogramines, phénicolés et oxazolidinones),
la sous-unité 30S (comme les tétracyclines et les  aminoglycosides),
ainsi  que l'enzyme isoleucyl ARNt synthétase, que mupirocine inhibe.
En outre, l'acide fusidique entrave la fixation des amino-acyl-ARNt en se liant au facteur
d'élongation de la traduction (Chopra et al., 2002; Procépio et al., 2012).

Ces antibiotiques agissent au niveau du cycle des ribosomes et de la synthese des
protéines bactériennes, influencant l'une des trois étapes principales de la traduction :
I'initiation, I'élongation et la terminaison. Parmi les antibiotiques les plus significatifs dans le
domaine médical, on compte les aminosides, les macrolides, les tétracyclines, les phénicols et
I'acide fusidique. La synthése des protéines se déroule dans le cytoplasme, au niveau du
ribosome bactérien, nécessitant ainsi la traversee du peptidoglycane et des diverses

membranes pour atteindre la cible, a savoir le ribosome.
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5.3 Antibiotiques inhibant la synthese des acides nucléiques

La synthese des acides nucléiques est un processus vital pour les bactéries, mais certains
antibiotiques ont la capacite d'inhiber ce métabolisme essentiel.
Ces antibiotiques agissent en ciblant  différentes  étapes du  processus.
Par exemple, les inhibiteurs de I'ARN polymeérase, tels que les ansamycines, entravent la
transcription des acides nucléiques (Chopra et al., 2002).

D'un autre c0té, les inhibiteurs de I'ADN-gyrase et de la topoisomérase IV,
tels que les quinolones et les fluoroquinolones, affectent la réplication de I'ADN
(Procopio et al., 2012)

Enfin, les inhibiteurs de la synthése de l'acide folique, comme les sulfamides et les
trimeéthoprime diaminopyridines, perturbent la production des précurseurs nécessaires a la

synthese des acides nucléiques.
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Chapitre I11.  Biotopes environnementaux

1 Introduction aux biotopes environnementaux des zones arides

1.1 Définition des sols Saharian

Les sols des régions arides se développent principalement sous I'effet du vent qui agit
sur la roche meére. Cependant, cette influence peut étre altérée par la topographie locale.
Ainsi, les sols résultent souvent de l'interaction complexe entre le vent et la roche mere,
ou entre le vent et la topographie (Durand, 1954).

Les sols arides, parmi les ordres de sols les plus communs a I'échelle mondiale,
se  distinguent  principalement  par leur  faible  disponibilit¢ en  eau.
La plupart d'entre eux contiennent juste assez d'eau pour permettre la croissance des plantes
pendant une période maximale de 90 jours consécutifs (Mathieu et Pieltain, 2009).

1.2 Caractéristiques des sols Saharien

Les sols sahariens sont des sols squelettiques ou la production d’argile est trés faible,
la fraction grossiére est dominante. Ils sont sableux et truffés de cailloux
(Damangeot, 1981 in Dehnoun, 1998).

Dans les régions arides, les sols présentent généralement un ensemble de
caractéristiques constantes: les sols du Sahara sont principalement minéraux,
avec une fraction organique tres faible wvoire nulle, a I'exception des oasis.
Sur les terrains élevés, les sols sont généralement rocailleux ou sableux (Hamadas, regs, ergs),
tandis que dans les dépressions, la texture peut étre fine mais les sols sont souvent salés
(Sebkha et Chotts). Leur évolution est lente, avec une faible teneur en matiere organique,
souvent inférieure a 0,1 % (Daoud and Halitim, 1994) due a la rareté de la végétation et a la
faible biomasse. Leur structure est peu définie, avec souvent la présence de cro(tes calcaires,

gypseuses et d'autres salines (Aubert, 1960).

La qualité physique, chimique et biologique des sols sahariens pose a la fois des
problemes  agronomiques  (faible  aptitude  culturale) et  environnementaux
(érosion et ruissellement de surface). lls se caractérisent par un lessivage significatif des
nutriments et une érosion intensive des mineraux. Le pH des sols sahariens se rapproche de la
neutralité (Hatimi et Tahrouch, 2007), exerce un impact indirect sur les microorganismes en
influencant les propriétés physico-chimiques du sol, ce qui altére la biodisponibilité des
éléments nutritifs (Calvet, 2013).
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Dans les zones arides et semi-arides, la productivité des sols dépend de leur capacité de
rétention d'eau, qui tend a augmenter avec la profondeur et le contenu organique.
Les sols sableux ont une capacité de rétention d'eau inférieure a celle des sols argileux.
Les zones arides sont definies comme des régions ou les précipitations sont inférieures a
I'évapotranspiration, au moins pendant une période plus ou moins longue de I'année
(Robert, 1996).

Pres de 95 % du territoire national en Algérie est classé comme zone aride, dont 80%

correspondent au domaine hyperaride Halitim (1988).

Le tableau 4 présente les trois domaines d'aridité en fonction de la pluviométrie

annuelle (Emberger, 1955).

Tableau 4 : Trois domaines d'aridité en fonction de la pluviométrie annuelle Emberger
(1955).

Domaine d'aridité Pluviométrie annuelle
Hyperaride P <100 mm

Aride 100 < P < 300-400 mm
Semi-aride 300-400 < P <600 mm

P: pluviométrie

1.3 Sols sahariens en Algérie

L'Algérie est largement caractérisée comme une zone semi-aride a aride en raison de
I'importance de I'évapotranspiration par rapport aux précipitations.
Selon Halitim (2011), prés de 95% du territoire national est classé comme zone aride,

dont 89,5% releve du domaine hyper-aride ou saharien (Nedjraoui, 2003).

Les sols du Sahara algérien sont principalement constitués de sols minéraux,
ou la fraction organique est tres faible voire inexistante, a I'exception des oasis.
Sur les reliefs élevés, on trouve des sols rocailleux ou sableux (hamadas, regs, ergs),
tandis que dans les dépressions, la texture peut étre fine, mais les sols sont souvent salés
(Sebkha et Chotts). Ces sols se caractérisent par un lessivage significatif des nutriments et une
érosion intensive des minéraux (Robert, 1996).

D'apreés la classification de Halitim (1988), les principaux types de sols identifiés dans les
zones arides d'Algérie, en fonction du niveau de sels, sont au nombre de cing:
les sols sans accumulations de sels, les sols calcaires, les sols gypseux, les sols calcaires

et gypseux, et les sols salés.
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2  Microorganismes du sol
Les sols sont des habitats complexes, regorgeant de biodiversité, et agissant comme
d'immenses réservoirs de vie, essentiels a la régulation des cycles biogéochimiques du

carbone et de 1’azote (Beare et al., 1995; Jones et Hinsinger, 2008, in Cros, 2019).

Cette diversité est notamment soutenue par la présence de microorganismes,
invisibles a 1'eeil nu et majoritairement unicellulaires, qui prosperent dans la rhizospheére,
une région étroitement liée aux racines des plantes (Baumann et al., 2013; Falkowski et al.,
2008, in Abis, 2019).

Malgré leur faible proportion en termes de masse dans le sol, représentant moins
de 0,5 %, ces microorganismes, incluant bactéries, archées, champignons, protozoaires et
virus, jouent un réle central dans les propriétés du sol et dans ses cycles biogéochimiques
(Tate, 2000, in Yan et al., 2015).

Le sol, bien que peu exploré en termes de biodiversité, constitue I'un des milieux les plus
diversifiés sur terre, abritant des milliers d'espéces d'animaux et de microorganismes,
dont les actinomycétes, les bactéries, les champignons et les algues unicellulaires
(Henri et al., 1969).

Ces microorganismes représentent une part substantielle de la vie dans le sol,
pouvant atteindre jusqu'a 90% de la biomasse totale. Leur rdle est primordial dans la plupart

des fonctions essentielles du systeme tellurique.

2.1.1 Bactéries
Les bactéries sont des organismes unicellulaires prokaryotes, tres diversifiés en termes
de taille et de forme, qui peuplent une variété de sols, y compris les environnements arides et
sahariens. Leur taille peut varier entre 1 et 2 um (Xavier et Laurence, 1997; Jaune, 2011).
Malgré les conditions  rigoureuses des sols arides et sahariens,
ces bactéries présentent une adaptabilité remarquable grace a leur extraordinaire variabilité
biochimique, leur permettant de transformer diverses substances du sol pour les intégrer

dans le cycle biologique (Bourguignon et Bourguignon, 2015).

Dans ces milieux hostiles, les communautés bactériennes jouent un réle crucial en se
reproduisant par fission binaire et en maintenant une abondance considérable malgre les
conditions extrémes. Leur contribution est essentielle dans les processus de décomposition de
la biomasse végétale morte, dans la fixation de l'azote, la mobilisation des nutriments,

et dans la production de substances bioactives (Lladé et al., 2017; Gonzalo, 2022).
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Certaines bactéries présentes dans les sols arides et sahariens interagissent de maniere
bénéfique avec les plantes, formant des symbioses, colonisant les tissus internes sans étre

pathogenes, ou en s'implantant dans la rhizosphere et la rhizoplane (Gonzalo, 2022).

Ce role crucial des bactéries dans les écosystemes arides et sahariens témoigne de leur
importance dans le maintien de la biodiversité et de la résilience de ces environnements
uniques.

2.1.2 Champignons

Les champignons du sol se présentent sous différentes  formes,
comprenant des champignons supérieurs tels que les basidiomycetes et les ascomycetes,
des levures, ainsi que des champignons inférieurs classés comme moisissures,
tels que  Penicillium,  Aspergillus, Fusarium, Trichoderma,  Mucor, etc.
Leur mode de nutrition hétérotrophe entraine une variation du nombre de 10° a 10° cellules/g
de sol (Maier et al., 2000).

Leur role dans la fertilité des sols est largement reconnu, méme s'ils ne sont pas les
microorganismes les plus abondants du sol. En effet, ils représentent néanmoins les deux tiers

de la biomasse microbienne (Bourguignon et Bourguignon, 2015).

2.1.3 Actinomycetes

Les Actinomycétes, classés dans le regne bactérien bien qu'ils partagent des
caractéristiques avec les champignons, sont des organismes unicellulaires, aérobies,
et filamenteux (Das et al, 2008; Bhatti et al, 2017; Singh et al, 2022).
IIs forment wun réseau ramifié de filaments et produisent des spores,
étant les habitants les plus nombreux de la rhizospheére,
avec Streptomyces comme genre dominant (Mara et Horan, 2003; Gentry et al., 2021;
Fatmawati et al., 2018).

Ces bactéries filamenteuses, intermédiaires entre les champignons et les bactéries,
possédent une capacité notable a sécréter des antibiotiques et a réaliser de nombreuses

réactions biochimiques (Bourguignon et Bourguignon, 2015).

Récentes études montrent une plus grande abondance d'actinobactéries dans les sols
arides, comparativement a ceux non arides, tandis que d'autres groupes microbiens comme
les protéobactéries, les cyanobactéries et les planctomycétes sont moins abondants

dans ces milieux (Javiera et al., 2020).
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2.1.4 Algues

Les algues microscopiques constituent un ensemble varié d'organismes, présentant des
différences de taille, d'habitat et de modes de reproduction. Bien qu'elles soient généralement
abondantes dans le sol, elles tendent a se localiser en surface ou dans de larges fissures
en raison de leur capacité a effectuer la photosynthése, utilisant la lumiére du soleil
comme source d'énergie (Henri, 1969; Xavier et Laurence, 1997).

Ces algues se repartissent en trois principaux groupes taxonomiques eucaryotes:
les algues vertes (chlorophycées), les algues jaunes-vertes (xanthophycées) et les diatomées
(bacillario-phycées) (Gobat et al., 2010).

Les cyanobactéries, ou algues bleu-vert, se distinguent en tant que bactéries
photosynthétiques, utilisant I'énergie solaire pour synthétiser des molécules organiques
de la méme maniere que les plantes. Contrairement aux autres bactéries photosynthétiques
qui utilisent le soufre a la place de I'eau, leur photosynthése produit de I'oxygéne moléculaire
(Blais, 2002).

Ce groupe microbien, diversifié sur le plan physiologique et écologique, a survécu et s'est
adapté a une série de changements géochimiques tout au long de I'évolution de la biosphere
terrestre (Boutray, 2017).

3 Ecologie et distribution des actinobactéries dans les différents biotopes
environnementaux.

Les actinobactéries, autrefois considérées comme des habitants exclusifs du sol,
sont maintenant reconnues comme étant omniprésentes, colonisant une variété d'écosystemes
(figure 3).

Leur présence s'étend du sol a des environnements aussi divers que l'eau de mer,
la peau humaine, ainsi que les voies pulmonaires et gastro-intestinales
(Lewin et al., 2016; Demoura et al., 2021)
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Figure 3 : Ecologie et distribution des actinomycétes dans la nature (van der Meij et al.,
2017).

Ce groupe de bactéries, les actinobactéries, est présent dans une multitude
d'environnements naturels et synthétiques (tableau 5). Elles se retrouvent dans différentes
niches telles que le sol, I'air, I'eau douce, les océans, et colonisent également divers matériaux
tels que l'engrais, les résidus vegétaux de compost et les produits alimentaires
(Kumar et al., 2003)

Tableau 5: Répartition de quelques genres d’actinobactéries par type d’habitat
(Goodofellow, 1983).

Genre Habitats

Streptomyces Sol et Eau

Actinomadura Sol

Actinoplane Sol, Eau, Litiere

Frankia Nodules des racines

Microbiospora Sol

Micromonospora Sol, Eau

Rhodococcus Sol, Eau, Fumier, Litiére, Matiére en décomposition
Saccharomonospora Sol, Eau, Litiére

Streptosporangium matiére en décomposition et en fermentation
3.1 Sol

Le sol héberge de divers genres de micro-organismes. Les actinobactéries sont moins

dominants que des bactéries et plus importants que des champignons.
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Les actinobactéries composent habituellement a 10-50% de la communauté microbienne
totale déterminée par la méthode d'électrodéposition dans la terre vierge et cultivee.
Leur nombre varie considérablement dans différents types de sol s'étendant de 10° a 10° g
dans des zones tempérées. Un nombre peu élevé d’actinobactéries a été enregistré dans la
région de I'Antarctique, dans les tourbes acides et les sédiments des différentes eaux.
Leurs présences est maximum dans les couches supérieures du sol, il diminue
avec la profondeur. Dans le sol sec alcalin leur abondance relative est haute.
Les actinomycetes les plus abondants dans le sol sont les especes de Streptomyces
qui peuvent former plus de 2/3 des colonies sur des plaques de dilution,
les Nocardia sp représentent jusqu'a un tiers et les Micromonospora attiennent
les 5% (Alexander, 1961).

Lechevalier et Lechevalier (1967) ont isolé 5000 actibactéries issus de 16 sols

différents. Plus de 95% étaient des Streptomyces.

3.2 Air

La présence d’Actinomycetes dans D’air, sous forme de propagules,
est  étroitement lice a la  dispersion des poussieres par le vent.
Contrairement a leur habitat naturel, l'air agit comme un moyen de transport pour les
actinomycetes plutdt que comme un environnement de croissance
(Gazenko et al., 1989; Reponen et al., 1989).

Cependant, les actinomyceétes peuvent se développer et libérer leurs spores dans 1’air, ce
qui  peut entrainer des maladies respiratoires lorsqu'elles  sont inhalées
(Gazeno et al., 1985; Suntari et al., 2002).

Ainsi, bien que l'air ne soit pas un habitat conventionnel pour les actinomyceétes,
leur présence et leurs activités dans cet environnement peuvent avoir des implications

significatives pour la santé humaine.

3.3 Eaux douces et milieux marins

Les milieux aquatiques, tels que les fonds fluviaux ou lacustres,
abritent une diversité significative d'Actinomycetes, parmi lesquels il est facile d'isoler des
souches de Microspora, d’Actinoplanes et de Streptosporangium.
Ces microorganismes jouent un role crucial dans la décomposition des débris végétaux
présents dans ces milieux, contribuant ainsi a la transformation de la matiére organique et a la

production d'odeurs caractéristiques de terre et de saveurs particulieres dans I'eau.
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Une revue de I'écologie des actinomycetes marins par Goodfellow et Williams, (1983)
a révélé que bien que présents dans les mers, les actinomycetes constituent une petite
proportion de la flore totale, leur nombre étant nettement inférieur & celui observé dans les

eaux douces ou les sols.

Des études antérieures, telles que celle menée par Zobell (1946),
ont mis en eévidence la présence de souches d'Actinomycétes marins telles que
Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia et Micromonospora a partir d'échantillons marins,
mais ont noté I'absence de streptomycetes. Cependant, d'autres recherches menées par Humm
et Shepard (1946) ont réussi a isoler des streptomycétes parmi d'autres microorganismes
marins. De méme, dans une étude ultérieure, Freitas et Blat (1954) ont identifié des
streptomycetes cellulolytiques sur des filets de péche dégrades,
soulignant ainsi la diversité et la capacité métabolique des actinomycétes dans les milieux

marins.

4  Facteurs environnementaux influencant la densité et la distribution des
actinomycetes
La densité et la distribution des actinomycetes sont étroitement liées a divers facteurs
environnementaux. Ces facteurs comprennent un large éventail de parametres
physico-chimiques et biologiques qui agissent directement ou indirectement sur les étres

vivants au cours de leur cycle de développement (Leveque, 2003; Faurie, 2011).

Les facteurs  abiotiques, notamment les  caractéristiques  géologiques,
pédologiques et hydrographiques, jouent un rdle prépondérant dans la régulation de la
biocénose (Leveque, 2003 ; Hasnaoui, 2013 ; Dajoz, 1982 ; Ramade, 1984) et influencent
ainsi la distribution des actinomycetes dans leur habitat naturel

4.1 Facteurs physiques
4.1.1 Texture du sol

La texture du sol fait référence a la répartition granulométrique des particules
élémentaires du sol, a la fois qualitativement (en termes de rugosité et de finesse des
matériaux) et quantitativement (en fonction de la proportion des differentes tailles de
particules) (Gobat et al., 2003; Girard et al., 2005).

Cette caractéristique est cruciale dans la détermination de la structure et de la fertilité

du sol, ainsi que dans de nombreux processus écologiques. Les sols a texture fine se
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composent de particules plus petites (< 2 um), tandis que les sols a texture grossiére ont des
particules plus grandes (entre 2 et 50 um) (Bousnina et Ghedeir, 2020).

Cette distinction est importante car elle influence la capacité du sol & retenir I'eau,
les nutriments et les éléments minéraux nécessaires a la croissance des plantes.
En outre, la texture du sol peut également influencer la densité et la distribution
des actinobactéries, car elle affecte les conditions physico-chimiques du sol qui leur
sont favorables. Par exemple, les sols argileux peuvent offrir un habitat plus stable et protégé
pour les actinobactéries par rapport aux sols sableux, ce qui peut influencer leur densité et leur
répartition.

Les matériaux du sol peuvent également étre classés selon leur origine organique ou

minérale, ainsi que selon le type d'altération qu'ils ont subi (Gobat et al., 2003).

Cette classification repose souvent sur la proportion relative de trois fractions
principales: le sable, le limon et l'argile. Chaque fraction joue un réle spécifique dans les
propriétés physiques et chimiques du sol. Par exemple, les sols riches en argile ont tendance a
étre plus fertiles et a retenir plus d'eau que les sols sableux, en raison de la plus grande surface
spécifique et de la capacité de rétention d'eau de l'argile. De ce fait, la composition minérale
du sol peut également influencer la densité et la distribution des actinobactéries,
car elle affecte les conditions de croissance et la disponibilité des nutriments

pour ces microorganismes.

4.1.2 Structure du sol

La structure du sol se référe a son état physique, lequel évolue au fil du temps en
fonction de divers facteurs tels que la texture, le taux d’humidité, 1’état des colloides et la
présence de matiere organique (Gobat et al., 1998).

Cette caractéristique joue un role crucial dans la distribution et la densité des
actinobactéries. En effet, la structure du sol influence directement les conditions
environnementales dans lesquelles ces microorganismes évoluent.
Par exemple, une structure de sol bien agrégée et aérée peut offrir des niches microscopiques
propices a la colonisation et a la croissance des actinobactéries, favorisant ainsi leur densité et
leur distribution. A l'inverse, une structure de sol compacte ou trop dense peut limiter la
mobilité et l'accés aux nutriments essentiels, ce qui peut réduire la population
d'actinobactéries.

Par conséquent, comprendre la structure du sol est essentiel pour évaluer et prédire la
présence et I'abondance des actinobactéries dans un environnement donné.

