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Introduction

Introduction

Les actinomycetes sont des bactéries a Gram positif morphologiquement diverses,
aérobies et anaérobies, a forte teneur en nucléotides G+C (>55%), mycélien et largement
réparti dans les habitats naturels, en particulier le sol. Considérée comme une source
prolifique d'antibiotiques depuis la découverte de l'actinomycine a partir d'Actinomyces

antibioticus (Chavan et al., 2013).

Le nom du groupe des actinomycetes est dérivé de la premicre espeéce anaérobie décrite,
Actinomyces bovis, qui provoque l'actinomycose, la maladie des champignons des rayons du
bétail. A l'origine, ils étaient considérés comme un groupe intermédiaire entre les bactéries et
les champignons mais sont maintenant reconnus comme des micro-organismes procaryotes

(Chavan ef al, 2013).

Etant un grand groupe de ressources microbiennes d'une large utilisation pratique et
d'une grande valeur commerciale, les actinomycetes contribuent a environ 70% de la source
d'antibiotiques et produisent également de nombreux métabolites bioactifs non antibiotiques,
tels que des enzymes, des inhibiteurs d'enzymes, des régulateurs immunologiques, des

antioxydants, réactifs...etc. (Harwani, 2013).

Les actinomycetes trouvent dans tous types du sol parmi lesquelles y compris les
actinomycetes du sol hyper aride, comme les sols désertiques. Cette région a des conditions
environnementales difficiles qui permettent de donner de nouvelles propriétés et des grandes

capacités de résistance a différentes caractéristiques physico-chimiques et biologiques.

Au cours des dernieres années, l'intérét pour les microbes du désert a augmenté en
raison des recherches sur les nouveaux métabolites bioactifs, en particulier les antibiotiques et
les enzymes. L'écosystéme inhabituel et peu exploré du désert pourrait étre précieux pour
l'isolement de nouvelles souches d’actinomycétes, qui pourraient potentiellement produire de
nouveaux métabolites utiles. Beaucoup de ces métabolites possédent des activités
antimicrobiennes et ont le potentiel d'étre développés comme agents thérapeutiques (Chavan

etal,2013).

L’objectif principal de notre étude consiste en caractérisation phénotypique de souches
d’actinomycetes isolées a partir sol de différentes régions hyper aride et la recherche des

activités enzymatiques et antibactériennes de ces souches.
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L’étude a porté sur les étapes suivantes :
e Premicére partie est une synthése bibliographique qui contient deux chapitres :
» Chapitre 1 : Généralités Sur les actinomycétes
» Chapitre 2 : Intéréts des actinomycétes
e Deuxiéme partie est partie expérimentale qui contient deux chapitre :
» Chapitre 3 : Matériel et méthodes

» Chapitre 4 : Résultats et discussion
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Chapitre 1 Généralités sur les actinomyceétes

Chapitre 1 : Généralités Sur les actinomycétes

1.1 Définition et caractéristiques

Le mot « Actinomycetes » est dérivé du mot grec « atkis » (un ray) et « mykes »
(champignon), ayant les caractéristiques des deux bactéries et champignons. La plupart des
actinomycetes se nourrissent de protéines ou matiéres organiques non protéiques mais
certains actinomycétes sont des autotrophes. Ils sont des procaryotes Classés comme
Actinobacteria (Bhat et al, 2017). Le taxon actuellement accueille les bactéries Gram-
positives qui ont un ADN a forte teneur en guanine et cytosine (69 a 73% molaires) et qui

forment de vastes substrats ramifiés et aériens mycélium (Mahajan et Balachandran, 2012).
1.2 Morphologiques

Les actinomycetes sont des procaryotes fortement cosmopolites qui comprennent a la

fois des bactéries en forme batonnet et filamenteuses (Meji et al., 2017).

Leur croissance (prothallus) est caractérisée par la formation de fils et tiges
normalement ramifiés, donnant fréquemment naissance a un mycélium typique, qui est
unicellulaire, en particulier pendant les premiers stades de croissance. Généralement non
cloisonnés, les hyphes peuvent devenir cloisonnés sous conditions spéciales. Le mycélium est
prostré, c'est-a-dire végétatif, et poussant dans le substrat, ou aérien, quand un mycélium
spécial est produit au-dessus de la croissance végétative. Sur le d'autre part, le mycélium
aérien peut €tre constitué de quelques filaments courts, qui semblent parfois comme de
simples granules. Lorsque les actinomycetes anaérobies ont sauf les mycéliums végétatifs. Ils
se reproduisent par corps sporulant spéciaux ou provenant de parties du mycélium végétatives

(Mahajan et Balachandran, 2012).
1.3 Ecologies

Les actinomycétes sont représentés un groupe omniprésent dans la nature comme les
sols, 1'habitat aquatique (les rivieres, les lacs et autres habitats d'eau douce), racines, composts
et fourrages moisis ainsi que dans les environnements extrémes. Ce sont les organismes les
plus abondants qui forment des filaments filiformes dans le sol et trouvée dans des nombreux
sols, lorsqu’ils sont dépassés souvent le million pour chaque gramme. Les actinomycetes sont
saprophytes avec un role majeur dans la décomposition de matiére organique du sol. Aussi, ils

jouent un rdle crucial dans plusieurs processus biologiques tels que les cycles
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biogéochimiques, bioremédiation et bio-intempéries... etc (Bawazir et Shantaram, 2018)

trouvée dans insectes, pollen céréales, sable (Mahajan et Balachandran, 2012).
1.4 Physiologie

Les actinomyceétes sont deux groupes le premier est anaérobie, appartenant
principalement a la flore commensale d’humain de I’oropharynx, du tractus gastro-intestinale
et tractus urogénital. Lorsque, le genre Actinomyces est le plus répandu dans laquelle (Braun
et al, 2014). Les autres sont associes avec des parasites ou mutualisme avec des plantes et des
animaux. Le deuxiéme est aérobie, trouvé principalement dans le sol, Lorsque 95% des isolats

appartenaient a genre Streptomyces.

Les facteurs environnementaux influencent le type et la population d'actinomycétes
dans le sol. La plupart des isolats d'actinomyceétes se comportent comme des neutrophiles en
culture, avec une plage de croissance de pH 5,0 a 9,0 et un pH optimal d'environ 7,0. Les
neutrophiles sont moins nombreux dans les sols acides inférieurs a pH 5,0, tandis que les
streptomycetes acidophiles et acidoduriques sont nombreux dans les sols acides. Cependant, il
y a peu de rapports de 9,5 a été isolé du sol prés d'un lac salé. La plupart des actinomycetes se
comportent comme des mésophiles en laboratoire, avec une température de croissance
optimale de 25 a 30°C. Tandis que les actinomycétes thermophiles obligatoires ou facultatifs

capables de croitre a des températures supérieures a 40° C (Chavan et al, 2013).
1.5 Classification

La classification des actinomycetes basés sur différents caractéres quelque soit
phénotypique par exemple morphologique (les spores, Gram positif ou négatif, la forme...),
chimiotaxonomiques, physiologiques, ¢écologiques, production des antibiotiques,

immunologiques et cytologique, la sensibilité aux antibiotiques (Adegboye et Babaloa, 2012).