Les méthodes d'analyse de la structure du sol, souvent basées sur des critéres géométriques et
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utilisant des méthodes non destructives (Musy et al., 1991), permettent d'appréhender ces

variations et d'étudier leur impact sur les communautés microbiennes du sol.
4.2 Facteurs chimiques

421 pH

Il est considéré que le pH exerce une influence sur la composition de la microflore du
sol. Chaque espéce microbienne montre une activité optimale dans des plages de pH
specifiques qui lui sont propres. Par exemple, les bactéries se développent préférentiellement
dans des conditions de pH comprises entre 6 et 8, tandis que les actinomycetes,
qui jouent un role antagoniste envers les champignons,
sont particulierement sensibles a l'acidité et prosperent mieux dans des pH allant de 6 a 7,5
(Soltner, 2003).

En ce qui concerne les sols, leur acidité constitue un parameétre essentiel régulant la
croissance et la  multiplication des  microorganismes. Les  actinomycetes,
sont extrémement sensibles aux variations de pH. Ces microorganismes prosperent
particulierement dans des environnements ou le pH se situe pres de la neutralité,
contrairement aux champignons qui montrent une préférence pour les sols acides, comme
mentionné par Boullard et ses collaborateurs en 1962. Ainsi, le pH du sol joue un réle
significatif dans la régulation de la diversité et de I'activité microbiennes, influencant ainsi les

écosystemes terrestres dans leur ensemble.
4.2.2 Teneur en sels

L'évolution de la microflore du sol subit des variations en fonction du taux de salinité
présent. Cette variation est due en partie au transport des sels par capillarité depuis une nappe
d'eau chargée en sels vers la surface du sol, ou ils s'accumulent & cause de I'évaporation.
Cette accumulation de sels impacte directement la composition microbienne du sol.
Des recherches antérieures ont souligné que l'augmentation des taux de sels entraine une

diminution du nombre de micro-organismes présents (Maameri, 2007).

En conséquence, I'augmentation de la salinité du sol peut conduire a une détérioration
des sols et de la végétation environnante. Les sels les plus fréeguemment rencontrés sont des
combinaisons de cations tels que le sodium, le calcium, le magnésium et le potassium,
associés a des anions comme le chlorure, le sulfate et le carbonate.
Cette composition chimique complexe joue un réle crucial dans l'interaction entre les sels et la

microflore du sol. Des études antérieures ont également révélé que certains sels ont la capacité
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d'inhiber I'activité biologique du sol, ce qui entraine des niveaux élevés de composés solubles

dans I'eau, facilement mobiles dans I'environnement du sol (Boullard et al., 1962).

Cette inhibition de I'activité biologique peut avoir des répercussions significatives sur
les processus écologiques et agricoles qui dépendent de la santé et de la diversité de la

microflore du sol.

4.2.3 Azote de sol

Contrairement a la plupart des autres composants du sol, I'azote n'est généralement pas
issu de l'altération des roches qui constituent le substrat du sol au fil du temps.
Bien qu'il soit rarement absent du sol, il se présente généralement sous forme de matiére
organique brute qui ne peut étre directement utilisée. L'azote est souvent le nutriment limitant
dans le sol, étant crucial pour la croissance des plantes, qui peuvent I'assimiler sous forme de
cations ammonium (NH*") ou danions nitrate (NO*). Lorsqu'il est ajouté au sol,
l'azote est principalement destiné aux microorganismes plutdt qu'aux plantes,
et ce, en quantités relativement modestes (10-20 U/ha) (Mirsal, 2004).

Les actinobactéries du sol jouent un role crucial dans le cycle de l'azote,
en participant a sa minéralisation et a sa transformation en formes accessibles pour les plantes.
Elles contribuent ainsi a la disponibilité de cet élément essentiel pour la croissance végétale,
ce qui souligne leur importance dans la fertilité et la productivité des sols.

4.3 Facteurs climatiques

Les régions arides ou semi-arides se distinguent par leur faible pluviométrie,
leurs températures éleveées et les vents qui favorisent une évaporation intense (Berkal, 2006).

L'aridité, une caractéristique fondamentale du désert, découle a la fois de la rareté et de
l'irrégularité  des  précipitations, ainsi que de [lintensit¢ de I'évaporation.
Ces deux facteurs, dont les valeurs peuvent étre évaluées, permettent de définir et de délimiter
les zones désertiques (Pierre, 1958).

Conformément a Ramade (1984), les conditions climatiques ne se limitent pas a étre des
éléments déterminants du milieu physique, mais elles exercent également des influences
profondes sur la faune et la flore.

4.3.1 Température

La température est un élément climatique fondamental, régulant I'activité de toutes les
formes de vie dans la biosphere (Dreux, 1980; Ramade, 1984).

La variation thermique quotidienne, entre températures maximales et minimales, est

également cruciale sur le plan écologique (Leveque, 2003).
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Dans les régions arides, les températures diurnes peuvent atteindre des niveaux
extrémement élevés, dépassant parfois les 50 °C voire les 65 °C, avec des chutes
significatives la nuit. Cette fluctuation thermique influe considérablement sur la température
du sol, jouant ainsi un ro6le déterminant dans la multiplication et [l'activité des

microorganismes, notamment des actinobactéries (Bousnina et Ghedeir, 2020).

Il est bien établi que la distribution et la densité des actinobactéries sont étroitement
liees aux variations de température. Les tempeératures extrémes, typiques des regions arides,
peuvent modifier considérablement I'habitat des actinobactéries, impactant ainsi leur
répartition géographique et leur abondance (Dajoz, 1970).

4.3.2 Humidité

L'humidité est un facteur crucial qui influe sur l'activité microbienne des sols,
avec une augmentation de l'activité des microorganismes lorsque I'humidité augmente jusqu'a
un maximum, suivi d'une diminution (Morel, 1989).

Cette relation entre I'humidité et I'activité microbienne est étroitement liée a I'aération
du sol, comme I'explique Soltner (2005), qui souligne que l'excés d'eau entraine une aération
déficiente et sélectionne certains germes. L'eau, comme le souligne Dajoz (1983),
est un constituant essentiel de la vie, et son humidité relative, combinée a la température,

influence de maniere déterminante la répartition et le comportement des organismes vivants.

L'humidité, qu'elle soit relative ou absolue, est donc un facteur essentiel qui influence
I'activité des microorganismes dans le sol, ainsi que la répartition et le comportement
des organismes vivants, en particulier dans les régions arides comme le Sahara septentrional,

ou elle varie considérablement au cours de I'année (Vial et Vial, 1974).

4.3.3 Vent

Le vent, en tant que facteur principal de la topographie désertique, contribue a son
aridité en provoquant une évaporation intense (Moulais, 1927).

Il devient limitant lorsque trop fort ou trop froid. En outre, il influence la distribution
des pluies, accélere I'évaporation et réduit les températures (White, 1986).

Cependant, le vent peut également étre préjudiciable pour certaines cultures irriguées
dans les régions arides, principalement en emportant des particules de terre
(Dabin, 1970).

4.3.4 Influence des saisons

La dynamique saisonniére exerce une influence significative sur la composition

microbienne des sols, notamment en modifiant la densité et la distribution des actinobactéries.
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Cette influence est largement déterminée par deux facteurs primordiaux
I'numidité et la température, dont la combinaison régule l'activité microbienne tout au
long de I'année (Morel, 1989).

Les variations saisonnieres observées dans la microflore sont principalement
attribuables a des changements qualitatifs et quantitatifs dans les apports nutritifs provenant
de matieres organiques en décomposition telles que les feuilles et les branches mortes.
De plus, les besoins en eau des microorganismes et la durée des périodes seches constituent
des éléments cruciaux pour I'adaptation des cultures (Dabin, 1970).

Ainsi, la succession des saisons, en influencant ces parameétres environnementaux,
faconne la  composition et lactivitt des actinobactéries dans les sols,
jouant ainsi un réle essentiel dans la santé et la fertilitt des écosystemes terrestres.
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Matériel et Méthodes

Objectif :

Dans le cadre du chapitre consacré aux matériaux et méthodes de notre étude, plusieurs
objectifs sont définis. Tout d'abord, nous nous intéressons a l'origine et a l'analyse détaillée
des sols, visant a comprendre leur composition ainsi que leurs caractéristiques
physicochimiques et granulométriques. Ensuite, notre travail implique le dénombrement et
Iisolement des actinomycétes, une classe particuliere de microorganismes d'intérét. Nous
nous engageons également dans une démarche d'identification polyphasique des isolats. Par la
suite, nous entreprenons un screening systématique de [l'activité antimicrobienne des
actinomycetes, cherchant a évaluer leur potentiel dans ce domaine. Enfin, nous nous penchons
sur I'étude des substances antimicrobiennes produites par ces microorganismes, afin de mieux
comprendre leur mécanisme d'action et leur éventuelle application en tant qu'agents

thérapeutiques.

1 Isolement des actinomycetes des sols Sahariens
1.1 Origine et analyse des sols

1.1.1 Sites de I’étude

La région d'étude, El Atteuf, est localisée dans le département de Ghardaia, au sud de
I'Algérie. Elle se trouve a environ 600 kilomeétres de la cote et présente une altitude de 450
métres au-dessus du niveau de la mer, comme illustré dans la Figure 4.
La commune d’El Atteuf couvre une étendue considérable de 750 kilometres carrés. Cette
zone est caractérisée par un climat aride avec des précipitations annuelles limitées, ne
dépassant pas 48,9 millimétres, et elle connait des températures extrémes (figure 4).

Pendant les étés bralants, les températures grimpent, avec des valeurs oscillant entre
29 °C et un pic de 53,2 °C. En revanche, la saison hivernale apporte des contrastes marqués
en termes de températures, allant d'un froid glacial de 0 °C a des valeurs plus clémentes de
16,9 °C. Dans l'ensemble, la température moyenne mensuelle tout au long de l'année
a El Atteuf se maintient a 23 °C, créant un climat distinctif et exigeant a la fois pour les

habitants de la région et les écosystemes qui y résident.
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Figure 4 : Carte indiquant les sites d'échantillonnage a El Atteuf (Ghardaia, Algérie).
S1: Tammou EI Maleh, S2: Vallée du Mzab, S3: El Jaoua ; S4: Aoulaoual
(disponible sur: https://www.google.dz/maps/ consulté le 10 décembre 2022).

1.1.2 Echantillonnage

Quatre échantillons de sol saharien ont été prélevés a El Atteuf, Ghardaia (figure 5)
caractérisée par un climat saharien. Les points de collecte (S1, S2, S3 et S4)
ont été soigneusement sélectionnés, notamment pour varier les types et les conditions des
biotopes de prélevement, de maniére a garantir une diversité de caractéristiques telles que le
type du sol (différents états de surface oued, montagne et oasis), sols non cultivés et sols
cultivés (palmeraie), la teneur en matiére organique, la conductivité, la taille des particules,

tout en évitant la contamination.
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Figure 5: Sites de prelévement des échantillons de sol de d’El Atteuf a Ghardaia

(A: Tammou El Maleh B: Vallée de Mzab C: El Jaoua D: Aoulaoual)

Les échantillons illustrés dans le tableau 6 ont été prélevés, durant le mois de février
2020, par une spatule stériled une profondeur de 3 & 15 cm sous la surface du sol.
Ils ont ensuite été recueillis dans des contenants en polypropylene propres, secs, et stériles,
puis conservés a une température de 4 °C jusqu’a I’analyse.

Tableau 6 : Distribution des actinomyceétes isolés totaux provenant de différentes localités
d'El Atteuf (Ghardaia, Algérie).

Nombres et codes

Sites de prélévement Localisations géographiques des bactéries isolées Type de sol
S1 Tammou EI Maleh 32°28'34.9"N, 3°45'16.1"E AC1-AC3 Montagne
S2 Vallée de Mzab 32°28'38.6"N, 3°45'03.1"E AC4-AC9 Vallée
S3 ElJaoua 32°27'25.9"N, 3°44'43.5"E AC10-AC17 Oasis
S4  Aoulaoual 32°26'21.2"N, 3°44'16.2"E AC18-AC32 Oasis
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1.1.3 Analyses du sol
1.1.3.1 Analyses physico-chimiques
Les analyses physico-chimiques des sols ont été effectuées le 15/06/2022 par le

laboratoire des travaux publics du sud (Ouargla).

Les analyses de sol sont essentielles pour comprendre la composition chimique et
les caractéristiques physiques d'un sol donné. Parmi les analyses couramment effectuées,

on retrouve:

a) pH

Le pH est une mesure cruciale qui indique I'acidité ou la basicité du sol, ce qui peut
avoir un impact significatif sur la disponibilité des nutriments. Une suspension de terre dans
de I'eau distillée est préparée puis mesurée a l'aide d'un pH-metre de laboratoire préalablement

calibré, en utilisant la méthode électrométrique.

b) Détermination des insolubles

La détermination des Insolubles, conforme a la norme NFP 15-461, permet de mesurer
la quantité de matiéres non solubles présentes dans le sol, fournissant ainsi des indications sur

la pureté du sol.

Les composants insolubles du matériau comprennent du quartz, des argiles,
d'autres  silicates, ainsi que des hydroxydes de fer et daluminium.
La quantité d'insolubles est déterminée en exposant I'échantillon a une attaque thermique avec
une solution d'acide chlorhydrique (HCI) dilué a 10%. Cette procédure implique le chauffage
de I'échantillon sur une plaque pendant 10 minutes. Une fois cette étape terminée, le contenu
du bécher est filtré dans une fiole, et le papier filtre avec son contenu est placé dans un creuset

en vue d'une calcination dans un four a 900 °C.

c) Sulfates

L'analyse des sulfates dans les échantillons de sol a été entreprise pour évaluer leur
concentration, en mettant en lumiére leur possible incidence sur la stabilité du sol.
Conformément aux exigences de la norme BS 1377 de décembre 1990,
la détermination du taux de sulfate dans le sol a été réalisée par la méthode gravimétrique.
Cette procédure impliquait I'addition de chlorure de baryum a I'eau ou a I'extrait acide du sol,

suivie de la dessiccation et de la pesée du précipite de sulfate de baryum.
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d) Carbonates

L'évaluation des carbonates revét une importance particuliere pour déterminer
la concentration de ces composés dans le sol, ce qui s'avere essentiel pour appréhender le
potentiel calcaire du terrain. La méthode de détermination du taux de carbonate,
conforme a la norme NF P 15-461 datant de mai 1964, implique I'application d'un exces
d'acide chlorhydrique sur I'échantillon de sol. Par la suite, I'exces d'acide est titré en utilisant
une solution d'hydroxyde de sodium, permettant ainsi de déterminer de maniére précise la

quantité de carbonate présente dans le sol.

e) Chlorures

La mesure des chlorures revét une importance cruciale pour évaluer la concentration
de ces ions dans le sol, ce qui est essentiel pour déterminer leur éventuel impact sur la qualité
de l'eau et la croissance des cultures. La methode de Mohr, ainsi nommeée en I'honneur du
pharmacien Allemand Karl Friedrich Mohr, constitue une technigue de titrage spécifiqguement
congue pour quantifier les chlorures. Elle se fonde sur un dosage argentimétrique des ions
chlorures, utilisant le nitrate d'argent en présence de chromate de sodium.
Ce dernier, agissant comme un indicateur coloré, réagit a la fin du titrage en formant le

chromate d'argent, qui se présente sous la forme d'un précipité rouge briquel.

f) Conductivité électrique

La conductivité électrique définie la quantité totale en sels soluble correspondant a la
salinité globale du sol, elle dépend de la teneur et la nature des sels présents dans ce sol
(Guessoum, 2001).

Cette approche implique de mélanger I'échantillon de sol avec une quantité suffisante
d'eau pour obtenir des dilutions importantes. Le rapport habituel entre le sol et I'eau est
généralement de 1/5 ou de 2/5 (Wade, 1998).

La conductivité électrique reflete la concentration totale de sels dissous
(Van Hoorn and Van Alphen, 1998). Elle est mesurée a I'aide d'un conductimétre a 25 °C sur

des extraits de sol dilués a 1/5 (sol/eau).

g) Détermination des teneurs en matiére organique (ou C organique)

Selon la norme XP P 94-047 la méthode par Perte Au Feu (PAF) sans décarbonatation
est une approche précise pour évaluer la teneur en carbone des sols en se basant sur la
quantification de la matiere organique. Cette methode utilise des creusets préalablement pesés
pour contenir des échantillons de terre broyee, lesquels sont chauffes a 105 °C pendant 24
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heures pour éliminer I'humidité. Ensuite, les échantillons sont calcinés a 450 °C pendant 4
heures, suivis d'un refroidissement dans un dessiccateur pendant 30 minutes.
La nouvelle masse du creuset et des cendres est ensuite mesurée pour déterminer la teneur en
matiére organique.

La teneur en matiere organique par calcination est calculée selon I’équation ci-dessous :

m; — mz)

1
Coc == 3
Moc nzml—mo

n: nombre de creusets

Mo : masse creuset vide

m1 : masse creuset + échantillon avant calcination
m2 : masse creuset + échantillon calcinés

1.1.3.2 Analyse granulométriques

La granularité se réfere a la distribution en masse des dimensions des particules
solides, exprimée en pourcentage de la masse totale du  matériau.
Les limites des dimensions des grains, qui déterminent les fractions granulaires
des échantillons de sol, sont établies conformément a I'échelle conventionnelle présentée

dans le tableau 7.

Tableau 7: Dénomination d’un sol selon sa granularité (Arvor Géotechnique)

Sol amatrice fine Sol a matrice grossiére
Nom argile limon sable grave cailloux| blocs
fin moyen | arossier | fin moven | arossier | fin mayen | grossier
Dimension
des
articules - - I - . - . -
-Fr'ﬂmu 0,002 || 0,006 noz 006 02 06 2 B 20 a0 200

L’analyse granulométrique de nos échantillons ont été effectué par technique de
tamisage pour les grains d’un diamétre supérieur a 80 pm jusqu’a 100 mm

(NF P94-065).

Enfin, Ces différentes analyses de sol fournissent des informations précieuses
pour les agriculteurs, les chercheurs et les professionnels de I'environnement,

contribuant ainsi a des décisions éclairées en matiére de gestion des sols et de culture.
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1.2 Origine et isolement des souches d’actinobacteries
1.2.1 Isolement des actinobacteéries

1.2.1.1 Prétraitement des échantillons

Les échantillons de sol ont été séchés pendant sept jours afin de réduire les populations
bactériennes et fongiques. Ensuite, pour faciliter I'isolement des actinomycetes,
les échantillons de sol ont été soumis a d'autres méthodes de prétraitement physiques

et chimiques (Hong et al., 2009).

Le premier prétraitement consistait a chauffer 10 g de chaque échantillon a 50 °C
pendant 60 minutes afin de réduire la majorité des bactéries indésirables a Gram négatif
(Vijayakumar et al., 2007).

Le deuxiéme prétraitement consistait a traiter 1 g de chaque échantillon de sol avec
0,1 g de CaCOg3, et le mélange formé a €té placé dans une enceinte stérile saturée d’humidité
a 30 °C pendant 7 jours, constituant ainsi des échantillons de sol secs
(El-Nakeeb et Lechevalier, 1963).

1.2.1.2 Isolement des actinobactéries

Les ensemencements sont réalises selon la méthode des suspensions-dilutions (figure
6). Un gramme de sol est suspendu dans 10 ml d'eau physiologique stérile (9 g.L™* de NaCl),
suivi d'une agitation vigoureuse pendant 10 minutes a l'aide dun vortex.
La suspension-mére ainsi obtenue est ensuite diluée par facteur de 10 successivement dans de
I'eau distillée stérile, jusqu'a atteindre la dilution 104,
Des aliquotes de 0,1 mL de chaque dilution ont été étalés sur des boites de Petri contenant un

milieu de culture agar chitine-vitamine (Hayakawa et Nonomura, 1987).