Ou soit génotypiques qui basée sur I’analyse phylogénique de ARNr 16S ou certains
genes spécifiques. Aussi, basé sur I’analyse de séquences de ces derniers ou le séquencage de

génome

A Theure actuelle, une nouvelle espéce ne peut étre revendiquée sans analyse génétique
basée sur le séquencage du gene de I'ARNr 16S et de I'hybridation ADN-ADN et méme le

séquengage du génome devient une routine. Il est principalement bas¢ sur ARNr 16S (Barka
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et al., 2016). Lorsque la classification des actinomycétes de l'ordre actinomycétales basé sur

I'ARNr 16Sprésentés dans le tableau 1.
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Chapitre 2 Intéréts des actinomycetes

Chapitre 2 : Intéréts des actinomycétes

Les actinomycétes présentent un intérét biologie et 1'écologie pour la recherche. Qui
sont largement distribués dans divers habitats, parmi eux ceux qui existent dans sol. Il est
connu pour améliorer la disponibilit¢é des nutriments et des minéraux et améliorer la
croissance des plantes. Il est également capable de survivre dans un environnement difficile a

des températures élevées (> 50°C) (Sharma et a/, 2014).

Plusieurs actinomycetes sont réputés comme dégradants de matiéres toxiques et ils ont
de multiples utilisations dans différents domaines, dans pollution, médecine actuelle,

l'agriculture, I'alimentation industrie et autres branches de 1'économie (Nauanova ef al., 2018).
2.1 L'application des antibiotiques synthétisés par les actinomycétes

Les actinomyceétes ont montré une grande importance dans le domaine de la
biotechnologie, car les actinomyceétes sont capables de décomposée les polymeres complexes
(lignine, chitine, xyléne, cellulose... etc.). Elles sont les plus abondants de tous les micro-
organismes en raison de leur capacité¢ a produire des composés biologiquement actifs, qui
comprennent des antibiotiques, des enzymes, des vitamines et d'autres substances, produite

par plusieurs espéces déférentes d'actinomycetes (Nauanova ef al., 2018).

Largement utilisés dans et ils ont des multiples d'application : la biorestauration,
composé agro-actifs, biocorrosion, biopesticides, pharmaceutique, outils de biocontrdle,

hormone de croissance des végétaux... etc. (Sharma et al, 2014) (Tableau 2).

Tableau 2. Les différentes applications des agents bioactifs produites par variétés souches
d'actinomycetes (Barka et al, 2016).

Application Antibiotique Souche produite
Antifongique Carboxamycine Streptomyces spp.
Fongichromine Streptomyces padanus
Tétracénomycine Streptomyces canus
Validamycine Streptomyces
hygroscopicus
Antivirale 9 - D-Arabinofuranosyladénine | Streptomyces antibioticus
Hygromycine Streptomyces
hygroscopicus

10
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Panosialines Streptomyces spp.
Antiparasitaire Avermectines Streptomyces avermitilis
Prodiginine Streptomyces coelicolor
Trioxacarcine Streptomyces
bottropensis
Anti-tumorale Anthraquinones Micromonospora spp
Marinomycine Marinospora spp
Tétrocarcine Micromonospora spp
Immuno-suppressive Brasilicardin Nocardia brasiliensis
Hygromycine Streptomyces filipinensis
Pentalénolactone
Bioherbicide / biopesticide | Herbimycine Streptomyces
hygroscopicus
Antibactérienne Streptomycine Streptomyces griseus
Néomycine Streptomyces fraiae
2.2 Les enzymes
2.2.1 Amylases

Les amylases sont des enzymes extracellulaires pour dégradant 'amidon (Sharma,et al.,

2014). Elle produit par Streptomyces sp, Streptomyces erumpens, Nocardiopsis sp,

Thermobifida fisca. Ces enzymes utilisées dans l'industrie du détergent, boulangerie, Papier

et pate (désencrage), Textile (Anandan et al, 2016).

2.2.2 Cellulases

Les cellulases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons glucosidiques de la

cellulose (Sharma er al, 2014). Les cellulases de Streptomyces ruber, S. lividans et S.

rutgersensis sont principalement utilisées comme complément dans les détergents, le textile,

les additifs animaux et l'industrie du papier et de la pate a papier (Mukhtar ef al, 2017).

11
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2.2.3 Chitinase

Les enzymes chitinases ont la capacité d'hydrolyser la chitine et produites par certains
actinomycetes tels que Streptomyces thermoviolaceus et Microbispora sp sont utilisées dans

l'industrie biomédicale et alimentaire (Mukhtar et a/., 2017).
2.2.4 Protéases

La production de protéases a partir d'actinomycetes a une plusieurs utilisations en
médecine, cuir, Détergent, Alimentation, brassage. Les souches qui sont produisent la sont:
Thermoactinomyces  sp, Nocardiopsis sp, Streptomyces pactum,  Streptomyces

thermoviolaceus, Streptomyces sp (Anandan et al., 2016).
2.2.5 Lipase

Un certain nombre de souches d'actinomycétes ont la capacité d'hydrolyser les huiles et
les graisses. Les souches d'actinomyceétes le Strepfomyces extolie et Nocardiopsis alba par ex
peuvent étre utilisées dans le traitement des huiles et des graisses, des cosmétiques, du

diagnostic et des détergents (Mukhtar et al, 2017).
2.2.6 Pectinases

Les pectinases sont produites par plusieurs especes de Streptomyces comme S. [ydicus.
Ces enzymes sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour l'extraction et la clarification de
vins, jus, huiles, composés aromatisants et dans l'industrie textile pour la préparation de tissus

de lin et la fabrication de chanvre (Mukhtar ef a/, 2017).
2.2.7 Kératinases

Les kératinases sont des enzymes importantes sur le plan industriel produites par une
certaine souche d'actinomycetes telles que Streptomyces spp et Actinomadura. Il existe une
forte demande pour le développement d'alternatives biotechnologiques (recyclage des déchets

kératiques, la conversion des plumes de poulet, des poils, des ongles) (Mukhtar et al, 2017).

2.3 Vitamine

La vitamine B12, aussi nommé cobalamine. Il est essentiel a la formation des globules

rouges et sa carence provoque une anémie pernicieuse. C'est une vitamine (hydrosoluble)

12
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essentielle largement utilisée dans les industries médicales et alimentaires (Sumathy et
Veronica, 2020). Elle synthétise par plusieurs souches d’actinomyceétes, les plus importants

sont Streptomyces chromogenws, S. griseus et S. antibioticus (Saunders et al., 1952).

2.4 Les Pigments

Les pigments sont des composés présentant des caractéristiques importantes pour de
nombreuses industries. Dans l'industrie alimentaire, ils sont utilisés comme additifs,
intensificateurs de couleur, antioxydants... etc. Les actinomycétes produisent des colonies
pigmentées au cours de leur croissance normale (des pigments rouges, l'orange, le

jaune...etc.) (Ramalingam et al, 2017).

Pigments mélanoides sont des polymeéres avec diverses structures moléculaires. Les
mélanines ne sont pas essentielles a la croissance et au développement des organismes, mais
elles jouent un role crucial dans l'amélioration de leur survie et de leur compétitivité (Barka ef

al, 2016).

L'activité antimicrobienne du pigment brut a été évaluée contre des agents pathogenes
résistant aux médicaments tels que Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline, a la
vancomycine, les cultures productrices de B-lactamases a spectre étendu de Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella sp (Balagurunathan ef al., 2009).
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes
3.1 Prélévement des échantillons

Les échantillons ont été isolés du sol saharien collectés a partir différentes régions de
zone hyper aride (de prélévement 1 jusqu'a 13) et zone aride (prélévement 14,15) qui sont
présentées dans le tableau 3. Ils étaient pris a des profondeurs allant jusqu'a 20 cm, apres avoir
retiré environ 3 cm de la surface du sol a l'aide d'une spatule stérile et placée dans sacs en
polyéthyléne stériles (pour minimiser les pertes d'humidité pendant transport qui ont été

fermés hermétiquement, étiquetés et stockés a 4°C jusqu'a l'analyse (Mokrane et al., 2020).
3.2 Traitements des échantillons

Des traitements thermiques ont été effectués pour tous les échantillons de sol. Cent
grammes d'échantillons de sol ont été prélevés dans des boites de pétris stériles
séparément. Les échantillons ont été¢ placés dans un four a air chaud a 70 °© C pendant 10
min. Les échantillons traités ont été utilisés pour isolement des actinobactéries (Nithya ef al,

2015) pour €liminer les bactéries Gram-négatifs indésirables (Fortas et al, 2017).
33 Isolements, Purification et conservation des actinomycétes

L’isolement des actinomycétes est effectu¢ par technique de dilution en série et
d'étalement sur des différents milieux. On prépare une suspension bactérienne (1g du sol dans
9ml d'eau bidistillée stérile) et fait une dilution jusqu'en 102. Puis déposé 0.1 ml de la
suspension dilue (10?) avec un étalement sur la surface de gélose d'isolement des

actinomycetes (Fortas et a/, 2017 ; Mokrane et a/, 2020).

En utilisant différents milieux d’isolement varie selon la région de prélévement
présentée dans le tableau 3. Ces milieux supplémentés avec 40 mg / ml d'actidione
(cycloheximide) pour inhiber le développement de micro-organismes eucaryotes et ces
inhibiteurs différent selon article. Alors que, les boites ont été incubées a 30° C pendant 7 a
10 jours (Fortas et al., 2017). Puis, ils ont été observés par intermittence pour voir la
croissance des actinomycetes pendant I'incubation. Aprés incubation, les colonies
d’actinomycete morphologiquement distinct ont été prélevées sur les boites de gélose ISP2.
Ensuite, on purifie ces colonies par la méthode des stries répétées puis incubées a 30° C
pendants 10 jours (Mokrane ef a/, 2020). Les boites a culture pure sur milieu ISP2 ont été

conservées a 4° C (Fortas et al., 2017).
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Tableau 3. Isolement des actinomycétes prélevés a partir sol saharien des différentes régions.

N° de La région Les milieux
prélevement d’isolement Référence

1 Des zones sahariennes au sud de ISP2 ou GLM (Fortas ef al.,
I'Algérie 2017)

2 Echantillons de sols sahariens Béni- Gélose chitine- (Chaabane
Abbés (Béchar, région de Saoura, sud- vitamine B Chaouch et
ouest de I'Algérie) al, 2016)

3 Echantillons de sols sahariens de la G¢élose chitine- (Aouiche et
région de Ghardaia (centre de vitamines al., 2012)

I’ Algérie).

4 Sol collecté¢ a Mletlili, province du Gélose chitine- (Belghit et
Sahara algérien. vitamines al., 2016)

5 Sol hyper-aride extréme du désert G¢élose raffinose- (Okoro et al.,
d'Atacama, chili. histidine 2012)

6 Sol hyper aride collecté par 1'un acide humique (Goodfellow
d’entre nous (ATB) de la Chaxa de vitamine agar etal,2017)
Laguna, Salar d’Atacama prés de
Tocana.

7 Echantillon de sol collecté dans le milieu A (Hozzein et
désert oriental de 'Egypte. al., 2004)

8 Echantillon de sol saharien prélevé Gélose chitine- (Khebizier
dans I’Hoggar, Tamanrasset (sud de vitamine b al,2018)
I'Algérie).

9 Sol saharien collect¢ a Metlili acide humique (Driche et al,
(Ghardaia, centre de 1'Algérie) vitamine agar 2015)

10 Un sol désertique hyper-aride du Salar Gélose raffinose- (Santhanam
d’Atacama dans le désert d'Atacama. histidine etal,2012)

11 Un sol hyper aride du désert | Gélosea l'extraitde | (Santhanam
d'Atacama. glucose-levure et al, 2013)

12 Sol désertique de LopNur de Gauze's no. 1 (Zhanget al.,

Luozhong, Xinjiang, nord-ouest de la

chine.

2016)
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13 Echantillon de sol saharien collecté Gélose chitine- (Badji et al,
dans une palmeraie a Beni-Abbes, vitamine B 2006)

Algérie.

14 L'échantillon de sol a été collecté dans Milieu gélosé (Harwani et
la région de Bikaner au Rajasthan. La Modified al,2019)
région se trouve dans la zone aride du Actinomycete
Thar dans le territoire indien. Selective (MAS)-

DH-1

15 L’échantillon de sol provenant de, acide humique (Boubetra et

une zone aride du sud de 1'Algérie vitamine agar al.,2013)

(Hoggar).