Trois répétitions sont effectuées pour chacune des dilutions. Pour inhiber la croissance
des champignons et des bactéries persistantes, le milieu a été enrichi en cycloheximide
(80 mg.L™Y), pénicilline (25 pg.mL™) et streptomycine (10 pg.mL™Y) respectivement.
Les boites de Petri ont été incubées a 30 °C pendant 7 & 14 jours et observées périodiquement
pour la croissance des actinomycetes. Les colonies pures ont été sélectionnées en observant
les filaments fins entourant les actinomycetes sous un microscope optique
(Shirling et Gottlieb, 1966).
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1.2.1.3 Reconnaissance et dénombrement des actinobactéries

Pendant la période d'incubation, les boites de Peétri préalablement ensemencées sont
réguliérement inspectées a I'ceil nu et au microscope optique (Motic B1-253SP)
avec des grossissements de x10 et x40. Cette observation vise a examiner la morphologie des
colonies  d'actinobactéries émergentes a la surface du milieu disolement.
Les colonies présentant des caractéristiques morphologiques typiques des actinobactéries
mycéliennes, telles que la présence de mycélium du substrat et souvent de mycélium aérien,
sont comptées par boite et par dilution (3 répétitions par dilution).
La moyenne du nombre de colonies est calculée pour obtenir le nombre de UFC (unités

formant colonie) par gramme de sol sec.

1.2.1.4 Purification et conservation des isolats

Les colonies selectionnées sont delicatement prélevées a l'aide d'une pointe stérile,
puis soumises a un processus de purification en les étalant sur du milieu ISP2
(Shirling et Gottlieb, 1966).

Les isolats purifies sont ensuite numérotés et codeés avant d'étre ensemencés sur le
méme milieu sous forme de pente dans des tubes a vis. Ces tubes sont incubés pendant une a
trois semaines avant détre conservés a 4 °C. Le choix du milieu ISP2,
qui contient du glucose, de I'extrait de malt et de I'extrait de levure, s'explique par sa capacité

a favoriser une croissance et une sporulation satisfaisantes des isolats d’actinomycétes.
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Ensemensement de 0,2 ml de chaque dillution sur boite petri contenant le milieu
chitine vitamine (Ch-V) incubées a 30 °C pendant 7 a 14 jours

Purification des colonies d'actinomycétes sur milieu ISP2 et incubation & 30°C
pendant 7 4 14 jours

Figure 6 :Méthode de préparation d’une suspension dilution du sol et d’isolement des
actinomycétes sur milieu chitine vitamine (Ch-V) et purification sur milieu ISP2

2 ldentification polyphasique des actinomycétes
2.1 Caractérisation morphologique

Les caractéristiques morphologiques des isolats d'actinomycetes ont été étudiées en les
ensemencant dans deux milieux de culture sélectifs ISP (ISP2 et ISP7).
Les milieux de culture ont été stérilisés et versés dans des boites de Pétri.
Aprés solidification, les isolats purs ont été ensemencés de maniere aseptique et incubés

a 30 °C pendant 14 jours.

2.1.1 Etude macromorphologiques
La caractérisation macromorphologique des actinomyceétes faisait référence a I'étude
des mycéliums aériens et de substrat, de leur forme, de leur structure, ainsi que de leurs

couleurs (y compris la production de pigments) aux 7¢, 14° et 21° jours d’incubation a 30 °C.
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La couleur de mycélium a été déterminée en utilisant les cartes de couleurs ISCC-NBS

(Conseil inter-sociétés de la couleur - Bureau national des normes) (Kelly and Judd, 1976).

2.1.2 Etude micromorphologiques et types de chaines de spores

Les caractéristiques micromorphologiques des isolats d'actinomycétes sont examinées
au microscope optiqgue (Motic B1-253SP) avec des grossissements x10 et x40
aprées incubation a 30 °C pendant 14 jours sur le milieu ISP2.
Les observations portent sur la sporulation des myceéliums, la forme des spores,
la morphologie des chaines de spores, ainsi que la fragmentation éventuelle du mycélium
du substrat. Ces observations sont effectuées directement sur les boites de Pétri afin d'étudier

les mycéliums en place sans altérer leur structure.

Le type de chaines de spores formédes isolats d'actinomycétes appartenant au genre
Streptomycesa été déterminé, notamment: S (en Spira), RF (rectus flexibilis)

ou RA (retinaculum apertum), conformément a Sabaou, (1988).

2.2 Analyse physiologique et biochimique
2.2.1 Production de pigments mélanoides
La mise en évidence des pigments mélanoides est réalisée sur le milieu gélosé ISP7

recommandé a cet effet par Shirling et Gottlieb (1966).

2.2.2 Utilisation des composés glucidiques comme seules sources de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance des actinomycetes sur le milieu de base ISP9
contenant un carbohydrate (10 g.L™), comme seule source de carbone. Le résultat du test est
considéré positif par une croissance supérieure a celle du témoin (sans source de carbone).
Les glucides et dérivés testés sont les suivants : D-Fructose, D-glucose, mannose, maltose,
dextrose, lactose, D-galactose, D-arabinose, D-mannitol, sorbitol et ribose.
L’ensemencement des souches se fait par stries et les lectures sont effectuées apres une a deux
semaines d’incubation a 30 °C (Shirling et Gottlieb, 1966).

2.2.3 Utilisation des acides aminés

Le test consiste a noter la croissance des isolats d’actinomycetes en présence de 0,1%
de L-alanine, asparagine, histidine, tryptophane et tyrosine comme seules sources d’azote par
rapport a la croissance dans un milieu de base ISP9 sans source d’azote (témoin négatif)

(Goodfellow, 1971).

Les solutions des acides aminés sont désinfectées par ultrafiltration (micro-filtre de

0,22 wum de diamétre) et ajoutées aseptiquement au milieu de culture.
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Les isolats d’actinomycetes sont ensemencés par stries et incubés a 30 °C pendant 7 et 14
jours. Les lectures consistent a comparer la croissance qui doit étre supérieure a celle du

témoin négatif (sans source d’azote).

2.2.4 Hydrolyse de I’amidon
Le test de dégradation de I’amidon par les souches d’actinomycétes est effectué selon

la méthode préconisée par (Marchal, 1973).

Une solution de lugol permet de mettre en évidence 1’hydrolyse de I’amidon par
I’absence de coloration autour des colonies. Les zones contenant de 1’amidon se colorent

en brun.

2.2.5 Dégradation de la caséine du lait

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

7 a 14 jours d’incubation a 28 °C, indique I’hydrolyse de la caséine (Gordon et al., 1974).

2.2.6 Dégradation du Tween 80

10 gouttes de tween 80 (ou polyoxyéthyléne sorbitanmonooléate) autoclavées sont
ajoutées a 25 mL de milieu composé de : peptone bactériologique : 10 g, chlorure de sodium:
5 g, chlorure de calcium: 0,1 g, agar. 25 g, eau distillé: 1000 mL.
Il se forme un halo opaque, autour des colonies hydrolysant le tween 80, d0 a la précipitation
des acides gras (Marchal, 1973).

2.2.7 Dégradation de I’esculine
Esculine (ou arbutine): 1 g; citrate de fer ammoniacal: 1 g; peptone: 10 g; agar: 18 g;
eau distillée g.s.p. 1000 mL. pH 7. La dégradation de ces 2 hétérosides se manifeste par

I’apparition d'un pigment brun a noir autour des colonies (Marchal, 1973).

2.2.8 Catalase
Les bactéries qui ont un métabolisme oxydatif possedent un systéme respiratoire qui
comprend, entre autres enzymes, une catalase. Cette enzyme décompose I'eau oxygénée selon

la réaction suivante :

Catalase
2 HOp -------- >2 H,0 + O
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Pour détecter la présence de la catalase, Prenez une lame propre et déposez-y une
goutte d'eau oxygénée a 10 volumes. A l'aide d'une pipette Pasteur, mélangez un peu de la
colonie d'actinomycétes avec l'eau oxygénée. La formation de bulles de gaz indique la

présence d'une catalase (Camille, 2007).

2.2.9 Tests de sensibilité a divers agents physiques et chimiques
Afin d'évaluer la sensibilité des souches face a certains agents physiques et chimiques, des

tests recommandeés dans la taxonomie des actinomycétes (Athalye et al., 1985)

2.2.9.1 Croissance a différentes temperatures
Le milieu de ISP2 (voir annexe 01) est employé pour établir la température optimale
de croissance. Les boites ensemencées sont incubées a diverses températures,
a savoir 5, 20, 30 et 50 °C, pendant une période de 2 semaines.
2.2.9.2 Croissance a difféerents pH
Ce test est effectué sur le méme milieu ISP 2, avec I'évaluation de la croissance a des
pH de 4, 7 et 11. Aprés I'ensemencement, les boites sont incubées a 30 °C pendant une

semaine.

2.3 Etude moléculaire pour les deux souches les plus performantes AC31 et AC10

2.3.1 Extraction de PADN génomique
Le kit d'extraction d'acide nucléique GF-1, fourni par Vivantis Technologies SdnBhd a
Selangor, DE, Malaisie, a été utilisé pour extraire 'ADN génomique de la souche examineée,

en suivant les instructions du fabricant. L'ADN extrait a ensuite été conservé a 4 °C.

2.3.2 Amplification de ’ADN ribosomique 16S

Les amplifications PCR ont été réalisées en utilisant les amorces suivantes : I'amorce
27F (forward) (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") et l'amorce 1492R (Reverse)
(5>-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3") pour le géne de 1'ARNr 16S (31).
Un thermocycleur (iCycler Bio-Rad, Etats-Unis) a été utilisé pour I'amplification, en suivant
ce profil de température: dénaturation initiale a 94 °C pendant 12 minutes, dénaturation
a 94 °C pendant 30 secondes, hybridation a 55 °C pendant 30 secondes et élongation
a 72 °C pendant 1 minute et 40 secondes. Un total de 30 cycles a été appliqué pendant 4h,
suivis d'une étape finale d'élongation a 72 °C pendant 7 min.

2.3.3 Electrophorése sur gel d’agarose
Les produits PCR ont éte verifiés a I'aide d'un gel d'agarose a 1,5 % de Sigma-Aldrich,
Etats-Unis. Un échelle d'ADN de 100 paires de bases (Solis Biodyne, Estonie)
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a servi d'indicateur de poids moléculaire. L'électrophorese a été réalisee a 80 volts pendant 1
heure et 30 minutes. Le gel a ensuite été coloré avec du Midori Green Advance
(Nippon Genetics, Japon) et examiné sous une lumiére UV.

2.3.4 Séquencage de I'ADN

Les produits PCR isolés et purifiés ont été séquencés par la technique de Sanger
(1977) en utilisant le kit BigDye v3.1 d’Applied Biosystems et en utilisant les amorces qui ont
servi pour I'amplification PCR. Cette technique de séquencage a permis d'obtenir la séquence
nucléotidique compléte de I'ADN. Les données de séquencage ont été analysées a l'aide de
logiciels appropriés.

2.3.5 Analyse des données et construction de I'arbre phylogénétique

Les séquences générées ont été comparées en utilisant BLASTn sur le site web du NCBI
(disponible a I'adresse: http://blast.ncbi.nim.gov). Enfin, un arbre phylogénétique a été
construit en utilisant le logiciel d'Analyse de I'Evolution Moléculaire Génétique (MEGA)
version 10.2.2 (Kumar et al., 2018) et la méthode de la liaison de voisinage

(Saitou et Nei, 1987) avec le modéle de Kimura 2-paramétres (Kimura, 1980).

L'alignement des séquences a é€té réalisé en utilisant l'algorithme Clustal W
(Larkin et al., 2007).

3 Screening de P’activité antimicrobienne des actinobacteries
3.1 Microorganismes-cibles
3.1.1 Origine

Les micro-organismes cibles utilisés dans la présente étude comprennent : Candida
albicans (ATCC 10231), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739) et Salmonella typhimurium (ATCC 13331),
qui ont été obtenus de [I'Institut Pasteur situé a  Alger  (Algérie).
Il s'agissait principalement de micro-organismes pathogenes pour I'nomme et résistants

aux antibiotiques.

3.1.2 Antibiogramme des souches cibles

Les souches bactériennes cibles ont été testées, selon Guy et Jean (2006),
pour leur sensibilité & quatre antibiotiques, illustrés dans le tableau 8, par antibiogramme par
diffusion en disque. Les inocula ont été préparés en cultivant les bactéries sur gélose nutritive,
puis normalisés pour atteindre une turbidité standard de McFarland de 0,5. Chaque inoculum

a été réparti uniformément sur une boite de Pétri avec de lI'agar Muller-Hinton, et des disques

55



Matériel et méthodes

de papier filtre contenant les antibiotigues ont été places sur l'agar
(Bauer et al., 1966; Jorgensen and Turnidge, 2015) normes cliniques, 2009).

Apres incubation, les zones d'inhibition ont été mesurées, et les résultats ont été
interprétés selon les normes du Comité de I'’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (Jehl and Cattoen, 2016).

Tableau 8 :Différents antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme

N° Antibiotique Concentration (pg)
1 Gentamicine 10

2 Amoxicilline 30

3 Ampicilline 10

4 Céphalexine 30

3.2 Test d’antagonisme
3.2.1 Technique des stries croisées

La technique des stries croisées est utilisée pour évaluer I'activité antimicrobienne des
souches d'actinomycetes (comme illustré dans la figure 7) sur un milieu solide ISP2 (Shirling
and Gottlieb, 1966). Cette méthode implique I'ensemencement d'une souche d'actinobactérie
en une seule ligne a la surface du milieu, le long du bord de la boite de Pétri (diaméetre = 9

mm).

Aprés une incubation a 30°C pendant 10 jours, les souches cibles sont ensemencées
perpendiculairement a la souche d'actinobactérie. L'effet de cette derniere se traduit par une
inhibition partielle ou totale de la croissance des micro-organismes cibles.
Les résultats sont interprétés en mesurant la distance d'inhibition entre le bord de la souche
cible et celui de I'actinobactérie, aprés 24 heures d'incubation a 30 °C pour les bactéries

et les levures, et 48 heures pour les champignons filamenteux.
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(a) (b) (c)

Figure 7 :lllustration schématique de la technique des stries croisees

a: Ensemencement de 1’actinobactérie en un seul trait en bordure de boite de Pétri.
b: Ensemencement des souches-cibles perpendiculairement a 1’actinobactérie.

c: Mesure de la distance d'inhibition apreés la période d'incubation.

3.2.2 Méthode des disques d’agar

La mise en évidence des activités antimicrobiennes des 32 isolats a été réalisée selon
la méthode des cylindres d'agar préconisée par Patel et Brown (1969).
Le processus implique I'ensemencement de I'actinomyceéte en stries trés serrées a la surface du
milieu ISP2, coulé dans une boite de Pétri. Apres une croissance a 30 °C
pendant 10 a 12 jours, des disques d'agar de 6 mm de diamétre, contenant l'actinomycéte,

sont découpés a l'aide d'un emporte-piece, puis testés contre les germes cibles.

Dans le cas des bactéries et des levures, les disques d'agar sont déposés a la surface du
milieu Mueller-Hinton (contenant 7 g/L d'agar) préalablement ensemencé en nappe avec la

souche cible. Des disques de milieu non ensemencé par les actinomycetes servent de témoin.

Les boites ensemencées sont incubées une nuit a 4 °C pour permettre la diffusion des
antibiotiques des disques d'agar tout en empéchant momentanément la croissance des
microorganismes cibles. Ensuite, les boites sont retirées et incubées a 30 °C.
La lecture est réalisée aprés 18 a 24 heures en mesurant le diamétre des zones d'inhibition

autour des disques, en excluant le diamétre du disque lui-méme.
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3.3 Cinétiques de production des antibiotiques en milieu liquide
Les cinétiques de production des antibiotiques, ainsi que I'évolution de la biomasse et
du pH, ont été effectuées sur le milieu de culture ISP2 (voir Annexe 2).

Cette surveillance visait a déterminer le meilleur jour de production optimal.

3.3.1 Préparation des pré-cultures

Pour obtenir les pré-cultures, les spores ont été prélevees a partir de cultures en boite
de Pétri de la souche d'actinobactérie agée de 8 jours. Elles ont été ensuite inoculées dans des
fioles Erlenmeyer de 250 mL, chacune contenant 50 mL du milieu de culture ISP2.
Aprés d'incubation a 30 °C/48 heures dans un shaker (250  rpm),

les pré-cultures ont éte utilisées pour ensemencer les milieux de production.

3.3.2 Ensemencement en fioles agitées

Des Erlenmeyer de 500 mL, contenant chacun 100 mL de milieu liquide ISP2, ont été
ensemencés avec un inoculum en phase exponentielle de croissance (4gé de 48 heures).
Le volume d'inoculation était de 3 mL (soit 3% du volume total).
Cette concentration visait a obtenir une biomasse initiale d'environ 0,1 a 0,2 g L™
Les cultures ont été incubées a 30°C, agitées a 250 rpm dans un shaker pendant 10 jours.

3.3.3 Cinétiques de production

Les cinétiques de production des antibiotiques ont été réalisées pour déterminer le
moment optimal de production dans des conditions spécifiques.

L'évolution de la production des antibiotiques, de la croissance et du pH a été
surveillée pendant 10 jours avec un pH initial de 7,2. Des échantillons ponctuels ont été
prélevés en cours de fermentation toutes les 24 heures, dans des conditions aseptiques,
a partir des fioles agitées. Le volume prélevé dépendait du type d'analyses a effectuer,

généralement autour de 4 mL.

L'activité antibiotique a été évaluée a I'aide de la méthode disques de diffusion contre
Candida albicans (ATCC 10231), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739) et Salmonella typhimurium (ATCC 13331).

Dans cette méthode, des disques de papier stériles de 6 mm de diametre sont
imprégnés de 80 pL du surnageant de culture a tester et placés a la surface du milieu ISP2
contenant uniquement 10 g.L! dagar (pour faciliter la diffusion de [I'antibiotique)
préalablement ensemencé en masse avec le micro-organisme cible, et coulé dans des boites de

Pétri. Ces boites sont placées a 4 °C pendant 2 heures pour permettre aux substances actives
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de diffuser tout en arrétant temporairement la croissance des micro-organismes, puis elles ont
été incubées a 30°C. Les résultats ont été interprétés en mesurant le diamétre de la zone
d'inhibition autour des puits aprés 18 a 24 heures d’incubation.

L'évolution de la biomasse pendant la fermentation a été estimée selon la méthode de
(Pfefferle et al., 2000). Brievement, 2 mL de culture ont été préleves toutes les 24 heures, puis
centrifugés a 5000 g dans des tubes Eppendorf préalablement tarés.
Le surnageant a  été  récupéré  pour  mesurer  I'évolution du  pH.
Le culot constituant la biomasse, a été lavé par centrifugation a trois reprises avec de I'eau
distillée. Les tubes contenant le culot (sans eau) ont ensuite été incubés a 100 °C pendant 24
heures, puis pesés pour déterminer le poids de la matiere séche en soustrayant la
tare du tube vide."

4  Etude des substances antimicrobienne des souches d’actinomycetes
Les souches d'actinomycétes AC10 et AC31, qui ont présentés la plus grande activité

antimicrobienne, ont été choisie pour une analyse de ses antibiotiques.

4.1 Extraction des substances antimicrobienne

L'extraction des antibiotiques est effectuée en utilisant divers solvants organiques, apres
une periode prédéterminée  déterminée au cours dexpériences  antérieures,
qui correspond a la production optimale de ces substances.
Cette opération est realisée a la fois a partir des filtrats de culture, pris au jour optimal
de production, et a partir de la biomasse mycélienne.

4.1.1 Extraction a partir du filtrat de culture

L'extraction des antibiotiques a partir du filtrat de culture nécessite le choix d'un
solvant non miscible avec I'eau, correspondant au mieux a la polarité des antibiotiques a
extraire. Ainsi, quatre solvants de polariteé croissante, & savoir le n-hexane,
le  dichlorométhane, le  n-butanol et  l'acétate  d'éthyle, sont  testés.
Sur le milieu de culture optimal et au jour de production optimal, quatre lots de 50 mL de
filtrat de culture sont vigoureusement mélangés, chacun avec un volume équivalent de I'un
des quatre solvants mentionnés, dans une ampoule a décanter. Cette étape vise a déterminer
quel solvant extrait le plus d'antibiotiques.

Les phases organiques et agueuses sont récupérées, la phase organique est déshydratée
pour éliminer les traces d'eau résiduelles, et les extraits sont concentrés puis conservés
a-20 °C.
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Enfin, les fractions organiques et aqueuses sont reprises dans 500 uL de méthanol
ou deau distillée, respectivement, avant d'étre soumises a des tests d'antagonisme

par la méthode des disques de papier (antibiographie).

4.1.2 Extraction a partir du mycelium
Le mycélium, collecté apreés filtration et soumis a trois lavages a I'eau distillée par
centrifugation (5000 g), est récupéré dans une fiole, puis immergé dans du méthanol (50 mL)

et agité magneétiquement pendant 2 heures a température ambiante (Mechlinski, 1978).

Apres une filtration avec un papier filtre, I'extrait méthanolique est évaporé a sec
a 40 °C a laide dun rotavapeur, puis récupéré dans 1 mL de méthanol.