34 Identification phénotypiques
3.4.1 Etude morphologique
34.1.1 Macromorphologiques

L’aspect phénotypique et les caractéres culturaux sont observés sur différents milieux
de cultures : ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, gélose nutritive et milieu Bennett (Fortas ef al, 2017) (la

composition des milieux dans 1'annexe 1).
34.1.2 Micromorphologiques
e Observation microscopique

A partir les colonies isolées sur le milieu ISP2 a 4°C, on prit des colonies pures a l'aide
d’une boucle stérile d'inoculation. Apres, on pose sur la lame en verre et observe sous

microscopie optique (Fortas et al, 2017).
3.4.2 Etude physiologique
3.4.2.1 Croissance a différentes températures

La température de croissance est déterminée dans un milieu liquide d’ISP3, apres
culture des souches pendant 7 jours. Puis, incubé a différentes températures (de 10 a 55°C),
(Zerizer et al., 2006). La présence d’un trouble dans le milieu de culture indique la croissance

des souches (Thami-Alami ef a/, 2010).
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3.4.2.2 Croissance a différents pH

Le pH de croissance est déterminé sur le milieu GYP (voire annexe 1) tamponné a
différents pH (de 3 a 12), en cultivant les souches (28 a 30° C) pendant 5 jours (Chaphalkar et
Dey, 1996).

3.4.2.3 Tolérance au Chlorure de Sodium

Le support de test consiste en une gélose d'extrait de levure complétée par une série
graduée de concentrations de NaCl (de 0 a 13%). La culture d'actinomycete inclinée d'extrait
de levure-agar agée de 14 jours, a été utilisée pour inoculer 5 ml de milieu d'extrait de levure-
NaClI. Ces inclinaisons ont été incubées pendant 10 jours a (28 a 30° C); la présence d’un

trouble de milieu de culture indique la croissance de la souche (Tresner ef al, 1968).
3.4.24 Test d'hydrolyse
A. Hydrolyse d'amidon

Les cultures ont été inoculés sur le milieu BM (voire annexe 1) de 0,5% (p / v) de
I'amidon puis incubé a température optimale (28 a 30°C) pendant 14 jours (Schaal et
Schofield, 1981).Apres croissance culturelle, on recouvrit 10 ml du soluté de lugol sur la
gélose, lorsque, ils sont créés une zone claire autour des colonnes cela indique I’absence
d’amidon. Tandis que les zones qui contiennent l'amidon restent colorées en brun (Dornelas et

al.,2017).
B. Hydrolyse de caséine

Les souches sont ensemencées en stries sur gélose contenant 10% (p / v) de lait écrémé
(voir annexe 1) (Schaal et Schofield, 1981). Apres 7 jours d'incubation (28 a 30°C), la
présence d'une zone claire autour des colonies indique une dégradation de la caséine

(Mansouref al, 2015).
C. Hydrolyse gélatine

Sur un milieu de gélose nutritif ajouté 0,4% (p / v) de gélatine, ensemencé les souches.
Puis, en incuber (28 a 30°C) pendant 14 jours (Schaal et Schofield, 1981).Apres, on
additionner le chlorure mercurique qui permet observation des zones claires autour les

colonies qui hydrolysaient la gélatine (Fortas et al, 2017).
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D. Hydrolyse de Tween 80

Un milieu gélosé a la peptone (voir annexe 1) a été préparé puis ajoutél1% de tween 80
(ester d'acide oléique) (Gonzalo, 1956). Ensuite, ensemencer les souches d'actinomycétes par
strie. Aprées, l'incubation a (30 - 37°C) pendant trois semaines, la présence des halos opaques
autours les colonnes bactériennes se traduit que le test est positif (Ballesteros et al,

1998)(Gonzalo, 1956).
A. Hydrolyse de xanthine

Les souches sont ensemencées sur la gélose nutritive (additionnée 0,4g de xanthine
mélangé avec 10 ml d'eau distillée). Puis, incubée (28 a 30°C) pendant 3 semaines.

L'apparition des zones claires autour les colonies dues a 1'hydrolyse de xanthine (Berd, 1973)
B. Hydrolyse de I'Esculine

Un tube a essai stérile a été rempli par gélose de bile-esculine (voir annexe 1) contenant
0,1% d'esculine et 0,05% de citrate ferrique et en créant une inclinaison. Apres solidification,
les souches ont ét¢ inoculés dans le milieu par un piquer puis en faisant des stries en zigzag
sur la surface de l'inclinaison. Apres incubation (28 a 30°C), les tubes étaient observés chaque
semaine pendant 4 semaines. La réaction est considérée comme positive lorsque I’inclinaison
est devenue bleu-noir et négative si il y’a aucun changement (Pradhan ef al, 2015) (Berd,

1973).
C. Hydrolyse de I'Adénine

Les souches testées sont inoculées sur le milieu de gélose GYP a 0,5% (p / v) de
l'adénine (Schaal et Schofield, 1981) (Chaphalkar et Dey, 1996). Aprés 5 jours d'incubation
(28 a 30°C), le test est positif lorsqu'on obtient une zone transparente autour de la colonie

(Chaphalkar et Dey, 1996).
D. Hydrolyse de Cellulose

Sur un milieu de sel minéral (voir annexe 1) additionné de 0,5% de Carboxyl-Méthyle
Cellulose (CMC) (Mansouret al, 2015). Ensemencer les souches d’actinomycétes. Apres
incubation (28 a 30°C) pendant 7 jours, ont ajout¢é 10 ml d'une solution de rouge

Congo (0,5%) sur les colonies (Dornelas et al., 2017). Apreés 15 minutes, la solution est lavée
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avec NaCl (1 M). Se laissant 30 minutes, pour visualisation les halos autour des colonies

(Valéria et al., 2015).
E. Hydrolyse de pectine

Le test est réalisé sur un milieu de pectine agar (voir annexe 1) contient 1 % de pectine,
les souches sont ensemencées par stries. Apres incubation (28 a 30°C) pendant 7 jours, 10 ml
de solution d'iode ont été ajoutés aux colonies. La production de pectinase est détectée lors de

l'observation d'un halo transparent (Saoudi ef a/, 2015).
F. Test de dégradation des lipides

L’activité lipasique a été réalisée sur des boites de gélose au jaune d'ceuf (voir annexe 1)
pour les réactions lipasiques. Apres, les souches ont été inoculées et examinées
quotidiennement pendant 7 jours. La présence d'un reflet huileux sur et autour de la
croissance bactérienne a été interprétée comme un résultat positif pour l'activité lipasique de
la lipase. Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosaont été utilisés comme témoins

positifs, Lactobacillus crispatus comme témoin négatif (Moncla et Pryke, 2009).
G. Recherche de catalase

Posez une lame de microscope dans une boite de Pétri. A l'aide d'une anse d'inoculation
stérile, prélevez une petite quantité d'une colonie bien isolée, et placez-la sur la lame de
microscope. En utilisant une pipette Pasteur, déposez 1 goutte de H2O> a 3% sur l'organisme
sur la lame de microscope. Ne pas mélanger. Les réactions positives se manifestent par une

formation de bulles (Reiner, 2010).
H. Utilisation des carboxyles comme source de carbone

On le réalise sur un milieu gélosé ISP9 (voire annexe 1), les souches sont testées pour
leur utilisation de différentes sources de carbone qui sont: mannitol, xylose, rhammose,
glucose, le lactose, le saccharose, mannose, fructose, maltose, sucrose. A une concentration a

1% (P/V).