Enfin, lI'activité des antibiotiques est évaluée par la méthode des disques de papier.

4.1.3 Antibiographies et choix du meilleure solvant d’extraction

Les extraits dérivés des filtrats de culture et du mycélium sont soumis a des tests
d'antibiographie  vis-a-vis S. aureus (ATCC 6538). Dans cette procédure,
la technique des disques de papier Whatman de 6 mm de diamétre, est employée.
Ces disques sont imprégnés de 50 puL d'extrait organique et de la phase aqueuse résiduelle.

IIs sont ensuite séchés a 37 °C pendant 45 min, stérilisés sous UV a 254 nm.

Les disques ainsi préparés sont déposés stérilement a la surface du milieu 1SP2
(12 g/L d'agar) déja ensemencé par le germe-test. Les boites sont placées a 4 °C pendant 2

heures (selon la méthode des puits) avant d'étre incubées a 30 °C.

La lecture des résultats s'effectue aprés 24 a 36 heures et implique la détermination du
diametre de la zone d'inhibition autour du disque, tant pour l'extrait organique que pour la

phase aqueuse.

4.2 Etudes spectroscopiques des extraits bruts
4.2.1 Spectre UV-visible

Le spectre UV-visible est déterminé sur les extraits bruts, pour noter la présence ou non
de polyénes, les composés aromatiques et les systémes insaturés. Les spectres UV-visible ont
éteé enregistres sur HPLC (Shimadzu), par un balayage spectral entre les longueurs d’onde 190
et 800 nm. Un blanc (témoin) a été réalisé, en utilisant le méthanol pur.
La spectroscopie UV-visible permet, pour de faibles quantités d’antibiotiques,

de détecter les composés aromatiques et les systémes insaturés et conjugues.
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4.3 Chromatographie sur couche mince CCM

A l'aide d'une microseringue, les échantillons sont déposés sous forme de spots en bas
de la plague de gel de silice (GF254, épaisseur 0,25 mm, Merck, Allemagne),
située a 2 cm du bord inférieur. Ces plaques sont ensuite placées dans des cuves de

chromatographie, dont I'atmosphere a été préalablement saturée avec le solvant de migration.

Les systemes de solvants utilisés sont les suivants :n-butanol-acide acétique-eau BAE
(3:1:1) et I’acétate d'éthyle-méthanol AM: (100/15). Apreés le développement, les plaques sont
laissées a sécher sous une hotte toute la nuit. Les chromatogrammes obtenus sont ensuite
observés a I'eeil nu sous lumicre ultraviolette afin de repérer les taches présentant une

absorbance a 254 nm ou une fluorescence a 365 nm.

4.3.1 Révélations des groupements chimiques des antibiotiques

Afin d'obtenir des informations sur la nature chimique des antibiotiques, des révélations
chimiques sont effectuées sur les plaques de gel de silice. Les révélateurs utilisés
(Merck, 1975)sont les suivants :

e Laninhydrine : révélateur des fonctions amines.

e Le chlorure de fer ferrique : révélateur des phénols et des acides hydroxamiques.

e Le formaldéhyde-H2SOa : révélateur des composés aromatiques polycycliques.

e Le réactif de Dragendorff : révélateur des composeés hétérocycliques alcaloides.

Les colorations peuvent apparaitre a température ambiante et/ou aprés chauffage

(100 °C pendant 5 min ) dont les procédures spécifiques sont fournies en annexe.
4.4  Flash chromatographie

4.4.1 Préparation des extraits

Dans cette étape expérimentale, 1 g de Celite 545 a été mélangé avec l'extrait brut
butanolique des deux souches AC10 et AC31. Une colonne contenant 12 g de résine C18 de
40 pm (Biichi, PN 145152103), avec une capacit¢ de 15 mg a 600 mg d'échantillon,
a été utilisée. L'échantillon solubilisé a été introduit dans un ballon rond avec du Celite a
I'aide d'une pipette Pasteur, puis agité pour homogéneiser. Il est important de noter que tout le
sable a été préalablement mouillé, agité et ensuite placé dans I'évaporateur rotatif sous une

pression de 50 mbar, avec un adaptateur long contenant du coton de verre.

Avant de retirer le ballon de I'évaporateur rotatif, le ballon collecteur du solvant
distillé a éte retire pour éviter I'expulsion de poussiere du ballon contenant I'échantillon.
Ensuite, le ballon a été retiré de I'évaporateur rotatif. 1l a été souligné I'importance d'ajouter un

peu plus de méthanol au ballon contenant I'échantillon solubilisé pour récupérer tout ce qui a
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été extrait. Enfin, cette solution a été ajoutée au sable déja sec et a été séchée a nouveau avec

I'évaporateur rotatif.

4.4.2 Préparation de la colonne d'élution

Le mélange homogéne sec obtenu a été transféré dans un tube de chargement solide
Grace (3 g) (Grace Discovery Sciences, Epping, Victoria, Australie), bien tassé et scellé avec
des frittes (supérieur et inférieur). Le chargeur d'échantillons sec a été connecté a I'entrée d'un
systeme de chromatographie flash Reveleris X2 (Grace Discovery Sciences, Deerfield, IL,
Etats-Unis). Une cartouche de Silice Reveleris HP de 20 um, 24 g (Grace Discovery Sciences,
Epping, Victoria, Australie) a été utilisée comme colonne d'élution.

4.4.3 Chromatographie flash

Pour cette chromatographie, deux solvants ont été utilisés pour I'élution des fractions
des extraits : I'eau distillée et le méthanol. Le débit et la pression du systeme de solvant ont
été maintenus aux valeurs par défaut détectées par le chromatographe flash. Le temps
déquilibrage a été réglé a 4,8 minutes. Trois longueurs d'onde UV différentes
(254 nm, 265 nm, 280 nm) ont été utilisées pour la détection, ainsi que la détection par
diffusion de lumiere évaporative (ELSD, Evaporative Light Scattering Detector).
Le gradient de solvant a été initialement réglé a 100% d'eau pendant au moins 1 min,
puis le pourcentage du deuxiéme solvant (méthanol) a été progressivement augmenté de 0 a
100% sur une periode de 27,7 min. Le gradient a été maintenu pour permettre I'élution
isocratique lorsque des pics d'absorption étaient observés, augmentant ainsi le temps total
d'exécution. Les fractions ont été collectées dans des ballons, puis le solvant a été évaporé a

Sec sur un évaporateur rotatif.

4.4.4  Antibiographies des fractions collectées

Les fractions récupérées du chromatogramme sont soumises a des tests
d'antibiographie contre B. subtilis JH642. Dans cette méthode, des disques de papier
Whatman de 10 mm de diameétre sont utilisés. Ces disques sont imprégnés de 50 uL d'extrait
organique des fractions récupérées, puis séchés a 37°C pendant 45 minutes et stérilisés sous
UV a 254 nm. Les disques ainsi prépares sont déposés stérilement a la surface du milieu ISP2
(12 g/L d'agar) déja ensemencé avec la souche-test. Les boites sont ensuite placées a 4 °C
pendant 2 heures selon la méthode des puits, avant détre incubées a 30 °C.
La lecture des résultats s'effectue aprés 24 a 36 heures et consiste a mesurer le diamétre de la

zone d'inhibition autour du disque.
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Résultats et discussion

1 Isolement des actinomycetes des sols sahariens
1.1 Origine et analyse des sols

1.1.1 Analyses du sol
1.1.1.1 Analyses physico-chimiques

Les échantillons de sol ont été prélevés dans diverses régions d'El Atteuf,
wilaya de Ghardaia, dans le sud de I'Algérie (tableau 9).

Les résultats des analyses physico-chimiques (tableau 9) montrent que les quatre
échantillons des sols étudiés sont caractérisés par un pH alcalin (8,18-8,37).

Les éléments présents dans ces échantillons de sol sont insolubles dans une proportion
allant de 71,1% a 88,1%, la valeur la plus élevée étant enregistrée dans I'échantillon de sol
d’Aoulaoual (88,1%).

La teneur en CaCOs des sols était variable; la teneur maximale (20%)
se trouvait dans le sol de Tammou EI Maleh, tandis que le pourcentage le plus bas (5,5%)
¢tait dans 1'échantillon prélevé d’ Aoulaoual.

Le pourcentage de NaCl dans I'échantillon de la vallée de Mzab représente la valeur
maximale parmi les 4 échantillons de sol, tandis que les échantillons de Tammou EI Malehe
et d’Aoulaoual contiennent les pourcentages les plus bas de 0,012% et 0,019%,
respectivement, de méme pour I'atome de chlore Cl: Tammou El Malehe (07%), d’ Aoulaoual
(0,011%), El Jaoua (0,163%) et vallée de Mzab (0,795%).

La richesse de I'échantillon de la vallée de Mzab en différents éléments de sulfate
(S03;2, SO32et CaSO32H,0) est remarquable par rapport aux restes des échantillons,

alors que I’échantillon de Tammou El Malehe contient la faible teneur en sulfates.

AOULAOUAL

EL JAOUA

VALLEE DE MZAB

TAMMOU EL MALEH

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300

Figure 8 : Détermination de la teneur en MO.
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Tableau 9 :Analyses physicochimique des échantillons de sol.

Caracteristiques Composants Pourcentage (%0)
chimiques
Tammou El Vallée de El Jaoua Aoulaoual
Maleh Mzab
pH / 8,25 8,20 8,18 8,37
Insoluble % Insoluble 711 73,1 77,8 88,1
% SO32 0,03 2,98 0,30 0,06
Sulfate
% SO 2 0,04 3,58 0,37 0,08
% CaS0s.2H,0 0,07 6,41 0,66 0,14
Carbonates % CaCOs3 20 11 12 55
Chlorides % CI 07 0,795 0,163 0,011
% NaCl 0,012 1,305 0,276 0,019
Matiére MO % 0,103 0,034 0,195 0,261
organique
Conductivité dS/m 3,4 38,4 4.8 52

électrique (CE)

La méthode de perte au feu est une technique utilisée pour estimer la teneur en matiere
organique dans les échantillons de sol. Elle repose sur la combustion contrélée de I'échantillon
a haute température, ce qui permet de briler la matiére organique tandis que la matiere
minérale reste inchangée. La différence de poids avant et aprés la combustion est utilisée pour
calculer la teneur en matiére organique.

Les résultats de la teneur en matiere organique des sols dans divers biotopes révélent
des variations significatives. Dans le sol montagneux de Tammou El Maleh, la teneur en
matiere organique de 0,10% indique une présence modérée, suggérant une activité biologique
suffisante pour maintenir une certaine fertilité. En revanche, dans la vallée de Mzab, la teneur
en matiere organique est considérablement plus faible, mesurée a seulement 03%, ce qui
souligne un déficit en matiéere organique potentiellement lié a des conditions
environnementales particuliéres ou a des pratiques agricoles défavorables.

Les sols des oasis, comme El Jaoua et Aoulaoual, présentent des teneurs les plus élevé
en matiére organique 0,19% et 0,26% respectivement parmi les quatre échantillons de sol
(figure 8), mettant en évidence les effets bénéfiques de l'irrigation et de la végétation sur la

fertilité du sol. Ces résultats soulignent I'importance des conditions environnementales locales
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sur la qualité des sols et la nécessité de pratiques agricoles durables pour maintenir la fertilité
des terres dans ces régions diverses.

Les résultats de conductivité électrique (CE) dans les échantillons de sol révélent des
niveaux variables de salinité, offrant des insights précieux sur la qualit¢é du sol dans

differentes régions.

Le sol de Tammou EI Maleh présente une CE de 3,4 dS/m, suggérant une faible
concentration de sels dissous dans le sol et une salinité relativement basse. Cela indique un
environnement potentiellement propice a la croissance des plantes sans les défis associés a
une salinité excessive.

En revanche, la Vallée de Mzab affiche une CE significativement plus élevée de 38,4
dS/m, pointant vers une concentration élevee de sels dissous et une salinité sévere dans le sol.
Cette condition peut présenter des défis majeurs pour la santé du sol et la productivité
agricole, nécessitant des mesures d'atténuation et de gestion.

El Jaoua et Aoulaoual montrent des valeurs intermédiaires de CE, avec respectivement
4,8 dS/m et 5,2 dS/m. Ces résultats suggérent une concentration modérée de sels dissous,
indiquant une salinité Iégerement élevée mais moins sévéere que celle observée dans la Vallée
de Mzab.
1.1.1.2 Analyse granulométriques

Tableau 10 : Analyses granulométrique de 1’échantillon de sol de Tammou El Maleh

Poids de Tami Poids Poids refus Complément  Tamisats
I'échantillon (g) (mm) refus cumulés a 100 (%)
cumulés (%)
(9)

80 / / / /
50 0 0 100 100%
31,5 97,38 9,73 90,27 90%
20 136,96 13,69 86,31 86%
1000 10 211,81 21,18 78,82 79%
5 275,69 27,56 72,44 72%
306,2 30,62 69,38 69%
314,63 31,46 68,54 69%
0,4 325,77 32,57 67,43 67%
0,2 361,82 36,18 63,82 64%
0,1 646,25 64,62 35,38 35%
0,08 659,5 65,95 34,05 34%
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L'échantillon de sol N°1 de Tammou El Maleh est principalement constitué de sable,
avec environ 70% de sable fin et 20% de sable grossier (tableau 10). Les particules fines,
composées de seulement 10% de limon et d'argile, sont peu abondantes. La courbe
granulométrique présente une concavité vers le haut, confirmant une distribution continue des

particules (figurel Annexe 3).

Cette caractéristique atteste que le sol est bien classé, sans discontinuité notable dans
sa composition. Le diametre moyen des particules est d'environ 0,2 mm, correspondant a la
classe des sables fins. L'analyse granulométrique indique que le sol est de type sable
limoneux, caractérisé par une texture sableuse et une capacité de rétention d'eau relativement

faible. En général, ces sols sont moins fertiles que les limons et les argiles.

Tableau 11 Analyses granulométrique de 1’échantillon de sol de Oued Mzab

Poids de Tami Poids refus  Poids refus Complément  Tamisats
I'échantillon (mm) cumulés (g)  cumulés a 100 (%)
(©) (%)

80 / / / /

50 0 / 100 100%

31,5 83,22 8,322 91,68 92%

20 173,21 17,321 82,68 83%

1000 10 313,38 31,338 68,67 69%

5 368,8 36,88 63,12 63%

409,36 40,936 59,07 59%

1 431,74 43,174 56,83 57%

0,4 530,73 53,073 46,93 47%

0,2 627,12 62,712 37,29 37%

01 822,68 82,268 17,74 18%

0,08 845,58 84,558 15,45 15%

L'échantillon de sol prélevé a Oued Mzab est majoritairement composé de sable, avec
environ 55% de sable fin et 35% de sable grossier (tableau 11). Une quantité significative de
fines particules, soit environ 10% de limon et dargile, est observée. La courbe
granulométrique présente une distribution continue des particules (figure 2 Annexe 3). Cela
confirme que le sol est bien classé sans discontinuité notable dans sa composition. Le
diamétre moyen des particules est d'environ 0,3 mm, correspondant a la classe de taille des

sables fins. Selon I'analyse granulométrique, le sol est qualifié de sable limoneux.
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Tableau 12 Analyses granulométrique de 1’échantillon de sol d’El Jaoua

Poids de Tami Poids refus  Poids refus Complément  Tamisats
I'échantillon (mm) cumulés (g)  cumulés a 100 (%)
(©) (%)

80 / / / /
50 / / / /
31,5 / / / /
20 / / / /

500 10 0 0 100 100%

5 3,95 0,79 99,21 99%

7,01 1,4 98,59 99%

1 9,35 1,87 98,13 98%

0,4 19,85 3,97 96,03 96%

0,2 75,05 15,01 84,99 85%

0,1 271,52 54,3 45,69 46%

0,08 294,55 58,91 41,09 41%

Le sol d'El Jaoua est majoritairement constitué de sable, avec environ 45% de sable fin
et 40% de sable grossier (tableau 12). Une quantité importante de fines particules, soit environ
15% de limon et d'argile, est présente. La courbe granulométrique indiquant une distribution
continue des particules et le sol ne présente pas de discontinuité dans sa composition (figure 3
Annexe 3). Le diametre moyen des particules est d'environ 0,35 mm, correspondant a la
classe de taille des sables fins. L'analyse granulométrique souligne que ce sol est un sable
limoneux.

Tableau 13 : Analyses granulométrique de 1’échantillon de sol d’ Aoulaoual

Poids de Tami Poids refus Poids refus Complément Tamisats
I'échantillon (mm) cumulés cumulés a 100 (%)
(©) (©) (%)
80 / / / /
50 / / / /
31,5 0 0 100 100%
20 50,44 10,08 89,91 90%
500 10 80,73 16,14 83,85 84%
5 96,19 19,23 80,76 81%
2 109,89 21,97 78,02 78%
1 114,51 22,9 77,09 77%
0,4 135,87 27,17 72,82 73%
0,2 233,15 46,63 53,37 53%
0,1 423 84,6 15,4 15%
0,08 439,62 87,92 12,07 12%
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Le sol de la région d'Aoulaoual est principalement composé de sable, avec environ 65%
de sable fin et 30% de sable grossier. La présence de fines particules est limitée, ne
représentant que 5% de limon et d'argile (tableau 13). La courbe granulométrique présente
une concavité vers le haut, indiquant une distribution continue des particules. (figure 4

Annexe 3)

Cette caractéristique suggere que le sol est bien classé et ne présente pas de
discontinuité dans sa composition. Le diamétre moyen des particules est d'environ 0,25 mm,
correspondant a la classe de taille des sables fins. Cependant, I'analyse granulométrique classe
le sol comme un sable grossier. Les sables grossiers se distinguent par leur texture sableuse
et leur capacité de rétention d'eau trés faible. En général, ils sont moins fertiles que les limons

et les argiles.

1.2 Origine et isolement des souches d’actinobacteries
1.2.1 Isolement des actinobactéries
1.2.1.1 Isolement des actinobacteéries

1.2.1.2 Reconnaissance et dénombrement des actinobactéries

Les colonies d'actinomycétes se développent apres 2 a 3 semaines d'incubation a 30
°C, sur le milieu d'isolement chitine-vitamines agar (Ch-V) enrichi d'un antifongique et
d'antibiotiques pour inhiber les populations microbiennes indésirables, ce milieu s'est avéré
trés propice a l'isolement et a la sélection des actinobactéries. Les colonies identifiées a I'ceil
nu et sous microscope optique, présentant les caractéristiques morphologiques typiques des
actinobactéries mycéliennes, telles que la présence fréquente de mycélium aérien et de
mycélium de substrat caractérisés par des filaments fins et ramifiés, sont considérees comme

des actinomyceétes (figure 9).
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Figure 9 : Colonies d’actinomycétes isolées sur milieu Ch-VB a partir des échantillons de sol
de Tammou El Maleh (Les fleches indiquent quelques colonies d’actinomycetes aprés deux
semaines d’incubation a 30 °C).

Les résultats de la densité en unités formant des colonies par gramme de sol sec
(UFClgss) des actinomycetes isolés a partir de quatre sites dans la région d'El Atteuf sont
présentés dans le Tableau 14. Les densités d'actinomycétes varient considérablement entre les
sites échantillonnés. Cette variation est attribuable a divers facteurs environnementaux locaux
tels que la composition du sol, le pH, la salinité, la présence de matiére organique, ainsi que
d'autres  variables géographiques et climatiques spécifiques a chaque site.
Cette diversité de densités d'actinomyceétes souligne l'importance des caractéristiques

géographiques et environnementales locales dans leur distribution et leur abondance.

La densité la plus élevée est observée a Aoulaoual, avec prés de 93 x 102 UFC/gss,
suivie par I’échantillon de la Vallée de Mzab avec environ 56,44 x 10?2 UFC/gss.
Tammou EI Maleh affiche une densité intermédiaire d'environ 40 x 102 UFC/gss, tandis que
le sol d’El Jaoua présente la densité la plus basse, d'environ 29,33 x 10? UFC/gss.

Tableau 14 : Dénombrement des actinomycetes dans les échantillons de sols

Sites Nombre des souches Codes Nombre des
(UFClgss) souches
sélectionnés
Tammou EI Maleh 40,22 x 10> UFC/gss AC1-AC3 03
Vallée de Mzab 56,44 x 102> UFC/gss AC4-AC9 06
El Jaoua 29,33 x 10? UFCl/gss AC10-AC17 08
Aoulaoual 92,89 x 102 UFC/gss AC18-AC32 15
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1.3 Discussion

Dans notre étude, trois types de sol sahariens d’un milieu aride ont été sélectionnés.
Le premier échantillon de sol de Tammou EI Maleh a été prélevé dans une région
montagneuse, le deuxieme échantillon a été prélevé au sein de la vallee de Mzab.
Le troisieme et quatriéme échantillon sont issus respectivement d'El Djaoua et d'Aoulaoual,
qui sont des régions d'oasis.

Le choix des milieux arides repose sur les résultats de plusieurs études mettant en
évidence I'abondance et la diversité des actinobactéries dans les sols du Sahara, qui peuvent
parfois dépasser en densité les autres groupes de microorganismes présents
(Meklat et al., 2012; Sabaou et al., 1998, 1992; Zitouni et al., 2005)

Selon les données bibliographiques, aucune recherche n'a été menée sur l'isolement et
I'étude des actinobactéries dans les sols de la région d'El Atteuf. Par conséquent, cette étude
constitue la premiére tentative d'isoler ces actinobactéries et d'envisager leur valorisation

éventuelle.

Des recherches menées dans les sols sahariens ont également abouti a I'identification
de nouvelles espéces et de nouveaux antibiotiques (Boubetra et al., 2013; Boudjella et al.,
2010; Merrouche et al., 2010)

La densité la plus élevée en nombre d’unité formant colonies par gram de sol sec
(UFC/gss) des actinobactéries (92,0 x 102 UFC/gss) a été obtenues a Aoulaoual, une densité
plus élevée a celles obtenue par Saker et al., 2014 (50,0 x 102 UFC/gss) et celle obtenue par
Meklat (2012a)18,6 x 10> UFC/gss. La deuxieme densité est enregistré dans le sol de la
Vallée de Mzab (56,44 x 10°UFC/gss) suivi de Tammou EI Maleh (40,22 x 102 UFC/gss) et
en fin El Jaoua (29,33 x 10> UFC/gss). Une diversité est observée dans la répartition des
actinomycetes dans chaque échantillon de sol. Cette observation peut étre attribuée, selon
notre analyse, aux variations des facteurs physico-chimiques entre les quatre types de sol,
lesquelles exercent une influence sur la composition et la typologie des actinomycetes
présents dans le sol (Hop et al., 2012 ; Adegboye & Babalola, 2012)

D'aprés (Lee and Hwang, 2002), le taux de matiere organique dans un sol est
généralement classé en trois catégories : faible (4.0-7.0 %), modéré (7.1-9.0 %) et éleve (9.1-
11.0 %). Nos échantillons présentent des niveaux extrémement bas de matiere organique,
variant de 0.03 a 0.26 %. Cette constatation suggere que la matiere organique dans ces
échantillons est présente uniquement sous forme de traces, mettant en évidence la pauvreté de
ces sols en matiere organique, typique des régions arides. Le sol d'Aoulaoual présente la

teneur la plus élevée en matiére organique, avec un pH moyennement alcalin de 8,4. Ces deux
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facteurs sont, selon Lee et Hwang (2002), parmi les déterminants écologiques les plus
importants qui influent sur la diversité des actinomyceétes dans le sol.

Le pH du sol et la disponibilité des éléments nutritifs constituent les principaux
facteurs influencant la diversité microbienne dans les différentes strates du sol, comme l'ont
souligné Zhang et al. (2021). Selon la classification d'Ollier & Poirée, (1983), les quatre sols
étudiés affichent un pH moyennement alcalin, se situant entre 8,2 et 8,4. Ces niveaux de pH
résultent de I'accumulation significative de calcaire (CaCOz) dans les quatre sols étudiés.
De plus, l'aridité du climat est un autre facteur contribuant a l'augmentation du pH.
Cette caractéristique est importante car elle favorise la croissance des actinomycetes
alcalophiles ou alcalotolérants, capables de se développer dans des conditions de pH variant
de 6 & 12, comme lont démontré les travaux de Jiang et al. (2006).
Ainsi, le pH du sol, conforme a la classification d'Ollier et Poiree, crée un environnement
propice au développement de ces microorganismes spécifiques, influencant ainsi la diversité
microbienne dans les différentes couches du sol.

D'autres facteurs a considérer sont le type de sol, sa température, la végétation,
I'emplacement géographique, etc., comme mentionné par Adegboye et al. (2012).
Le sol d'Aoulacual, caractérisé par sa texture de sable grossier, présente un niveau élevé
d'actinomycetes, ce qui semble étre une conséquence de sa composition spécifique. Les trois
autres sols sont majoritairement de type limoneux et affichent des concentrations moindres

d'actinomycetes en comparaison.

Dans cette étude, nous avons considére cing classes de salinité pour le sol (Durand
1983) selon la conductivité électrique (CE) : C1, non salé (CE = 0 — 0,6 dS/m) ;
C2, legerement salé (CE = 0,6 — 1 dS/m) ; C3, modérément salé (CE =1 — 2 dS/m) ; C4, trés
salé (CE = 2 — 4 dS/m) ; C5, extrémement salé (CE > 4 dS/m). La conductivité électrique la
plus €élevée du sol est celle la vallée de Mzab est de ’ordre de 38,4 dS/m suivi de sol
d’Aoulaoual 5,2 dS/m et d’El Jaoua 4,8 dS/m, Cela nous a conduits de les classer comme sols
extrémement salé selon Durand (1983). Et le sol de Tammou El Maleh comme sol trés salé
avec une conductivit¢ de 3,4 dS/m. La forte teneur en sels s’explique par les fortes
évaporations dues aux températures €élevées de la région, ainsi qu’aux eaux d’irrigation qui
sont fortement chargées en sels pouvant atteindre des valeurs de conductivité électrique trop

élevées, et d’autre part aux faibles précipitations qui caractérisent le climat des régions arides
(karabi, 2017).
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L'isolement et le dénombrement des actinobactéries ont été realisés sur le milieu Ch-
V, constitué de sels minéraux et de chitine comme seule source de carbone et d'azote. Ce
milieu est préconisé par plusieurs auteurs pour lI'isolement des actinobactéries mycéliennes, en
excluant les bactéries non mycéliennes. Ce milieu renferme également des vitamines du
groupe B en tant que facteurs de croissance, ce qui favorise la croissance des genres
relativement rares, souvent auxotrophes pour ces vitamines (Boudjella, 1994; Hayakawa and
Nonomura, 1984; Pathom-Aree et al., 2006; Zhang et al., 2010).

L'échantillonnage effectué sur les quatre sols provenant des régions d'El Atteuf nous a
permis de sélectionner 32 souches présentant les caractéristiques culturales et morphologiques
des actinobactéries. Parmi celles-ci, 3 isolats ont été sélectionnés du sol de Tammou El
Maleh, 6 isolats du sol de la Vallée de Mzab, 8 isolats du sol d'El Jaoua, et 15 isolats

d'Aoulaoual.

1.4 Conclusion

Notre étude a examiné I'isolement et le dénombrement des actinobactéries dans les sols
de différentes régions d’El Atteuf, notamment Tammou El Maleh, la Vallée de Mzab,
El Jaoua et Aoulaoual, caractérisées par des environnements variés, allant de montagneux a
des oasis et une vallée. Nous avons observé une densité variable d'actinobactéries dans chaque
échantillon, avec une densité plus élevée dans le sol d'Aoulaoual, probablement influencée par
les différences physico-chimiques telles que le pH, la teneur en matiére organique, la salinité
et la granulométrie des sols. De plus, nos résultats ont révélé des niveaux tres bas de matiere
organique, typiques des régions arides. En utilisant un milieu sélectif, nous avons pu isoler 32
souches d'actinobactéries pour des analyses ultérieures, offrant ainsi une base pour des
recherches futures sur la diversité et le potentiel biotechnologique des actinobactéries dans les

sols sahariens.

2 ldentification polyphasique des actinomycétes
2.1 Caractérisation morphologique
2.1.1 Etude macromorphologiques

Les caractéristiques morphologiques des isolats d'actinomycetes sur le milieu ISP2 ont
été presentées dans le Tableau 15. L'examen des mycéliums aériens et de substrat a montré
que leur couleur variait d'un isolat a lI'autre. La couleur du mycélium aérien pour la plupart des
isolats était blanche (15 isolats représentant 46,88%) ou gris clair (9 isolats représentant
28,13%).
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Pour les 8 isolats restants (25,00%), on pouvait observer des couleurs variées,
notamment le rose, le brun jaunatre clair, le beige, le bleu clair et le gris foncé.
Les couleurs du mycélium de substrat étaient d'un jaune-orange profond pour 12 isolats
(37,50%) et d'un jaune-orange clair pour 11 isolats (34,38%) de I'ensemble des actinomycétes

isolés. Pour les isolats restants, la couleur variait entre le jaune, le brun le noir et le vert fonce.

Quinze isolats (46,88%) ont montré une trés bonne croissance et 8 isolats (25,00%)
ont montré une croissance excellente sur le milieu ISP2. De plus, 9 isolats (28,13%) ont
révélé une bonne croissance. Les surfaces de colonies observées pour 30 isolats (93,75%)
étaient rugueuses et 2 isolats (6,25%) etaient lisses. Les textures des colonies formées étaient
filamenteuses pour 15 isolats (46,88%), poudreuses pour 13 isolats (40,63%) et rhizoides pour
4 isolats (12,50%) la figure 10 montre les trois types de texture des colonies d’actinomycétes

isolés.

AR

Filamenteuse Poudreuse Rhizoide
isolat AC7 isolat AC4 isolat AC22

Figure 10 : Trois types de textures des colonies des isolats d'actinomycetes observé a la loupe
binoculaire.
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Isolats
AC1
AC2
AC3
AC4
AC5
AC6
AC7
AC8
AC9

ACI10

AC11

AC12

AC13

AC14

AC15

AC16

AC17

AC18

AC19

AC20

AC21

AC22

AC23

AC24

CS
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux

Lisse
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux
Rugueux

Tableau 15 : Caractéristiques morphologiques des isolats d'actinomycétes.

Croissance
Trés bon
Trés bon
Excellent
Tres bon
Trés bon
Trés bon
Trés bon
Trés bon
Excellent
Excellent

Bon
Trés bon
Bon
Excellent
Excellent
Trés bon
Trés bon
Bon
Excellent
Trés bon
Bon
Excellent
Bon
Tres bon

Texture
Filamenteux
Rhizoides
Poudreux
Poudreux
Filamenteux
Filamenteux
Filamenteux
Poudreux
Poudreux
Poudreux
Poudreux
Poudreux
Rhizoides
Filamenteux
Poudreux
Filamenteux
Poudreux
Poudreux
Poudreux
Poudreux
Filamenteux
Rhizoides
Poudreux
Filamenteux

AM
Blanc
Blanc
Blanc

Gris clair
Gris clair
Blanc
Blanc
Blanc
Gris clair

Rose

Rose
Gris clair
Gris clair

Brun jaunatre clair
Gris clair

Blanc
Gris foncé

Blanc

Blanc
Gris clair

Blanc
Gris clair

Blanc

Blanc
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SM
Noir
Jaune orange profond
Jaune orange clair
Jaune orange profond
Brun
Jaune orange profond
Jaune orange clair
Jaune orange clair
Jaune orange profond
Jaune orange clair
Jaune
Jaune orange profond
Jaune orange profond
Brun
Vert profond
Jaune orange clair
Brun
Jaune
Jaune orange profond
Jaune orange profond
Jaune orange clair
Jaune orange profond
Jaune orange clair
Jaune

TSC
nd
nd

S
S
S
RA
S
RA
S
RF
RF
RF
RA
S
S
RA
S
nd
nd
nd
nd
RA
nd
RF

Gram
+

+ + + + + + + + + + + + o+ + A+ o+ o+ A+ o+ 4+
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AC25 Lisse Bon Filamenteux Blanc Jaune orange clair - S +
AC26 Rugueux Bon Filamenteux Blanc Jaune orange clair - nd +
AC27 Rugueux Bon Filamenteux Brun clair Jaune orange clair - nd +
AC28 Rugueux Tres bon Rhizoides Gris clair Jaune orange profond - RA +
AC29 Rugueux Tres bon Filamenteux Blanchatre Jaune orange profond + nd +
AC30 Rugueux Tres bon Filamenteux Brun jaunatre clair Jaune orange clair - S +
AC31 Rugueux Excellent Filamenteux Blanc Jaune + RF +
AC32 Rugueux Bon Filamenteux Brun clair Jaune orange profond - nd +

CS: Surface de la colonie; AM: Mycélium aérien; SM: Mycélium du substrat; Pigm: Pigmentation sur milieu ISP7; TSC: Type de chaines de spores;
S : Spira ; RF: Rectus Flexibilis ; RA: Retinaculum Apertum ; - : Réaction négative; + : Réaction positive; nd : non déterminé.
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2.1.2 Etude micromorphologiques et types de chaines de spores

L'observation microscopique a révélé que tous les isolats formaient des structures
filamentaires et appartenaient a des bactéries Gram-positives (Tableau 15).
Les mycéliums aériens de 21 isolats (65,63%) (présumés appartenir au genre Streptomyces)
ont produit différents types de chaines de spores, notamment : 10 isolats (47,62%)
ont une formeS (Spira), 5 isolats (23,81%) ont révélé une chaine de spores de type RF

(Rectus Flexibilis) et 6 isolats (28,57%) avec type RA (Retinaculum Apertum)

les trois types de spores sont illustrés dans la Figure 11.

Figure 11 : Morphologie des chaines de spores de Streptomyces (Microscopie optique, 1000
X).

A : Type Rectus Flexibilis ; B : Type Spira ; C : Type Retinaculum Apertum.

L'identification des 32 isolats au total provenant des sites d'échantillonnage du sol a
révélé 5 genres d’actinomycétes : 21 Streptomyces (65,63%), 3 Nocardia (9,38%), 3
Streptosporangium (9,38%), 3 Nocardiopsis (9,38%) et 2 Actinomadura (6,25%) (Tableau
16).

La caractérisation morphologique et I'observation microscopique des 5 principaux genres

d'actinomycetes sont résumées dans la Figure 12
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K L M N 0O

Figure 12 : Caractérisation morphologique et observation microscopique des genres
d'actinomyceétes

(Les images A-E présentent une observation microscopique des isolats d'actinomyceétes ; les
images F-J montrent La morphologie du mycélium aérien sur milieu ISP2 ; les images K-O
présentent la morphologie du mycélium de substrat sur milieu I1SP2. De gauche a droite :
I'isolat Streptomyces AC14, l'isolat Streptosporangium AC2, l'isolat Nocardia AC19, I'isolat
Nocardiopsis AC1, l'isolat Actinomadura AC29, respectivement.

2.2 Analyse physiologique et biochimique

L'identification biochimique et physiologique des 32 isolats d'actinomycétes a révélé
une grande diversité métabolique (Tableau 11). Tout d'abord, la majorité des isolats (96,88%)
étaient positifs pour la catalase. La réaction d'hydrolyse de I'amidon a donné un résultat positif
pour 28 isolats (87,50%), car ils ont produit une zone opaque autour de la croissance, et un
résultat négatif pour seulement 4 isolats (12,50%).

Sur un total de 32 isolats, 26 isolats (81,25%) se sont révélés positifs pour I'hydrolyse

de la caséine. Deuxiémement, 30 isolats (93,75%) ont pu utiliser les trois acides aminés testés
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(L-alanine, asparagine et histidine). Troisiémement, ils ont également utilise divers sucres
testés : 27 isolats (84,38%) ont pu assimiler le D-glucose, 26 isolats (81,25%) ont utilisé le D-
fructose, le D-mannitol et le maltose comme sources de carbone unigues. Quatriemement,
seuls 7 isolats (21,88%) ont produit un pigment de mélanine sur le milieu ISP7, dont 5 étaient

présumés appartenir au genre Streptomyces.

La croissance a différentes températures révele que la plupart des isolats sont
mésophiles peuvent se développer a des températures de 20°C et 30°C, mais pas a 5°C et
50°C, a I'exception de 13isolats (40,63%) (AC1, AC3, AC4, AC8, AC10, AC11, AC13,
AC19, AC20, AC21, AC23, AC24, AC26) qui n'ont pas poussés a 20°C.

Tous les isolats d'actinomycétes sont neutrophiles a alcaliphiles. Cela signifie qu'ils se
développent de maniére optimale a des pH neutres (7) et modérément alcalins (11).

Cependant, ils ne se développent pas a pH acide (4), a I'exception de l'isolat AC25.

2.3 Distribution des genres d’isolats d’actinomycétes

La figure 13 représentent une analyse des genres microbiens isolés a partir
d'échantillons provenant de quatre sols différents, révélant une diversité notable de genres
d'actinobactéries. Le genre Streptomyces domine avec 65,63% de tous les isolats,
suivi de pres par Streptosporangium, Nocardia et Nocardiopsis, chacun contribuant a environ
9,38% des isolats. Le genre Actinomadura représente quant a lui 6,25% des isolats. Ces

genres sont fréguemment retrouvés dans le sol et d'autres environnements naturels.

Actinomadura sp
6,25%

Nocardia sp
9,38%

Streptosporangium
sp
9,38%

Streptomyces sp .
65,63%

Figure 13 : Distribution des genres d’isolats d’actinomycétes
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Tableau 16 : Caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats d'actinomyceétes.

Température

Lac Gal Ara Mal Ma Sor Man Rib

Glu

Fru

Cas Esc Sta Twe Ala  Asp His Try Tyr

Cat

Isolats

5° 20° 30° 50°

11

AC1
AC2
AC3
AC4
AC5
AC6
AC7
AC8
AC9
AC10

+

+

ACl11

+

AC12

+

AC13

+

AC14

+

AC15

+

AC16

+

AC17

+

AC18

+

AC19
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Isolat . ] pH Température
s Cat Cas Esc Sta Twe Ala Asp His Try Tyr Fru Glu Lac Gal Ara Mal Ma Sor Man Rib
4 7 11 5° 20° 30° 50°

AC20 + + - + - + + + + - + + + + + + + + + + - + + - - + -
AC21 + + - + + + + + - - - + - - - - - - - - - + + - - + -
AC22 + + - + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + -
AC23 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - - + -
AC24  + + + + - + + + + - - - - - - - - - + - - + + - - + -
AC25 + + + - + - - - + - + + + + + + + + + + + + + - + + -
AC26 + + + - + + + + - - + + + + + + + - + + - + + - - + -
AC27 + + - + + - - - - - + + + - + + - + + + - + + - + + -
AC28 + + - + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + -
AC29 + - + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + -
AC30 + + - + + + + + + - - - - - - - - + + - - + + - + + -
AC31l + + - + - + + + + - - + + + + + + - + + - + + - + + -
AC32 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + -

Cat : Catalase ; Cas : Caseine ; Esc : Esculine ; Sta : Amidon ; Twe : Tween 80 ; Ala : L-Alanine ; Asp : Asparagine ; His : Histidine ; Try : Tryptophane ; Tyr : Tyrosine ; Fru: D-
Fructose ; Glu : D-Glucose ; Lac : Lactose ; Gal : D-Galactose ; Ara : D-Arabinose ; Mal : Maltose ; Ma : D-Mannitol ; Sor : Sorbitol ; Man : Mannose ; Rib : Ribose ; — : reaction
negative ; + : reaction positive.
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L'analyse numérique des caractéristiques phénotypiques a révélé un polymorphisme éleve
parmi les isolats d'actinomycétes. Quatre phénons majeurs ont été identifiés parmi les 32
isolats (Figure 14). Les nombres et pourcentages d'isolats, y compris les phénons 1, 2, 3 et 4,
étaient respectivement de 3 (9,00%), 11 (34,00%), 8 (25,00%) et 10 (31,00%).

Les deux phénons les plus prévalent et diversifies étaient 2 et 4.

Tree scale: 10

AC25
| ACIS } Phenon 01
AC13
AC32
AC23
AC16
AC2

AC20
I AC1

AC30

—L e

AC19

AC27

— AC21

AC31
| AC6

AC29

| AC14

AC18
AC7

lACS
ACS
AC3
AC10
AC17
AC4
— AC28
AC22
AC15
AC12

AC11
ACY

— Phenon 02

J\

~— Phenon 03

J\

>~ Phenon 04

-

Figure 14 : Dendrogramme obtenu en comparant les caractéristiques physiologiques et
biochimiques des 32 actinomycetes isolés.
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2.4 Etude moléculaire pour les deux souches les plus performantes AC31 et AC10
2.4.1 Isolat AC31

Le resultat du BLAST effectué aux séquences du géne 16S ARNr de la souche AC 31
indique une concordance de 100 % avec la séquence partielle du géne 16S ARNTr de I'espéce
Streptomyces fimbriatus NBRC 154117 (AB184659), identifiéce comme étant la plus
étroitement liée. De plus, I'analyse phylogénétique utilisant la méthode du "neighbor-joining"
positionne l'isolat et met en évidence sa relation avec les souches-types des especes les plus

proches de Streptomyces (Figure 15).