Ces sources de carbone sont stérilisées par filtration (filtre bactériologique), et ajoutées
a la gélose aux sels minéraux basaux. Puis, les bactéries sont ensemencées dans le milieu,

apres l'incubation (28 a 30°C) pendant 14 jours, la lecture s’effectuer par deux contrdles est:
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Pas de source de carbone (contrdle négatif), D-glucose source de carbone (contrdle positif)

(Shirling et Gottlieb, 1966).
3.5 Identifications moléculaires des souches d’actinomyceétes représentatives
3.5.1 Analyse phylogénique
3.5.1.1 Analyse de géne de L’ARN 16S

ADN génomique des actinomycetes bioactifs était extrait pour I’analyse du gene de
I'"ARNr 16S par le procédé de phénol- chloroforme. Le géne de ' ARNr 16S a été amplifié par
PCR a partir de I'ADN génomique en utilisant les amorces spécifiques des actinomycetes 8F
et 907R. Les produits d'amplification étaient analysés par €lectrophorése sur gel d'agarose et

purifiés par PCR par la méthode PEG-NacCl.

Toutes les réactions de séquencage ont été réalisées a l'aide d'un kit de séquencage de

BigDye® Terminator v1.1 contenant tous les composants nécessaires (Tiwari ef al, 2014).

Les séquences génétiques de I'ARNr 16S de ces isolats ont été déposées aupres de
GenBank. Ensuite, les séquences ont été alignées avec les séquences homologues
d'actinomycétes d’un ARNr 16S les plus proches dans GenBank et un arbre phylogénétique a
¢té construit en utilisant le logiciel Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)

version 5.05 (Tiwari ef al., 2014).

3.6 Etudes préliminaires des antimicrobiens produisent par des souches

représentatives

L’activité antimicrobienne a été évaluée par méthode de stries croisées et la méthode de
cylindre d'agar contre différents microorganismes présenté dans le tableau 4. Les souches des
bactéries et levures pathogeénes ont ¢été maintenues sur les boites de pétri contenant de la
gélose nutritive a 4°C et repiqué tous les 2 mois et les champignons étaient maintenu sur des
boites de pétri contenant de la pomme de terre gélose de dextrose (PDA) a 4°C et repiquée

tous les 2 mois (Fortas et al, 2017).
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Tableau 4. Les microorganismes choisis pour tester l'activité antimicrobienne
d'actinomycetes.

Les microorganismes

Bactéries Gram | Bactéries Gram négative Levures Champignons
positivent
Bacillus subtilis, Escherichia coll, Saccharomyces Fusarium
Staphylococcus Klebsiella pneumoniae, cerevisiae, culmorum,
aureus. Pseudomonas aeruginosa, | Candida albicans. F. oxysporum,
Pseudomonas fluorescens. Aspergillus
carbonarius.
3.6.1 La méthode des stries croisées

La souche teste d’actinomycete a été inoculée pour la premiére fois en tragant une ligne
droite de son inoculum sur milieu ISP2. Les boites ont ensuite ét¢ incubées pendant 10 jours
(28 a30°C). Apres ¢a, les micro-organismes cibles (en suspension) ont été ensemencés en
stries perpendiculaires a la marge de l'actinomycéte (Yekkour ef al, 2014). En mesurant la
distance d'inhibition entre marges des colonies d'actinomyceétes et le microorganisme cible
(les bactéries pathogenes et levures) apres incubation a 30°C pendant 24 h et champignons

apres incubation a 25°C pendants 48h (Fortas et al, 2017).
3.6.2 La méthode du cylindre de gélose

Les isolats d'actinomycétes ont été cultivés sur des géloses Bennett et GLM (voir
annexe 1) pendant 7 jours (28 a 30°C). Des cylindres de gélose (3 mm de diamétre) ont
ensuite été prélevés a l'aide d'un poingon creux et déposé sur la surface des plaques de gélose
Mueller-Hinton, qui avait été préalablement ensemencé avec chaque bactérie a tester. Les
boites ont été conservées a 4°C pendant 4 h, puis incubées a 37°C pendant 18-24 h. Les

diamétres d'inhibition autour de cylindre ont ensuite été mesurés (Kitouni ef aZ, 2005).
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Chapitre 4 : Résultats et discussion
4.1 Isolement des souches d'actinomycétes

Apres l'incubation, les actinomycetes commencent a apparaitre et se développent
lentement. Elles sont repérées d'aprés leur aspect macroscopique caractéristique et purifiées
afin d'obtenir des cultures pures pour la conservation. L'isolement des bactéries
actinomycétales a partir des échantillons traités ou non sur plusieurs milieux complémentés

ou non en antibiotiques a conduit a différents résultats.

Un total de 17 isolats a été obtenu a partir de 15 prélévements différents (le prélevement
1 donne trois souches 10, C et MS1). ). On trouve qui les différents prélévements donnent
différentes souches PM18, PAL111, G61, HG29, G60, AC104 et SA181"... qui apparentent
de différentes régions (Fortas et a/, 2017 ; Chaabane Chaouch et al, 2016 ; Aouiche et al,
2012 ; Belghit et al, 2016 ; Okoro et al, 2012 ; Goodfellow et al, 2017 ; Hozzein et al, 2004
; Khebizi et a/, 2018 ; Driche et a/, 2015 ; Santhanam et a/, 2012; Santhanam et a/, 2013 ;
Zhang et al, 2016 ; Badji et a/, 2006 ; Harwani et a/, 2019 ; Boubetra et a/, 2013).