La séquence du géne 16S ARNr de la souche AC31 a été attribuée au numéro d'acces
GenBank OP647314

A “ Streptomyces lusitanus NBRC 13464 (AB184424)

2 Streptomyces deserti C63 (HE577172)

100 Streptomyces violaceus NBRC 13103 (4B184315)

{ Streptomyces fimbriatus AC31 (OP647314)

100

Streptomyces fimbriatus NBRC 15411 (AB184659)

Streptomyces canus NBRC 12752 (AB184118)

Streptomyces echinatus NBRC 12763 (AB184126)
Streptomyces narbonensis JCM 4147 (MT760488)
% Streptomyces xanthochromogenes strain (JCM 4594)

Streptomyces pluricolorescens strain (JCM 4602)

0.0050

Figure 15 : Arbre phylogénétique et caractérisation morphologique de la souche Streptomyces
fimbriatus AC31

(A: Arbre phylogénétique basé sur les séquences du gene 16S ARNr, établissant les relations
entre la souche AC31 et les espéces apparentées du genre Streptomyces ; B : morphologie du
mycélium aérien de la souche AC31 sur milieu ISP2; C: morphologie du mycélium de
substrat de la souche AC31 sur milieu ISP2).
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2.4.2 lsolat AC10

L'analyse BLAST effectuée pour AC10 révele une correspondance de 100 % avec
I'espece Streptomyces pactum (MH542148.1), identifiée comme étant la plus similaire. En
outre, l'analyse phylogénétique, réalisée selon la méthode du "neighbor-joining™, positionne
I'isolat et révele sa relation avec les souches-types des especes les plus proches de

Streptomyces (Figure 16).

La séquence du géne 16S ARNr de la souche AC10 a été attribuée au numéro d'acces
GenBank (OR346380).

A — Streptomyces ochraceiscleroticus NBRC 12394 (NR 041060)

—— Streptomyces blastmyceticus NBRC 12747 (NR 112576)
—— Streptomyces pactum AC10 (OR346380)

w . Streptomyces pactum (MHS542148.1)

Streptomyces cangkringensis D13P3 (NR 028957)

—— Streptomyces lilacinus NBRC 3944 (NR 041215)

—— Streptomyces kasugaensis M338-M1 (NR 024724)

—— Streptomyces coeruleoprunus NBRC 15400 (NR 041176)

—— Streptomyces roseoverticillatus NRRL B-1993 (NR 118009)

Streptomyces indonesiensis DSM 41759 (NR 116639)

Streptomyces monticola NEAU-GS4 (NR 164930)

0.0050

Figure 16 : Arbre phylogénétique et caractérisation morphologique de la souche Streptomyces
pactum AC10

(A : Arbre phylogénétique basé sur les séquences du géne 16S ARNr, établissant les relations

entre la souche AC10 et les especes apparentées du genre Streptomyces ; B : morphologie du
mycélium aérien de la souche AC10 sur milieu ISP2 ; C : morphologie du mycélium de
substrat de la souche AC10 sur milieu ISP2).

2.5 Discussion

Les actinomycétes semblent étre une alternative trés prometteuse en tant que source
d'agents antimicrobiens contre les microorganismes pathogénes. En particulier, les souches
d'actinomycetes isolées du sol saharien de la région d'El Atteuf a Ghardaia (Algérie), un
environnement extréme et inattendu. Les actinomycetes sont des bactéries a Gram positif,
ressemblant a des champignons, qui sont les producteurs naturels les plus prolifiques d'agents

antimicrobiens (Sapkota et al., 2020). Les isolats d'actinomycétes caractérisés dans cette étude
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ont montré une croissance de bonne a excellente et un mycélium abondant sur le milieu de

culture ISP2 apreés incubation a 30 °C pendant 7 jours.

Tout d'abord, parmi les 32 isolats identifiés dans cette étude, la plupart, soit 21 isolats
(65,63%), appartenaient au genre Streptomyces, comme cela a été rapporté dans plusieurs
études (Sapkota et al., 2020). Les espéces de ce genre sont généralement identifiables par la
couleur de leur mycélium aérien et de leur mycélium substrat, le pigment soluble, ainsi que la
forme et I'ornementation de leur surface sporale en raison de leur stabilité (Williams et al.,
1989). Les pigments mélanoides en question pourraient avoir des propriétés bioactives,
comme le suggére Margalith (1992), qui a rapporté que la streptomycine produite par
Streptomyces griseus est un pigment jaune. L'examen microscopique a également révélé que
trois types de mycélium (S, RF, et RA) caractérisant le genre Streptomyces ont été observés
(Sabaou, 1988).

Deuxiéemement, les isolats AC2, AC23, et AC26, identifiés comme appartenant au
genre Streptosporangium, ont été distingués par la couleur blanche de leur mycélium aérien.
Le mycélium substrat pouvait prendre des couleurs orange-jaune profondes ou claires, avec

présence des sporanges (Nonomura, 1989).

Troisiemement, les cultures des isolats AC19, AC21, et AC32 sur le milieu ISP2
appartenant au genre Nocardia étaient macroscopiquement abondantes avec des surfaces de
colonies rugueuses ou lisses, la longueur des hyphes dans le mycélium aérien était variable, et

le mycélium de substrat était septé (Holt et al., 1994).

Quatriemement, les isolats AC1, AC27, et AC20 partageaient les mémes
caractéristiques morphologiques du genre Nocardiopsis. Les colonies de ce genre sont
nombreuses sur les milieux organiques, les mycéliums aérien et substrat sont bien développés,

et les hyphes sont longs et densément ramifiés (Meyer, 1976).

Cinqguiémement, les caractéristiques morphologiques des isolats AC29 et AC18 étaient
compatibles avec la description du genre Actinomadura, qui est décrit comme non fragmenté

et largement ramifié (Trujillo, 2012).

Les tests physiologiques et biochimiques sur les isolats de Streptomyces ont révélé des
capacités métaboliques diverses. Des réactions positives ont été observées pour la catalase,
I'alanine, l'asparagine, I'histidine, et la dégradation du tryptophane, et 65,63% des isolats
dégradaient le mannose. L'hydrolyse de l'esculine était moins courante (Li et al., 2020).

Certains isolats spécifiques, tels que AC3, AC7, AC8, et AC31, ont produit des pigments de
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mélanine, suggérant leur utilisation potentielle comme critere taxonomique (EI-Naggar & El-
Ewasy, 2017).

Les tests physiologiques sur les isolats de Streptosporangium ont révélé une utilisation
cohérente de diverses sources de carbone, y compris le D-fructose, le D-glucose, le lactose, le
D-galactose, le D-arabinose, le maltose, le D-mannitol, le mannose, et le ribose, sauf pour
AC26 qui n'utilisait pas le sorbitol. L'hydrolyse de I'amidon était positive pour les isolats AC2
et AC23, tandis que les tests de DL-alanine, d'asparagine, d'histidine, et de tryptophane ont
donné un résultat négatif. L'hydrolyse de la tyrosine a été observée, bien que l'isolat AC26 ait
été négatif pour I'nydrolyse du tryptophane et de la tyrosine (Inahashi et al., 2011).

Les tests physiologiques pour les isolats de Nocardiopsis ont revélé des
caractéristiques distinctes, notamment la réaction catalase positive et la capacité a hydrolyser
la caséine et I'amidon. L'utilisation du fructose, du lactose, de I'arabinose, du maltose et du
sorbitol comme sources de carbone a été observée. L'isolat AC20 a montré une activité
lipolytique négative, en accord avec des recherches antérieures (Boudjelal et al., 2023). De
plus, les isolats AC20 et AC27 ont démontré une incapacité a dégrader la tyrosine, soutenant
ainsi des résultats antérieurs (Kawashima et al., 2022).

Les tests physiologiques ont montré des caractéristiques distinctes pour les isolats de
Nocardia AC19, AC21, et AC32. La catalase était courante, mais des différences dans
I'nydrolyse de I'amidon et du Tween ont été observées par rapport a I'étude de Yang et al.
(Yang et al., 2019). AC32 a montré des réactions positives pour le fructose et le mannose,
tandis qu'AC21 a été positif pour le glucose. Cependant, AC19 et AC21 étaient négatifs pour
plusieurs sucres, ce qui concorde avec les résultats de Ding et al (2018). Ces similitudes et
variations soulignent l'importance de comprendre la diversité et I'écologie de Nocardia, en

tenant compte des conditions de culture et de I'isolement des actinomycetes.

Les isolats d'Actinomadura AC18 et AC29 ont montré la capacité de croitre sur des
sources de carbone spécifiques, notamment le D-fructose, le D-glucose, le lactose, I'arabinose
et le mannitol. Des réactions positives pour I'hydrolyse de l'aesculine, de I'amidon et du
Tween 80, ainsi que l'activité catalase, ont été observées. Cependant, l'isolat AC29 n'a pas

montré d'hydrolyse de la caséine (Tarantini et al., 2021).

Ces résultats combinés contribuent a une compréhension plus approfondie de la
diversité des genres Streptomyces, Streptosporangium, Actinomadura, Nocardiopsis, et

Nocardia, ainsi que de leurs roles écologiques potentiels. La capacité des isolats a produire
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des enzymes industrielles les rend d'une importance significative. Les especes de
Streptomyces, par exemple, ont été trouvées pour produire des enzymes importantes telles que
I'amylase, la protéase et la cellulase, qui ont diverses applications commerciales dans diverses
industries (Siupka et al., 2020).

Les actinobactéries sont principalement mésophiles, montrant une croissance optimale
a des temperatures situées entre 25 et 30°C, comprenant notamment les genres Streptomyces,
Nocardia, Micromonospora et Oerskovia spp. (Olisaka et Ayanru, 2021). Contrairement a ce
qui a été observé par (Barka et al., 2016; Edwards, 1993), nos isolats ne sont pas thermophiles
et ne se développent donc pas a des températures allant de 50°C a 60°C. Par ailleurs, il existe
des actinomycetes psychrophiles capables de croitre a des températures allant de 0 a 18°C,
tels que le genre Cryobacterium (Liu et al., 2019). Ce qui n'est pas le cas de nos isolats, qui

ont montré des résultats négatifs lors de I'incubation a 5°C.

Les actinomycetes présentent une grande variabilité de propriétés biochimiques et
physiques, révélant 4 phénotypes. Cela est probablement le résultat des caractéristiques des

échantillons de sol a partir desquels ils ont été isolés.

Le séquencage de I'ARNr 16S de la souche AC31 a montré une homologie de 100%
avec la séquence partielle du géne de I'ARNr 16S de Streptomyces fimbriatus souche NBRC
154117, Un pourcentage similaire a été rapporté par Ashraf et al. (Ashraf et al., 2021) , qui
ont isolé des especes étroitement apparentées a Streptomyces fimbriatus.Les résultats du
séquencage du gene de I'ARNr 16S dans la base de données génétiques NCBI ont montré que
Iisolat AC10 a une similitude de 100% a la souche de Streptomyces pactum (MH542148.1)
un pourcentage similaire a ce qui trouvé par (Ali et al., 2017) et supérieure a ce de (Mirsonbol
etal., 2022) (99 et 87 %).

2.6 Conclusion

En conclusion, cette étude exhaustive sur les actinomyceétes isolés du sol saharien de la
région d'El Atteuf a Ghardaia, Algérie, a révélé une diversité morphologique, physiologique
et moléculaire remarquable parmi les genres Streptomyces, Streptosporangium,
Actinomadura, Nocardiopsis et Nocardia. Les observations morphologiques ont permis de
distinguer plusieurs caractéristiques distinctives au sein de chaque genre, tandis que les tests
physiologiques et biochimiques ont mis en évidence des capacités métaboliques variées. Les
données sur les températures et le pH ont montré des adaptations spécifiques des
actinomycétes a leur habitat, avec une préférence mésophile et un pH neutre a alcalin. En

outre, les analyses moléculaires ont confirmé la parenté génétique avec des especes connues,
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renforcant ainsi la classification taxonomique des isolats. Ces résultats combinés soulignent
I'importance écologique des actinomycetes dans des environnements extrémes et leur

potentiel pour des applications biotechnologiques et pharmaceutiques.

3 Screening de Pactivité antimicrobienne des actinobacteries
3.1 Microorganismes-cibles
3.1.1 Antibiogramme des souches cibles

L'antibiogramme des souches bactériennes cibles a montré que Candida albicans,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis étaient résistants aux trois
antibiotiques, Amoxicilline 30 pg, Ampicilline 10 pg et Céphalexine 30 pg, et que
Salmonella typhimurium était résistant uniqguement a I'’Amoxicilline 30 pg, La Gentamicine
10 ug inhibait tous les germes pathogenes testés.

Tableau 17 : Profile de résistance des souches test

Microorganismes  ATCCcode Gentamicine Amoxicilline Ampicilline Céphalexine

(10 pg) (30 pg) (10 pg) (30 Hg)
S. typhimurium ATCC 13331 S R S S
E. coli ATCC 8739 S R R R
S. aureus ATCC 6538 S R R R
B. subtilis ATCC 6633 S R R R

R : résistant, S : sensible.
3.2 Test d’antagonisme

3.2.1 Méthode des cylindres d’agar

Un criblage primaire de [lactivit¢ antimicrobienne des différents isolats
d'actinomycetes a été mise en évidence par la technique des cylindres d'agar sur le milieu de
culture Muller Hinton. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 18. Les résultats de
ce criblage montrent que sur les 32 isolats, 27 (84,34 %) sont actifs sur au moins I'un des
microorganismes tests. Cing isolats (15,63 %) ont montré une activité antibactérienne contre
les bactéries Gram-positives et 4 isolats (12,50 %) étaient actifs contre les bactéries

Gram-négatives.

La levure pathogene C. albicans (ATCC 10231) a été inhibée par 10 isolats (31,25 %).
Globalement, les diameétres des zones d'inhibition variaient de 4 a 22 mm (Tableau 18). Les
résultats ont révélé que parmi les 32 actinomyceétes, 22 isolats (68,75 %) étaient actifs contre
au moins l'une des 5 souches cibles. Seize isolats (50,00 %) étaient actifs contre S.
typhimurium (ATCC 13331), suivis de 12 isolats (37,50 %) contre B. subtilis (ATCC 6633),
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11 isolats (34,38 %) contre S. aureus (ATCC 6538), 10 isolats (31,25 %) contre C. albicans
(ATCC 10231), et 7 isolats (21,88 %) contre E. coli (ATCC 8739).

Les deux isolats AC31 et AC10 ont un large spectre d'action puisqu'ils inhibent la
croissance des bactéries Gram positif et Gram négatif testées et aussi celle de C. albicans. La
souche AC31 de Streptomyces fimbriatus a présenté la plus grande activité contre toutes les
souches cibles testées, avec des diamétres d'inhibition enregistrés de 22 mm, 16 mm, 21 mm,
21 mm et 22 mm contre les souches cibles : C. albicans (ATCC 10231), S. aureus (ATCC
6538), B. subtilis (ATCC 6633), E. coli (ATCC 8739) et S. typhimurium (ATCC 13331)
respectivement. (Figure 17)

Tableau 18: Activité antagoniste d'isolats d'actinomycetes contre des micro-organismes
pathogenes par la méthode des cylindres d’agar.

Isolats Zone d’inhibition (mm)
C. albicans S. aureus B. subtilis E. coli S. typhimurium
(ATCC (ATCC (ATCC (ATCC (ATCC 13331)
10231) 6538) 6633) 8739)

AC2 0 0 0 10 0
AC4 0 11 0 0 9
AC5 8 0 0 0 0
AC6 0 10 0 0 0
AC7 0 0 7 0 13
AC8 0 0 0 0 8
AC9 0 0 10 0 0
AC10 7 10 17 13 16
AC11 9 0 0 0 12
AC12 10 10 10 0 0
AC13 0 0 0 0 9
AC14 0 9 0 0 0
AC16 0 9 0 0 10
AC17 9 11 0 0 10
AC18 0 0 10 0 0
AC19 0 0 0 0 10
AC20 0 0 9 6 7
AC21 0 0 9 6 0
AC22 0 0 0 0 20
AC24 0 10 0 0 16
AC25 8 0 0 0 0
AC26 0 5 7 4 0
AC27 8 0 0 0 0
AC28 0 0 10 0 8
AC29 6 10 8 0 9
AC31 22 16 21 21 22
AC32 9 0 7 10 11
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NB : les isolats AC1, AC3, AC15, AC23 et AC30 n’ont pas montrés aucune activité vis-a-vis
les souches tests.

Figure 17 : Activité antimicrobienne de la souche AC31 par technique des cylindres d'agar

A : Candida albicans (ATCC 10231), B: E. coli (ATCC 8739), C: S. aureus (ATCC 6538),
D : S. typhimurium (ATCC 13331), E: Bacillus subtilis (ATCC 6633).

3.2.2 Technique des stries croisées

La deuxieme méthode de criblage utilisée pour le criblage des isolats d’actinomycétes
était par stries croisées, les résultats de ce criblage montrent que la plupart des isolats
d'actinomycetes étaient actifs contre les différentes souches cibles, y compris les levures et les
bactéries : 24 isolats (75,00%) ont montré une activité antibactérienne contre les bactéries
Gram-positives et 21 isolats (65,63%) étaient actifs contre les bactéries Gram-négatives.
La levure pathogene C. albicans (ATCC 10231) a été inhibée par 25 isolats (78,13%).
Globalement, les diametres des zones d'inhibition variaient de 5 & 44 mm (Tableau 19).

Les résultats ont révelé que parmi les 32 actinomycetes, 29 isolats (90,63%) étaient
actifs contre au moins l'une des 5 souches cibles. Les zones d'inhibition les plus élevées
observées étaient de 41 mm pour AC9 et AC31, 41 mm pour AC10, 43 mm pour AC10 et
AC5, et 44 mm pour AC31l contre les souches cibles : B. subtilis (ATCC 6633),
E. coli (ATCC 8739), S. typhimurium (ATCC 13331), S. aureus (ATCC 6538) et C. albicans
(ATCC 10231), respectivement. Vingt-sept isolats (84,00%) etaient actifs contre B. subtilis
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(ATCC 6633), suivis de 25 isolats (78,00%) contre C. albicans (ATCC 10231), 25 isolats
(78,00%) contre S. aureus (ATCC 6538), 24 isolats (75,00%) contre E. coli (ATCC 8739) et
23 isolats (72,00%) contre S. typhimurium (ATCC 13331).

Figure 18 : Activité antimicrobienne des deux souches AC10 et AC31par technique des stries
croisé

(A : test d’activité antimicrobienne de la souche AC10, B :test d’activité antimicrobienne de
la souche AC31, EC: E. coli (ATCC 8739), BS: B. subtilis (ATCC 6633), CA: C. albicans
(ATCC 10231), SA: S. aureus (ATCC 6538), ST: S. typhimurium (ATCC 13331).

La figure 18 montre I’activité antimicrobienne des deux souches AC10 et AC31 par la
technique des stries croisés ou la souche AC31 de Streptomyces fimbriatus a présenté la plus
grande activité contre toutes les souches cibles testées, avec des diametres d'inhibition
enregistrés de 41, 38, 41, 42 et 44 mm contre les souches cibles B. subtilis (ATCC 6633), E.
coli (ATCC 8739), S. typhimurium (ATCC 13331), S. aureus (ATCC 6538) et C. albicans
(ATCC 10231), respectivement.

Ainsi la souche AC10 Streptomyces pactum présente un spectre d’action qui touche
tous les microorganismes testés mais reste moins forte que celle de la souche AC31,;
I’activité la plus élevée était vis-a-vis de S. typhimurium (ATCC 13331) avec une zone
d’inhibition de 43 mm, suivie de E. coli (ATCC 8739) avec 41 mm, S. aureus (ATCC 6538)
avec 35 mm, B. subtilis (ATCC 6633) avec 32 mm et enfin C. albicans (ATCC 10231)
avec 25 mm.
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Tableau 19 : Activité antagoniste d'isolats d'actinomycétes contre des micro-organismes
pathogenes par la méthode des stries croisées.