4.2 Etudes morphologiques
4.2.1 Macromorphologique

Apres ensemencement sur les différents milieux de culture gélosés, la plupart des
colonies des différentes souches sont filamenteuses, poussent soit de fagon abondante ou
modérée (Fortas et al, 2017 ; Chaabane Chaouch et aZ, 2016 ; Aouiche et a/, 2012 ; Belghit
et al, 2016 ; Okoro et al, 2012 ; Goodfellow et al, 2017 ; Hozzein et al, 2004 ; Khebizi et
al., 2018 ; Driche et al, 2015 ; Santhanam et a/, 2012; Santhanam et a/, 2013 ; Zhang et al,
2016 ; Badji et a/, 2006 ; Harwani et a/, 2019 ; Boubetra et a/, 2013 ), avec la présence
d’une seule croissance négative dans le milieu ISP2 (Zhang et al, 2016). Ainsi que, les
résultats de la culture dans ces milieux permettent d’observer la présence d’un mycélium
aérien et de substrat chez toutes les souches avec différentes couleurs varient d'une souche a
l'autre, la variation des couleurs présentent dans le tableau 6 (Fortas et a/, 2017 ; Chaabane
Chaouch et a/, 2016 ; Aouiche et al, 2012; Belghit et a/, 2016 ; Okoro et a/,2012 ;
Goodfellow et al, 2017 ; Hozzein et al, 2004 ...etc). D’aprés les résultats de Fortas et al
(2017) ; Hozzein et al (2004) ; Santhanam et a/ (2012) ; Chaabane Chaouch et al (2016) ;
Aouiche et al (2012) ; Driche et al (2015) et Belghit et a/ (2016) 48% des souches ne
possedent pas des pigments diffusables.
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Ainsi que, la présence d’un pigment dans 52% des souches de facon faible parce qu'il
présent dans quelques milieux. Tandis que la souche 10 posséde un pigment vert foncé dans
les milieux ISP2 et Bennett (Fortas et a/, 2017). D’aprés les résultats de Santhanam et al
(2013) ; Santhanam et a/ (2012) ; Khebizi et al (2018) et Zhang et al (2016), la présence
d’un pigment marron pour la souche C2, C63" HG29 et TRM 49605" et les résultats de
Badji ef a/(2006), indiquent que la souche AC104 posséde un pigment jaune dans le milieu
ISP2.Ainsi que, la souche KNN35.1b' posséde un pigment gris jaunatre dans le milieu ISP2 et
des pigments Orange jaunatre clair dans les milieux ISP3 et ISP4 (Goodfellow et al., 2017).

4.2.2 Micro- morphologique

Les résultats d’observation microscopique de différents isolats d'actinomycétes qu'a été
obtenus par Hozzein et a/ (2004) ; Okoro et al (2012) ; Goodfelow et a/ (2017) ; Zhang et
al. (2016) ; Santhanam et a/ (2013) ; Santhanam et al (2012) ; Zerizer et al (2006) et
Boubetra et a/ (2013) montrent que les souches bactériennes sont filamenteuses de taille (1 —

Sum).

Les résultats de Chaabane Chaouch et a/, (2016) ; Aouiche et al, (2012) ; Belghit et
al, (2016) ; Khebizi et al, (2018) ; Badji et al, (2006) indiquent que La majorité de
mycélium de substrat est non fragmenté, ramifie dans les souches C2T, C63T, C60T, PM18 et
KNN35.1bT (Santhanam et a/, 2013 ; Santhanam et a/, 2012 ; Okoro et a/, 2012 ; Chaabane
Chaouch et al, 2016 ; Goodfellow et al, 2017). Aussi d’aprés Boubetra et al (2013), il

trouve sous forme fragmentée en batonnets non mobiles pour la souche SA1817.

Le mycélium aérien présent chez toutes les souches (Fortas, et al, 2017 ; Chaabane
Chaouch et al, 2016 ; Aouiche et al, 2012 ; Belghit et a/, 2016 ; Okoro et al, 2012;
Goodfellow et al, 2017; Hozzein et al, 2004 ...etc.) ou il apparaitra non mobile dans les
souches G6let PAL111 qui provient du Sahara algérien (Belghit et a/, 2016 ; Aouiche et al,
2012). Le mycélium aérien est fragmenté a chaine de spores ramifie de différentes formes
(Hozzein et al, 2004 ; Belghit et a/, 2016). Alors que, il y’a la spore en surface portée en
chaine droite et bouclée pour la souche C63T de désert d'Atacama (Santhanam ef al, 2012).
Ainsi que, Belghit et a/. (2016) trouve qui la souche G61 du Sahara algérien est modérément

ramifié et fragmenté en crochet et bouclé avec des chaines de spores de 3 a 10 spores.

Selon Okoro et a/ (2012) et Chaabane Chaouch et a/ (2016) les souches C60T et PM18

a chaines droites des spores cylindriques d’une surface lisse. Tandis que, les souches C2T,
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G60 et HG29 ont des spores en spirales a surface lisse (Santhanam et a/Z, 2013 ; Driche et al,
2015 ; Khebizi et al, 2018) et la souche KNN35.1bTdu désert d'Atacama a chaine en spirale
ouverte de spore ornementée velue (Goodfellow ef al, 2017). Ainsi que, Boubetra et al
(2013) trouve qui la souche AC104 du Sahara algérien a des courtes chaines de 3 a 10 spores

qui ont la forme de crochets ou de spirales irréguli¢res avec 1 a 2 spires.
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4.2.3 Résultat de tolérance aux températures, pH, NaCl

Afin d’évaluer I’effet de la salinité contre ces souches d’actinomycétes, on trouve que la
majorit¢ des souches poussent en concentration des NaCl de 4-10%, donc ils sont des
bactéries halophiles (Fortas et aZ, 2017 ; Chaabane Chaouch et al, 2016 ; Belghit et a/, 2016
; Okoro et al, 2012 ; Driche et al, 2015 ; Santhanam et a/, 2012; Santhanam et a/, 2013 ;
Harwaniet al, 2019). Ainsi que, la présence de certaines souches pousse en concentration de
NaCl de 0 — 7% qui sont les suivants : PAL111, YIM 80379, HG29, KNN35.1b", AC104,
TRM 49605" et SA181T, cette tolérance a la salinité parmi de classifier les souches avec les
bactéries halotolérantes (Aouiche et al, 2012 ; Hozzein et al, 2004 ; Khebizi et al, 2018 ;
Goodfellow et al, 2017 ; Badji et al, 2006 ; Zhang et al, 2016 ; Boubetra et a/, 2013).

La température est un facteur important pour la croissance des souches d’actinomycetes,
aprés I’étude de la tolérance au ce facteur. Les résultats obtenus indiquent qui toutes les
souches de I’actinomycete sont mésophiles parce qu’ils poussent en température de 16 a 45°C
avec optimum entre 28 a 37°C (Fortas et aZ, 2017 ; Chaabane Chaouch et a/, 2016 ; Aouiche
et al, 2012 ; Belghit et a/, 2016 ; Okoro et a/, 2012 ; Goodfellow et a/, 2017 ; Hozzein et
al, 2004 ...etc). Sauf Harwani et al (2019) trouvent que la souche D8 du Thar dans le
territoire indien (une zone aride) pousse en température entre 25-55°C avec optimale 45°C, ce

qui indique qui la souche est thermophile.

Les résultats de Fortas et a/, (2017) ; Chaabane Chaouch et a/, (2016) ; Aouiche et al,
(2012) ; Belghit et a/, (2016) ; Okoro et al, (2012) ; Goodfellow et al, (2017) ; Khebizi et
al, (2018) ; Khebizi et al, (2018); Driche et al, (2015) ; Santhanam et al, (2012) ;
Santhanam et al/, (2013) ; Zhang et al, (2016) ; Harwani et al, (2019) ; Boubetra et al,
(2013) obtenus apres 1’étude de I’effet de pH indiquent que la plupart des souches poussent en
pH de 4 a4 11 avec optimum entre 7 et 8, donc ces résultats permettent de classifier les souches
avec les bactéries neutrophiles. Ainsi que, Badji et a/ (2006) et Hozzein et a/ (2004) trouvent
que la souche AC104 et YIM 80379" qui provient du désert de 1’Algérie et I’Egypte
successivement ont un pH optimal entre 9 et 10 ce qui permet de considérer ces deux souches

comme alcalinophiles.
4.2.4 Résultat des tests d'activité enzymatique

D'aprés les résultats des différents travaux, on remarque une biodiversit¢ métabolique

entre les souches d'actinomycetes.
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Les résultats des activités enzymatiques des 17 souches étudiées montrent que 58% des
souches ont une activité¢ amylolytique qui dégrade 1'amidon par I'enzyme amylase selon Fortas
et al (2017) ; Badji et al (2006) ; Aouiche et al (2012) ; Chaabane Chaouch et a/ (2016) ;
Harwani et a/ (2019) ; Driche et al (2015) ; Belghit et a/ (2016) et Khebiziet a/ (2018).

Les résultats obtenus de dégradation de caséine par Fortas et al (2017) ; Chaabane
Chaouch et a/ (2016) ; Goodfellow et a/ (2017) ; Khebiziet al (2018) et Badji et al (2006)
montrent que toutes des souches ont une activité protéolytique comme la caséine est

hydrolysée, cela signifie la production de caséinase et le reste article n'étudie pas le test.

Au niveau du test gélatine les résultats obtenus par Chaabane Chaouch et al (2016) ;
Driche et al (2015) ; Belghit et al (2016) ; Khebiziet a/ (2018) et Badji et al (2006)
indiquent que 29% des souches hydrolysent la gélatine, causée par la production d'enzymes
gélatinase. Aussi les résultats de Zhang et a/ (2016) et Fortas et a/ (2017) indiquent que 23%

des souches ne dégradent pas la gélatine.

D'apres les résultats de tween 80, la présence des halos opaque en forme de précipitation
sont des indicatifs d'une activité¢ enzymatique, dans lesquelles les acides gras libérées avec des
ions de Ca'™ par enzyme estérases. On remarque que 41% des souches possédent I’enzyme
estérase (Zhang et al 2016 ; Goodfellow et al 2017 ; Badji et a/ 2006 ; Chaabane Chaouch
et al 2016 ; Santhanam et a/ 2013 ; Santanam et a/ 2012 et Boubetra et a/ 2013).

Concernant la dégradation dexanthine, on remarque que 29 % des souches testées par
Santhanam et a/ (2013) ; Aouiche et a/ (2012) ; Driche et a/ (2015) ; Belghit et a/ (2016) et
Khebiziet al (2018) sont capables d'hydrolyser ce substrat par l'enzyme xanthine
déshydrogénase par contre Okoro et a/ (2012) ; Santanam et a/ (2012) et Chaabane Chaouch

et al (2016) indiquent que 17% des souches sont incapables a dégrader la xanthine.

Les résultats rapportés par Chaabane Chaouch et al (2016); Driche et al (2015) ;
Belghit et a/ (2016) et Khebizi et a/ (2018) montrent que 23% des souches d'actinomycetes
testées ont la capacité a 'hydrolyser 1’esculine par I'enzyme esculinase. Alors que, la souche

C2"du désert d'Atacama incapable d'hydrolyser I'esculine selon Santhanam ef a/. (2013).

Les résultats présentés par Santanamet a/ (2012); Dricheet a/ (2015) et Belghit et al

(2016) indiquent que 17%des souches étudiées capables de dégrader I'adénine ce qui indique

leur aptitude a produire 1'enzyme adénine désaminase par rapport Chaabane Chaouch et al
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(2016) ; Khebiziet al (2018) et Badji et a/ (2006) montrent que 17% des souches testées

n'hydrolysent pas I'adénine.

Selon Santhanam et a/ (2013) et Harwani et a/ (2019) les souches C2" et D8 possédent
une activité cellulolytique due a la présence d'enzymes cellulase qui dégrade la cellulose alors
que les résultats d'Okoro et al (2012) ; Santanam et a/ (2012) ; Chaabane Chaouch et al
(2016) ; Zhang et al (2016) ; Khebizi et al (2018) montrent que 29% les souches n'avaient

pas cette activité.

A partir du résultat de Harwani et a/ (2019) la souche D8 du Thar dans le territoire
indien posséde une activité pectinolytique qui permet la dégradation de pectine, et selon Badji

et al. (2006) la souche AC104 du Sahara algérien ne posséde pas cette activité.

Les résultats Harwani ef al (2019), la souche D8 présente une activité lipolytique

permettant la dégradation des lipides par I'enzyme lipase.

Selon Harwani et al (2019) et Zhang et al (2016) les souches D8 et TRM

49605 produisent I'enzyme catalase.

D'aprés les résultats ces dessus, ont remarqué que 35% des souches posséde une forte
activité enzymatique aussi 29% des souches sont moyennes et 35% des souches avec une
faible d'activité. Donc les souches d'actinomycétes du sol hyper aride indiquent une grande
activité enzymatique (activité amylolytique et protéolytique aussi l'enzyme estérase) et

certains capables d'hydrolyser gélatine, xanthine, esculine, adénine.