Isolats Zone d’inhibition (mm)
C. albicans S. aureus B. subtilis E. coli S. typhimurium
(ATCC 10231) (ATCC®6538) (ATCC6633) (ATCC8739) (ATCC 13331)

AC1 0 0 0 0 22
AC2 6 4 0 13 7
AC3 14 15 16 15 13
AC4 22 9 10 10 18
AC5 13 43 14 40 0
AC6 0 7 8 0 0
AC7 35 35 21 25 42
AC8 16 15 26 12 30
AC9 36 8 41 9 10
AC10 25 35 32 41 43
AC12 10 19 16 15 22
AC13 5 0 5 0 12
ACl4 18 18 15 38 24
AC15 19 18 9 0 0
AC16 18 37 28 17 33
AC17 15 10 16 32 9
AC18 12 30 17 14 32
AC19 13 10 7 39 10
AC20 9 11 24 8 26
AC21 0 0 11 9 0
AC22 7 28 19 28 23
AC25 24 22 23 30 28
AC26 0 8 10 9 0
AC27 12 28 17 31 10
AC28 19 30 15 36 18
AC29 18 21 24 20 16
AC30 5 14 12 0 0
AC31 44 42 41 38 41
AC32 9 0 7 10 11

NB : les isolats AC11, AC23 et AC24 n’ont pas montrés aucune activité vis-a-vis les souches
tests.

Les résultats du criblage des isolats d'actinomyceétes provenant de chacun des quatre
biotopes étudiés, illustrés dans le diagramme de la figure 19, indiguent que la méthode des
stries croisées met en évidence de maniére plus efficace l'activité antimicrobienne des
isolats par rapport a la méthode des cylindres d'agar. Parmi les quatre biotopes étudiés, les
isolats provenant de la zone d'Aoulaoual présentent la plus grande activité, avec 12 isolats
actifs contre les Gram positif, tandis que les biotopes d'El Djaoua, Oued Mzab et Tammou
El Maleh présentent respectivement 6, 6 et 1 isolat actif.

En ce qui concerne l'activité contre les Gram négatif, les isolats du sol d'Aoulaoual se
distinguent avec 10 isolats actifs, suivis de prés par la zone d'El Djaoua avec 5 isolats.
La levure C. albicans (ATCC 10231) est inhibée par 11 isolats provenant de la zone
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d'Aoulaoual, 7 isolats du sol d'El Djaoua, 5 d'Oued Mzab et seulement 2 de Tammou EI
Maleh ;13 isolats du biotope d'Aoulaocual ont montré une inhibition d'au moins I'une des
cing souches tests par les deux techniques de criblage, tandis que 8 isolats de la zone d'El
Djaoua, 6 du sol d’Oued Mzab et 3 de Tammou EI Maleh ont été observés par la méthode

des stries croisées.

14
Zone M Zonee O Zone R Zone A

12

10

Nombre d'isolats

tech Tech tech Tech tech Tech tech Tech tech Tech
Cylindre Stries Cylindre Stries Cylindre Stries Cylindre Stries Cylindre Stries

Gram+ Gram- Candida au moins 1 Non actif

Figure 19 : Diagramme de criblage des isolats d'actinomycétes provenant des quatre biotopes
étudiés, réalisé selon les deux méthodes de stries croisees et de cylindres d'agar.

3.3 Cinétiques de production des antibiotiques en milieu liquide

3.3.1 Cinétiques de production

La cinétique de croissance et de production des molécules antimicrobiennes sont
étudiées dans un milieu ISP2, dans des flacons agitéspour les deux meilleures souches
antagonistes notées AC10 et AC31. Pendant une période de 12 jours de fermentation, le poids
sec de la biomasse, I'activité antimicrobienne contre S. aureus (ATCC 6538) mesurée par la
méthode des disques de diffusion et le pH sont quotidiennement surveillés pour déterminer le
jour optimal de production. Les évolutions de ces parametres au fil du temps sont illustrées
dans les figure 20,21, 22 et 23.
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3.3.2 Cinétique de production de la souche AC10
L'évolution au fil du temps de I'activité antimicrobienne, de la biomasse et du pH est
présentée dans la figure 22. Le mycélium de l'isolat AC10 se présente sous forme de pelotes
jaunatres et de dimensions variables. Le filtrat de culture est de couleur jaune orangé.
L'activité contre S. aureus apparait le 3°™ jour et atteint son maximum le 5°™jour

figure 20. Cette activité antibiotique évolue en corrélation avec la croissance.

Disques de filtrat de culture

Zone d’inhibition

v\

\
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i
\
\ \
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N

Figure 20 Activité antimicrobienne du filtrat de culture de la souche AC10 contre S. aureus
(ATCC 6538) cultivé sur milieu ISP2 le 5°™jour de cinétique.

Le pH, initialement de 7,2, diminue jusqu'au 4°™ jour, puis augmente progressivement
pour atteindre son maximum (pH 9,35 + 0,1) le 12°™ jour.

La croissance de la souche AC10 se caractérise par deux phases mettant en évidence
un phénomeéne de diauxie. La premiére phase, s'étendant de I'inoculation jusqu'au 4éme jour,
se compose dune phase exponentielle (du 1 au 2°™ jour), suivie d'une phase de
ralentissement (du 2°™ au 3°™ jour) et enfin d'une phase stationnaire (du 3°™ au 4°™ jour).
La seconde phase débute le 4eme jour et se caractérise par une nouvelle phase exponentielle
(du 4™ au 5°™ jour), puis une phase de ralentissement (du 5™ au 6°™ jour), et enfin une
phase de déclin (du 6°™ au 12°™ jour). Entre le 10°™ et le 12°™ jour, nous observons soit une

Iégére reprise de croissance, soit une stabilisation.
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Figure 21 Cinétique de I’activité antimicrobienne, de la biomasse et de pH et de la souche
AC10 contre S. aureus (ATCC 6538) sur milieu ISP2.

3.3.3 Cinétique de production de la souche AC31

La cinétique de production des substances bioactives, de la biomasse et du pH de la
souche antagoniste AC31 est présentée dans la figure 24. Le mycélium se présente sous forme
de pelotes blanchatres et de dimensions variables, le plus souvent entre 2 et 3 mm de
diamétre. Le filtrat de culture est de couleur orange-brunétre.

L'activité antimicrobien de la souche AC31 contre S. aureus apparait dés le 1 jour et
atteint son maximum le 6°™ jour (figure 23). Cette activité antibiotique évolue en corrélation

avec la croissance.

Disques de filtrat de culture

Zone d’inhibition

Figure 22 : Activité antimicrobienne du filtrat de culture de la souche AC31 contre S. aureus
(ATCC 6538) cultivé sur milieu ISP2le 6°™ jour de cinétique.
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La croissance de la souche AC31 se deroule également en deux phases, révélant un
phénomeéne de diauxie. La premiére phase, s'‘étendant de I'inoculation jusqu'au 3®™¢jour,
comprend une phase exponentielle (du 1" au 2°™ jour), suivie d'une phase de ralentissement
(du 2°™ au 3°™ jour), et enfin une phase stationnaire (du 3°™ au 4°™ jour). La seconde phase
débute au 4°™jour et se caractérise par une nouvelle phase exponentielle (du 4°™ au 6°™®
jour), puis une phase de ralentissement (du 6°™ au 7°™ jour), et enfin une phase de déclin (du
76 au 10°™ jour). Entre le 10°™et le 12°™ jour, nous observons soit une légére reprise de
croissance, soit une stabilisation. Le pH diminue jusqu'au 4°™ jour, puis augmente

progressivement pour atteindre son maximum (pH 9,02 + 0,1) le 12°™ jour.

25
20
15

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Temps jours

Activité PH Biomasse

Figure 23 : Cinétique de I’activité antimicrobienne, de la biomasse et de pH et de la souche
AC31contre S. aureus (ATCC 6538) sur milieu ISP2.

3.4 Dicussion

La sensibilité des bactéries testées aux quatre antibiotiques utilisés a donné les
résultats présentes dans tableau 17. Les diametres des zones d'inhibition ont été mesurés et
interprétés selon les normes du Comité de I'’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie. Cette analyse a permis de classer les bactéries en deux groupes : celles

sensibles aux antibiotiques et celles qui y sont résistantes.
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Dans la presente étude, le criblage des isolats d'actinomycétes par la technique des
stries croisées et celle des cylindres d'agar a révélé une activité antimicrobienne contre divers
microorganismes cibles. Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux 18 et 19.
Les résultats de ce criblage indiquent que parmi les 32 isolats, 29 (90,63%) et 27 (84,38%)
isolats présentent une activité sur au moins un des cing microorganismes tests, selon la
technique des stries croisées des cylindres d'agar respectivement. Les pourcentages
d'inhibition étaient supérieurs aux valeurs rapportées par d'autres études. Par exemple, Jihani
(2013) a rapporté un taux de 60 %, Lemriss et al. (2003) ont trouvé un taux supérieur a 40 %,
le pourcentage d'inhibition était de 34 % selon (Ganesan et al., 2017), tandis que Xu et al.,

(1996)ont observé un taux inférieur a 10 %.

En outre, les deux souche Streptomyces pactum AC10 et Streptomyces fimbriatus
AC31 ont démontrés une forte activité contre toutes les souches ciblées dans les deux
techniques de criblage. Les propriétés antibactériennes de cette espece de Streptomyces sont
largement rapportées (Anukool et al., 2004). Plusieurs études affirment que les actinomycétes,
y compris Streptomyces, présentent généralement une bonne activité contre les bactéries a
Gram positif, ce qui corrobore avec les résultats actuels. En revanche, ils exercent une faible
activité contre les bactéries & Gram négatif (Cwala et al., 2011). Cela peut s'expliquer par leur
double membrane cellulaire qui sert de barriere protectrice aux antibiotiques (Gupta, 2011).
D'autres recherches ont rapporté que les isolats d'actinomycetes présentent une activité
antibactérienne plus importante contre les bactéries a Gram négatif que contre les bactéries a
Gram positif (Daigham and Mahfouz, 2020), ce qui a été confirmé dans cette étude en
mentionnant une bonne activité contre les bactéries a Gram négatif représentant 21 (65,63%)
isolats. Cela renvoie aux parois cellulaires des bactéries a Gram négatif qui sont plus faciles a

rompre que celles des bactéries a Gram positif (Jeffrey, 2008).

De plus, dans cette étude, 25 isolats (78,13%) ont inhibé la croissance de C. albicans
(ATCC 10231). Selon lbnouf et al. (2022), le dépistage de l'activité antifongique contre
Candida a révélé un pourcentage d'inhibition plus élevé de 91%. Les composés protéolytiques
font partie des mécanismes qui causent une activité antifongique contre C. albicans (Pavan
Kumar et al., 2018).

Les résultats de la cinétique de croissance et de production de composes
antimicrobiens actifs contre S. aureus révelent une croissance satisfaisante des souches
Streptomyces AC10 et AC31 dans le milieu liquide ISP2. La production maximale de

molécules actives est observée apres cing et six jours d'incubation respectivement. Il est a
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noter que, comme précedemment signalé, les cultures agitées de Streptomyces spp dans le
milieu liquide ISP2 favorisent grandement la croissance et la production d'antibiotiques
(BOUDJELLA, 2007; Yekkour et al., 2012; Zitouni et al., 2005).

Le milieu ISP2 est composé de glucose, d'extrait de levure et d'extrait de malt, des
nutriments contenant plusieurs précurseurs pouvant participer a la biosynthese des métabolites
secondaires. Dans ce cadre, le glucose est impliqué dans la biosynthése d'antibiotiques,
notamment d'aminoglycosides et de glycopeptides, comme le soulignent Palaniappan et al.

(2009) pour I'nygromycine et Losey et al. (2002) pour la vancomycine.

La croissance des souches AC10 et AC31 se caractérise par une absence de phase de
latence, attribuable au fait que les pré-cultures utilisées étaient en phase exponentielle et
qu'elles étaient cultivées dans un milieu identique a celui des cultures, a savoir I'ISP2. Un
phénoméne de diauxie, caractérisé par la présence de deux phases exponentielles, est
généralement observé dans les milieux contenant deux sources de carbone osidique telles que
le glucose et le lactose, le galactose ou la xylose (Monod, 1942 ; Prescott et al., 2002). Des
croissances diauxiques ont également été rapportées chez certaines souches de Streptomyces
(Aouiche, 2013; Driche, 2010; Toumatia, 2015). Il est possible que le phénomene de diauxie
observé soit également da a la consommation précoce des acides aminés de I'extrait de levure
ajouté au milieu, le glucose ne servant de source de carbone qu'au cours de la seconde phase

exponentielle (Toumatia, 2015).

La baisse du pH pendant la croissance exponentielle des deux souches est expliquée par
la dégradation du glucose et la libération d'acides organiques. Ensuite, le milieu devient
progressivement basique avec l'apparition des ions ammonium issus de la dégradation des
sources azotées organiques comme les acides aminés présents dans I'extrait de levure (Strub,
2008 ; Lahoum, 2014).

Cette étude met en évidence l'activité antimicrobienne remarquable des souches
Streptomyces AC10 et AC31, isolées respectivement des sols d'Aoulaoual et d'El Djaoua. Ces
deux souches ont démontré un large spectre d'action, inhibant a la fois les bactéries a Gram
positif et négatif, ainsi que la levure C.albicans. Cette capacité a cibler différents types de

microorganismes renforce leur potentiel en tant qu'agents antimicrobiens polyvalents.

Il est également important de souligner la relation entre les résultats d'activité
antimicrobienne et les biotopes d'origine des souches AC10 et AC31. Les sols d'Aoulaoual et

d'El Djaoua, d'ou proviennent respectivement ces souches, peuvent avoir joué un role crucial
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dans le développement de leurs capacités antimicrobiennes. Les caractéristiques spécifiques
de ces biotopes, telles que la texture, la composition chimique du sol, la présence d'autres
facteurs environnementaux, pourraient avoir influencé la production de substances

antimicrobiennes par ces souches.

3.5 Conclusion

En résumé, les souches Streptomyces AC10 et AC31 présentent un potentiel
antimicrobien prometteur, offrant une activité contre un large éventail de pathogenes, y
compris les bactéries a Gram positif et négatif ainsi que la levure C.albicans. Leur activité
peut étre liée aux biotopes spécifiques d'ou elles ont été isolées, soulignant lI'importance de
comprendre les relations entre les microorganismes et leur environnement pour exploiter

pleinement leur potentiel antimicrobien.

4  Etude des substances antimicrobienne des souches d’actinomycetes

45 Extraction des substances antimicrobienne et choix du meilleure solvant
d’extraction
La méthode d'extraction a partir des filtrats de culture des deux souches AC10 et AC31
implique l'utilisation de quatre solvants organiques présentant des polarités différentes : le n-
hexane, le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol. Une fois I'extraction effectuée,
les phases organiques sont seéparées des phases aqueuses, puis testées pour leur activité
antagoniste a l'aide de la méthode des disques de papier (6 mm).

4.1.1 Extraction a partir du filtrat de culture
4.1.1.1 Souche AC10

Les résultats des tests d’antibiographies présentés dans la figures 24, indiquent que
parmi les quatre solvants utilisés le n-butanol offre la meilleure extractibilité sur le plan
qualitatif suivi de prés par le dichlorométhane, puis le I’acétate d’éthyleet enfin le n-hexane.
4.1.1.2 Souche AC31

Les résultats de l'activité antibactérienne des extraits de filtrats de la souche AC31,
illustrés dans la figure 24, démontrent une forte inhibition contre S. aureus avec l'extrait de

n-butanol, suivi par le dichlorométhane, puis par I'acétate d'éthyle et enfin par le n-hexane.
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Figure 24: Activité antimicrobienne des extraits organiques de la souche AC10 et AC31
contre S. aureus (ATCC 6538) (Le diametre du disque (6 mm) est compris dans les mesures:
A: acétate d’éthyle; B :n-butanol; D: dichlorométhane ; H :n-hexane; M: extrait méthanolique
du mycélium).

De plus, les phases aqueuses présentent une activité faible ou nulle pour les deux
souches AC31 et AC10. Pour la continuation de notre étude, nous avons opté pour le n-

butanol comme solvant d'extraction.
4.1.2 Extraction a partir du mycélium
4.1.2.1 Souches AC10
L'extraction des antibiotiques a partir du mycélium de la souche AC10 est effectuée en

utilisant du méthanol. Les extraits obtenus, d'une teinte jaune orange clair similaire a celle du
mycélium initial, sont ensuite soumis a une analyse par la méthode des disques de papier de 6
mm de diamétre. Les résultats de ’activité antibactérienne de cet extrait contre S. aureus
(ATCC 6538) est tres faible, avec un diameétre d'inhibition de seulement 6,5 mm, et compris le
diamétre de disque de 6 mm.
4.1.2.2 Souches AC31

Concernant l'extrait obtenu a partir du mycélium de la souche AC31, qui conserve la
couleur jaune caractéristique du mycélium initial, les résultats du test d'antibiogramme réalisé
a l'aide de la méthode des disques de papier de 6 mm de diamétre ne présentent aucune

activité contre la souche test S. aureus (ATCC 6538).
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4.6 Etudes spectroscopiques des extraits bruts
4.1.3 Détection des polyenes par spectroscopie UV-visible

L’extrait butanolique des filtrats de culture des deux souches ACI0 et AC31 sont
analysés par spectroscopie UV-visible afin de détecter la présence éventuelle des polyénes.
Les spectres obtenus (Figure 25) sont exempts des pics d’absorption caractéristiques des
polyénes, ce qui indique que les antibiotiques des deux souches ne sont pas de nature
polyénique. Les maxima d’absorption dans 1’extraits de la souche AC31 sont notés a 203, 229
et 275 nm, et dans I’extraits de la souche AC10 a 201nm.
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Figure 25 : Spectre d’absorption dans 1’UV-visible des extraits butanolique des souches
AC10 et AC31.

4.7 Chromatographie sur couche mince CCM

Deux systéemes de solvants de migration, a savoir AM (acétate d’éthyle-méthanol,
100:15, v/v) et BAE (n-butanol-acide acétique-eau, 3:1:1, v/v/v), ont été évalués pour I'élution
de I'extrait butanolique de la souche AC31 et AC10. Le systeme BAE a été sélectionné pour
les analyses chimiques et les purifications en raison de sa capacité a offrir une meilleure

séparation des taches, observables sous UV et a I’ceil nu, par rapport au systéeme AM.

4.1.3.1 Souches AC10

L'extrait butanolique du filtrat de culture de la souche AC10 est analysé par
chromatographie sur couche mince de gel de silice en utilisant le systeme de solvant BAE.
La figure 26 présente les résultats de cette chromatographie, mettant en évidence une tache

visible sous UV a 365 nm. Cette tache est nommée B1 et présente un Rf de 0,64.
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4.1.3.2 Souches AC31

Les résultats de la séparation par chromatographie sur couche mince (CCM) des
différentes fractions de I'extrait butanolique provenant du filtrat de culture de la souche AC31
sont présentés dans la figure 26, montrant les taches visibles sous UV a 254 nm et 365 nm
apres migration sur le systeme de solvants BAE. Quatre taches ont été identifiées : la tache Al
avec un Rf de 0,62, la tache A2 avec un Rf de 0,71, la tache A3 avec un Rf de 0,81, et la tache
A4 avec un Rf de 0,92.

4.1.4 Révélations des groupements chimiques des antibiotiques
4.1.4.1 Souche AC10

Les plaques de chromatographie sur couche mince (CCM) de I’extrait butanolique de
la souche AC10 ont été soumises a des révélations chimiques. Toutes les révélations
chromogéniques, y compris l'utilisation des réactifs de Dragendorff, de la vanilline-H2SO4 et
du FeCls, se sont avérées négatives pour la tache B1, a l'exception de la ninhydrine
(révélateur des amines), ou la tache a affiché une couleur violette en réaction avec ce réactif
(Figure 19.1).

4.1.4.2 Souche AC31

Les révélations chromogéniques des plaques CCM de D’extrait butanolique de la
souche AC31, avec les réactifs de Dragendorff, de la vanilline-H2SOs et du FeCls, se sont
également toutes révélées négatives pour les taches Al, A2, A3 et A4, a I'exception de la
ninhydrine. La tache A2 a montré une couleur orange claire, tandis que les taches A3 et A4
ont affiché une couleur rose. Contrairement a la tache Al, qui n'a pas réagi avec ce réactif.
(Figure 26.2,3).
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Figure 26 : Localisation, par chromatographie sur couche mince (CCM), des fractions de
I’extrait butanolique du filtrat de culture de la souche AC10 et AC31 cultivée sur bouillon
ISP2

(1: Chromatogramme de la souche AC10 sous UV 365 nm, 2 : chromatogramme de la souche
AC31 sous UV 365 nm, 3 : chromatogramme de la souche AC10 sous UV 254 nm, Al, A2,
A3, A4 : taches de I’extrait butanolique de la souche AC31, B1: tache de I’extrait butanolique
de la souche AC10).

4.8 Chromatographie flash

La méthode de chromatographie flash, employée pour l'isolement des substances
antimicrobienne, ne peut pas détecter les composés dépourvus de chromophores. Cependant,
I'intégration de la détection par diffusion de lumiére évaporée (ELSD), en complément de la
détection UV, permet de détecter et d'isoler a la fois les composés chromophores et non
chromophores (qui ne possedent pas de chromophore absorbant les UV) en une seule course.
Par la suite, les fractions collectées des pics dans les chromatogrammes (figure 27 et 28) ont
été soumises a des tests d'antibiographie afin de repérer celles contenant des substances

antibiotiques.

102



Résultats et discussion

415 Souche AC10

L’extrait butanolique brut concentré¢ de couleur jaune foncé de la souche AC10 est
analysé par chromatographie flash Reveleris X2 (Grace Discovery Sciences, Deerfield, IL,
Etats-Unis) en mode isocratique.

Tableau 20: Fractions obtenues par chromatographie flash de 1’extrait butanolique de la
souche AC10 et leur activité vis-a-vis B.subtilis]H642

Fraction Temps de Zone d'inhibition (mm) B. subtilis JH642
collecte (min)
P1 3 0
P2 3,4 0
P3 5 0
P4 6 0
P5 8 0
P6 9 1
P7 11 0,5
P8 13 0
P9 14,4 0
P10 16,5 0
P11 18 0
P12 21 0

Le diamétre des disques (10 mm) n’est pas compris dans les zones d’inhibition.
Douze fractions sont récoltées (tableau 20) en fonction de leurs temps de collecte, puis
testées par antibiographie vis-a-vis de B.subtilis JH642. Les tests ont révélé que les fractions
P6 et P7 sont actives, avec une zone d’inhibition de 1 et 0,5 mm respectivement (Figure

29.A). Le diamétre du disque (10 mm) n’est pas compris dans les valeurs indiquées.
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Figure 27 : Chromatographie flash de I’extrait butanolique de la souche AC10

4.1.6 Souche AC31
Pour I’extrait butanolique de la souche AC31 analysé dans les mémes conditions par
chromatographie flash Reveleris X2 (Grace Discovery Sciences, Deerfield, IL, Etats-Unis)

Tableau 21 : Fractions obtenues par chromatographie flash de I’extrait butanolique de la
souche AC31 et leur activité vis-a-vis B.subtilisJH642

Fraction Temps de Zone d'inhibition (mm)
collecte (min) B. subtilis JH642
F1 3 0
F2 6 0
F3 9 0
Fa 11 4
F5 13 0,5
F6 15 0
F7 18 0
F8 24 0

Note : Le diameétre des disques (10 mm) n’est pas compris dans les zones d’inhibition.
Huit fractions sont collectées (tableau 21) et testées vis-a-vis de B. subtilis JH642,
révélant deux fractions actives, F4 et F5, avec une zone d’inhibition de 4 et 0,5 mm
respectivement (Figure 29.B). Le diamétre du disque (10 mm) n’est pas compris dans les

valeurs indigquées.
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Figure 28 : Chromatographie flash de 1’extrait butanolique de la souche AC31.

Figure 29: Révélation par antibiographie des activités antibiotiques des fractions des extraits
butanolique du filtrat de culture des deux souches AC10 et AC31

(F4, F5et F6: fractions active de la souche AC31. P6 et P7 : fractions active de la souche
AC10).

4.9 Discussion

L'extraction des produits actifs a partir des filtrats de culture des souches de
Streptomyces AC10 et AC31 sur milieu ISP2 en utilisant le n-butanol, I’acétate d’éthyle, le
dichlorométhane et ’hexane a donné des résultats presque similaires. Le n-butanol s'est révélé
étre le solvant d'extraction optimal en raison de son pouvoir d'extraction élevé, extrayant non
seulement les antibiotiques mais aussi de nombreuses autres impuretés qui peuvent géner les
purifications par HPLC, le dichlorométhane a été choisi par (KHEBIZI, n.d.) pour I’extraction
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des composés antifongiques, tandis que 1’acétate d’éthyle a été privilégié€ pour 1’extraction des
composeés antibactériens. Selon Boubetra et al., 2013; Lamari et al., 2002; Smaoui et al., 2012
ces deux solvants, en particulier le dichlorométhane, ont toujours donné de bons résultats avec

peu d’impuretés lors de 1'extraction des antibiotiques.

Les spectres UV-visibles des extraits butanoliques bruts des souches AC10 et AC31 ne
présentent pas de pics d’absorption caractéristiques des polyenes, ce qui suggere que les
antibiotiques présents ne sont pas de nature polyénique. En effet, les polyénes se caractérisent
géneralement par trois maxima d’absorption qui varient en fonction du nombre de leurs
doubles liaisons conjuguées. Ces trois maximas, dont les valeurs sont bien documentées, ne
sont pas observés dans les extraits bruts des souches de Streptomyces examinées. Ce resultat
est significatif étant donné que les polyénes sont réputés pour leur toxicité et leur instabilité,
ce qui les ecarte des programmes de recherche de nouveaux antibiotiques
(Arendrup, 2014 ; Delarze & Sanglard, 2015). La présence d'un pic d’absorption a 275 nm
confirme la présence d'au moins un noyau aromatique dans l'extrait butanolique de la souche
AC31 (BOUDJELAL-BENCHEIKH, 2012).

L'analyse chromatographique sur couche mince a révélé que le systeme d'élution BAE
(n-butanol-acide acétique-eau, 3:1:1, v/v/v) permet une meilleure séparation des taches des
extraits butanoliques des souches AC10 et AC31. En revanche, dans le systeme de solvant
A.M. (acétate d’éthyle-méthanol, 100:15; v/v), la séparation est moins satisfaisante ; de plus,
les taches migrent tres faiblement (Boudjelal-bencheikh, 2012), ce qui est en contradiction
avec les résultats de (Aouiche, 2013 ; Toumatia, 2015) ou le méme systéme de solvant (AM)
a permis de réaliser de bonnes séparations des molécules moyennement polaires.La révélation
chimique des plaques de chromatographie sur couche mince (CCM) a révélé la présence de
composés aminés dans l'extrait brut de la souche AC31, comme en témoigne la réaction
positive des fractions A2, A3 et A4, ainsi que de la fraction B1 de la souche AC10, mise en
évidence par une coloration rose et violet suite a I'exposition au ninhydrine, un réactif
révélateur des amines. Cette observation souligne la présence significative de composés
aminés dans les antibiotiques produits par les deux souches AC10 et AC31. Cette
caractéristique chimique des amines présentes dans les antibiotiques a également été constatee
chez le genre Streptomyces et d’autres genres d'actinobactéries, comme en témoignent
diverses études antérieures (Meklat, 2012 ; Aouiche, 2013, Toumatia 2015).
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La chromatographie flash a été initialement congue pour une purification rapide et facile
(Still et al., 1978). Cette méthode procure des résultats rapides et de haute qualité, ainsi
qu'une capacité de charge élevée, ce qui en fait un outil adapté a la séparation a grande échelle
des produits(Kustrin et al., 2022). Deux des douze fractions collectées de I'extrait butanolique
de la souche AC10, a savoir P6 et P7, ont montré une activité contre B. subtilis. De plus, deux
autres fractions, F4 et F5, de I'extrait butanolique de la souche AC31 ont également présenté
une activité similaire. Ces résultats mettent en évidence le potentiel de cette méthode dans la
recherche sur les produits naturels pour séparer des mélanges complexes, un potentiel qui n'a

pas encore éte pleinement exploité(Chen et al., 2015).

4.10 Conclusion

En conclusion, I'extraction des produits actifs a partir des filtrats de culture des souches
de Streptomyces AC10 et AC31 a été réalisée avec succes en utilisant différents solvants,
notamment le n-butanol, l'acétate d'éthyle, le dichlorométhane et I'nexane. Le n-butanol s'est
avére étre le solvant d'extraction optimal en raison de son efficacité a extraire les antibiotiques
tout en minimisant la présence d'impuretés indésirables. Les résultats des spectres UV-visibles
ont confirmé l'absence de pics d'absorption caractéristiques des polyénes, suggérant que les
antibiotiques extraits ne sont pas de nature polyénique, ce qui est encourageant étant donné la
toxicité associée a ces composes. De plus, la présence d'un pic d'absorption a 275 nm dans
I'extrait butanolique de la souche AC31 indique la présence d'au moins un noyau aromatique.
L'analyse chromatographique sur couche mince a révélé que le systeme d'élution BAE était
plus efficace pour séparer les composés que le systeme A.M., soulignant ainsi I'importance du
choix du solvant dans ce processus. De plus, la détection de composés aminés dans les
antibiotiques extraits, confirmée par la réaction positive au ninhydrine, met en lumiére une
caractéristique chimique importante de ces produits. En outre, la chromatographie flash s'est
avérée étre une méthode efficace pour la séparation des produits, comme en témoignent les

fractions actives identifiées.

En conclusion, ces résultats soulignent le potentiel de ces techniques dans la recherche
sur les produits naturels et les antibiotiques, offrant des perspectives prometteuses pour la
purification et I'identification de COMpOsés d'interét.
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Conclusion Générale et perspectives

Les substances antimicrobiennes jouent un r6le crucial dans la lutte contre
les maladies infectieuses, offrant une solution vitale pour lutter les agents pathogenes.
Avec l'augmentation du phénoméne de la résistance aux antibiotiques, il est impératif de
développer de nouvelles molécules antimicrobiennes pour contrer cette menace croissante

pour la santé publique.

Dans cette optique, plusieurs études ont démontré que l'exploration des biotopes
naturels et d'autres biotopes similaires, tels que les sols sahariens, offre une perspective
prometteuse. Les sols sahariens sont des biotopes caractérisés par des conditions
environnementales extrémes, faisant d'eux des sources inépuisables de substances
antimicrobiennes uniques. En effet, les microorganismes présents dans ces environnements
hostiles ont développé des mécanismes de défense particuliers, ce qui en fait deux des
candidats idéaux pour la découverte de nouveaux substances antimicrobiennes et en

particulier antibiotiques.

Notre étude a été menée a partir de quatre échantillons de sol provenant de différentes
régions d'El Atteuf, notamment Tammou EI Maleh, la Vallée de Mzab, El Jaoua et Aoulaoual,
caractérisées par des types d’environnements variés, allant de montagneux a des oasis et une
vallée. Les analyses physico-chimiques ont révélé un pH moyennement alcalin, une faible
teneur en matiere organique, avec une forte teneur en sels typiques des régions arides. La
granulométrie des sols montre une texture sable limoneux, sauf pour le sol d’Aoulaoual qui

présente une texture sable grossier.

Le dénombrement des bactéries actinobactériesdans chaque échantillon de sol a révélé
une densité variable, avec une densité plus élevee dans le sol d'Aoulaoual influencée par les
différences physico-chimiques telles que la teneur en matiére organique, la salinité et la

texture du sol.

L’isolement des actinobactéries sur milieu chitine-vitamines agar a permis d’obtenir
32 isolats d’actinobactéries avec une diversité morphologique, physiologique et moléculaire
remarquable dont la majorité présentait les caractéristiques morphologiques du genre
Streptomyces. Les genres les plus faiblement représentés, a des deux eéquitables, sont:
Streptosporangium, Nocardiopsis Nocardia et Actinomadura.

En outre, les analyses moléculaires des deux souches AC10 et AC31

isolées des sols d'Aoulaoual et d'El Djaoua, respectivement ; ont montrés une homologie de

108



Conclusion générale

100% avec les séquences partielles du gene de I'ARNr 16S des especes Streptomyces
fimbriatus souche NBRC 154117 et Streptomyces pactum MH542148, respectivement;

confirmant ainsi la classification taxonomique des isolats obtenus.

Le criblage de I’activité antimicrobienne des 32 isolats d’actinobacteries vis-a-Vvis des
cing microorganismes pathogenes par la technique des stries croisées a montre des résultats
meilleurs que celle des cylindres d’agar, dont 24 isolats ont montré une activité
antibactérienne contre les bactéries Gram-positives, et 21 isolats étaient actifs contre les
bactéries Gram-négatives. De plus, la levure pathogene C. albicans (ATCC 10231) a été
inhibée par 25 isolats. Parmi les 32 actinomycetes testes, 29 isolats ont démontré une activité
contre au moins I'une des 5 souches cibles, avec des zones d'inhibition allant jusqu'a 44 mm
pour AC31 contre C. albicans (ATCC 10231). 27 isolats étaient actifs contre B. subtilis
(ATCC 6633), suivi de 25 isolats contre C. albicans (ATCC 10231), 25 isolats contre S.
aureus (ATCC 6538), 24 isolats contre E. coli (ATCC 8739), et 23 isolats contre S.
typhimurium (ATCC 13331).

L'étude a met en évidence aussi l'activité antimicrobienne des souches Streptomyces
criblées AC10 et AC31 qui ont démontrés un large spectre d’activité antimicrobienne, ce qui
renforce leur potentiel comme agents antimicrobiens polyvalents dont les
caractéristiques des sols d'origine et les facteurs environnementaux contribuaient au

développement de leurs capacités antimicrobiennes.

La caractérisation des substances actives des souches de Streptomyces AC10 et AC31
a été accomplie en utilisant une variété de solvants, parmi lesquels le n-butanol s'est distingué

comme étant le plus efficace pour 1’extraction des antibiotiques.

Les analyses par spectrophotométrie UV-visible ont confirmé l'absence de
caractéristiques d'absorption typiques des polyenes, mais ont révélé un pic d'absorption a 275
nm dont I'extrait butanolique de la souche AC31, suggérant la présence d'au moins un noyau
aromatique. Les essais chromatographiques sur couche mince ont mis en évidence que le
systeme d'élution BAE surpassait le systeme AM pour la séparation des composés, mettant
ainsi en lumiére I'importance du choix du solvant. En outre, le nature aminé des antibiotiques
extraits, de la souche AC10 et AC 31 a été confirmee par une réaction positive au ninhydrine

et la présence, en plus, d’un noyau aromatique dans 1’antibiotique de la souche AC31.

Dans I'ensemble, ces résultats soulignent le potentiel de ces techniques dans I'étude des

produits naturels et des antibiotiques, ouvrant la voie a la purification et a I'identification des
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antibiotiques produits ainsi que leur utilisation comme traitement efficace pour lutter contre
les microorganismes pathogeénes résistant aux antibiotiques et le traitement des maladies

infectieuses.

Les perspectives qui découlent de ce travail sont nombreuses qui encouragent a la poursuite

des études selon les grandes lignes suivantes :

e L’identification moléculaire de tous les isolats d’actinobactéries

e [’optimisation des conditions de production antibiotiques en milieu liquide (sources de
carbone et d’azote, ¢léments minéraux, aération, pH, etc.).

e Purification antibiotiques produits par HPLC, LCMS et déterminer la structure finale de
I’antibiotique par les études spectroscopiques (UV, RMN H et *C) et spectrométrique
(masse).

e Etude de la stabilité de I’activité des antibiotiques aux agents physique et chimique.

e Réaliser des tests in vivo des antibiotiques produits.
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AnNnexes

Annexe 1
Données matériel et méthodes

I. Composition des milieux de culture

I.1. Milieux d’isolement des actinobacteries

e Milieu Ch-V (Hayakawa et Nonomura, 1987)

Chitine: 2 g; KoHPO4: 0,35 g; KH2PO4: 0,15 g; MgS0Os, 7H20: 0,2 g; NaCl: 0,3 g, CaCOa:
0,02 g; FeSOa4, 7H20: 10 mg; ZnSO4, 7H20: 1 mg; MnC1;, 4H,0: 1 mg; agar: 18 g; eau
distillée, g.s.p. 1000 mL. pH 7,2.

La solution de vitamines B additionnée au milieu est composée de:
thiamine-HCI, riboflavine, niacine, pyridoxine-HCI, inositol, panthoténate de calcium:
a raison de 0,5 mgL-1 et biotine: 0,25 mg L-1. Les vitamines sont stérilisées a 1’éther puis
dissoutes en solution aqueuse stérile avant d’étre ajoutées aseptiquement au milieu

autoclavée.

I.2. Milieux d’identification des actinobacteries

1.2.1. Milieux de I’étude morphologique

Les milieux ISP ont été préconisés lors de 1’« International Streptomyces Project »
(Shirling et Gottlieb, 1966). L’ISP3 et I’ISP4 sont préts a ’emploi (DIFCO).

e Milieu ISP2

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

(*) Solution saline standard : FeSO4, 7H20: 0,1 g; MnC12, 4H20: 0,1 g; ZnS04, 7H20: 0,1
g; eau distillée g.s.p. 100 mL.

e Milieu ISP4

Amidon: 10 g ; KaHPO4 : 1 g ; MgS0O4,7H20 : 1 g;NaCl: 1 g; (NH4)2S0O4: 2 g; CaCOsa:
2 0; solution saline standard (voir ISP3): 1 mL; agar: 20 g; eau distillée g.s.p. 1000 mL.
pH 7,2.

e Milieu ISP7 (Production de pigments mélanoides) (Shirling et Gottlieb, 1966)
Glyceérol: 15 g; L-tyrosine: 0,5 g; L-asparagine: 1 g; KoHPO4: 0,5 g; MgS0O4,7H.0: 0,5 g;
NaCl: 0,5 g; FeSO4, 7H20: 0,01 g; solution saline standard (voir ISP3): 1 mL; agar: 18 g; eau
distillée g.s.p. 1000 mL. pH 7,2.
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1.2.2. Milieux de I’étude physiologique

1.2.2.1. Dégradation des glucides et dérivés

e Milieu ISP9 (Pridham et Gottlieb, 1948).

Ce milieu est subdivisé en trois parties:

Solution A: composée de sources de carbone (10 gL* dans I’cau distillée) stérilisées par
1’éther sous hotte axénique.

Les glucides, stérilisés a 1’éther, sont ajoutés au milieu de culture a raison de 1%.

I. 3. Milieux de production d’antibiotiques

e 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. pH 7,2.
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Annexe 2
Révélateurs chimiques utilisés pour les antibiotiques (Merck, 1975)

L. Chlorure de fer ferrique (FeC13): révélateur des phénols et des acides hydroxamiques.

e Solution de vaporisation: solution de FeCls de 1 a 5% dans HCI 05 N.
Les taches correspondant aux phénols sont colorées en bleu-vert et celles des acides
hydroxamiques, en rose.

I1. Formaldéhyde - acide sulfurique: révélateur des aromatiques polycycligues.

e Solution de vaporisation : dissoudre 0,2 mL d’une solution de formaldéhyde (37%)
dans 10 mL de H2SOs4 concentré. Les taches apparaissent de diverses couleurs
(brunes, blanchatres, etc.).

III. Ninhydrine: révélateur des amines, des acides aminés, des osamines et des

phospholipides contenant la phosphatidyl éthanolamine.

e Solution de vaporisation: dissoudre 0,2 g de ninhydrine dans 100 mL d’éthanol.

e Traitement complémentaire: chauffer a 110°C (5 a 10 min) jusqu’au développement
optimal des taches (couleur violette ou rose).

IV. Réactif de Dragendorff: selon Munier et Macheboeuf: utilisé pour révéler

laphosphatidylcholine.

e Solution a

Dissoudre 0,85 g de nitrate de bismuth basique dans 10 mL d'acide acétique cristallisable et

40 mL d'eau.

e Solution b

Dissoudre 8 g d'iodure de potassium dans 20 mL d'eau.

e Solution de réserve

Mélanger a et b (volumes égaux). Cette solution se conserve bien au réfrigérateur
(flacon sombre).

e Solution de vaporisation

Avant emploi, mélanger 1 mL de solution de réserve, 2 mL d'acide acétique cristallisable et
10 mL d'eau.
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Annexe 3
Analyses granulométrique du sol
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Figure 30 Analyses granulométrique de 1’échantillon du sol de la région de Tammou El
Maleh
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Figure 31 Analyses granulométrique de 1’échantillon du sol de la région de la vallée de Mzab
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Figure 32 Analyses granulométrique de 1I’échantillon du sol de la région d’El Jaoua
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Figure 33 Analyses granulométrique de 1’échantillon du sol de la région d’Aoulaoual
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