La présence de deux souches C2T et D8 possédent enzyme cellulase, deux souchesDS et
TRM 49605" qui province de désert d'Inde et Chine successivement produise I'enzyme

catalase et une seule souche D8 posséde une activité pectinolytique et lipolytique.
4.2.5 Résultat d'utilisation des carboxyles

Les résultats présentés par Fortas et a/, (2017) ; Chaabane Chaouch et al/, (2016) ;
Aouiche et al, (2012) ; Belghit et al, (2016) ; Okoro et al, (2012) ; Goodfellow et al, (2017)
; Hozzein et al, (2004) ; Khebizi et al, (2018) ; Driche et a/, (2015) ; Santhanam et al,
(2012) ; Santhanam et al, (2013) ; Zhang et al, (2016) ; Badji et a/, (2006) ; Harwani et al,
(2019) ; Boubetra et al, (2013) montrent que les souches d’actinomycétes utilisent les

carboxyles comme suivants : 64% mannitol, 52% fructose, 52% glucose, 52% xylose, 41%
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lactose, 41% rhamnose, 35% raffinose, 35% sucrose, 29% mannose, 29% maltose, 17%

salicine et 11% saccharose.

Mais il y a certains travaux montrent que les souches n'ont pas utilisé certains
carboxyles : 29% raffinose, 23% lactose, 23% salicine, 17% mannitol, 17% xylose, 17%
fructose, 17% sucrose, 11% maltose, 5% rhamnose et 5% mannose. Alors que41% des
souches possedent une forte capacité d'utilisation des différents substrats carbonés. Selon
Goodfellow et a/ (2017) et Badji et a/ (2006) les souches KNN35.1b"et AC104 qui provient
du Sahara d’Atacama et I’Algérie successivement ont une activité modérée et 41% des

travaux indiquent que les souches sont a faible activité.

Donc les souches d’actinomycétes du sol hyper aride ont une grande capacité
d’utilisation des différents carboxyles cela signifiés une grande activité enzymatique. Alors
les souches ont fortement utilisés le mannitol, fructose, glucose. Ensuite, moyennement
lactose, xylose, rhamnose, raffinose et sucrose. Enfin, maltose, mannose, salicine et

Saccharose sont a faible utilisation.
4.3 Résultats d'analyse d'ARN 16s des souches d'actinomycétes

Apres I’analyse de ’ARNr 16S des souches d’actinomycetes isolés des différentes
régions et leur pourcentage de similarité avec d’autres souches, on cite les résultats dans le
tableau 6. Les résultats signifient que la plupart des souches apparentaient au genre
Streptomyces (9 souches) (Aouiche et a/, 2012 ; Belghit et al, 2016 ; Okoro et al, 2012 ;
Goodfellow et al, 2017; Khebizi et al, 2018 ; Driche et al, 2015 ; Santhanam et a/, 2012 ;
Santhanam et a/, 2013 ; Zhang et al, 2016). Ainsi que, la présence de quelques souches de
différents genres (Planomonospor, Nocardiopsis, Actinomadura, Saccharothrix) (Chaabane
Chaouch et al, 2016 ; Hozzein et al, 2004 ; Badji et a/, 2006 ; Harwaniet al, 2019 ;
Boubetra et al, 2013).

Tableau 6. Les résultats génotypiques obtenus par 1’analyse de séquence d'ARNr 16S.

Les Genre, I’espéce ou la souche avec pourcentage de Référence
souche similarité

s
PM18 | Planomonospora rapproché a P. sphaerica JCM 9374T| (Chaabane
(99.2%) et P. parontospora subsp Antibiotica JCM 3094" Chaouch er al,
(98,81%)

2016)
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PAL11 | Streptomyces Rapproché a S ambofaciens ATCC 23877" | (Aouiche et al,
1 (99,7%), et par 98% pour Streptomyces collinus NBRC 2012)
12759 et Streptomyces violaceochromogenes NBRC 13100"
G61 Streptomyces Mutabilis NBRC 128007 (100% de similarité) (Belghit er al,
2016)

C60" | Streptomyces rapproché a S radiopugnans (99.4 %), | (Okoro et al,
Streptomyces sanyensis et Streptomyces nanhaiensis 2012)

KNN35 | Streptomyces étroitement liée aux souches de S. ghanaensis | (Goodfellow et

Ab" | et S viridosporus al, 2017)

YIM | Nocardiopsis étroitement lies avec N metallicus et N.| (Hozzein et al.,

80379T | exhalans (99,4 %), %), N. halotolerans et N. dassonvillei 2004)

(98,4 %), N. listeri et N. prasina (98,8 %), N. dassonvillei et
N. synnemataformans (99,3 %), et N. alba et N. prasina (99,0
%)

HG29 | Strepfomyces rapproché a S gancidicusNBRC 154127 | (Khebizi et al,

G60 | Streptomyces rapproché a S, coerulescens ISP 5146”7 and S, | (Driche et al,
bellus ISP 51857 (100 % pour chacun) 2015)

C63" | Streptomyces rapproché a S, coeruleorubidus NBRC 128447 et | (Santhanam et
Streptomyces  lusitanus  NBRC 134647 (99.1%) et al, 2012)
Streptomyces lomondensis NBRC15426" (98.9%)

C2" | Streptomyces rapproché a la souche type de S chromofiiscus | (Santhanam et
NRRL B-121757(99.1 %) et S. fragilis NRRL 2424 (98.9 %) al, 2013)

TRM | Streptomyces rapproché a S roseolilacinus NBRC 128157 | (Zhang et al,

49605 | (98.62 %), S. flavovariabilis NRRL B-16367" (98,45 %) et S. 2016)
variegatus NRRL B-163807(98,45 %).

ACI104 | Actinomadura rapproché a A. citrea et A mexicana (99.3%), | (Badji et al,
A.  citreaet A mexicana(99.3%), A maduracct A 2006)
macra(99.2%), A kijaniatact A. namubiensis (99.2%).et A
fibrosaet A macra(98.3%).

D8 rapproché a Nocardiopsis sp (97%) et rapproch¢ a N | (Harwani et al,
dassonviller 2019)
SA181T | Saccharothrix étroitement liée aux la souche S Jongispora | (Boubetra et al,

NRRL B-16113" (98,9 %), S xinjiangenis NBRC 1019117
(98,4 %), S texasensis NRRL B616347(98,2 %) et similitudes
avec les autres membres restants du genre Saccharothrix
étaient inférieurs a 97,9 %.

2013)
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Apres les résultats basés sur les critéres phénotypiques et I’analyse de I’ARNr 16S des
souches d’actinomycétes isolés de différentes régions présentent dans le tableau 7. On peut
détermine les souches PAL111, C60™ G60, TRM 49605 et C63"comme Streptomyces sp
(Aouiche et al, 2012 ; Okoro et al, 2012 ; Driche et al, 2015 ; Zhang et al, 2016 ;
Santhanam et a/, 2012), les souches YIM 80379' et D8 définie comme Nocardiopsis sp
(Hozzein et al, 2004; Harwaniet al, 2019).

Ainsi que les résultats de Chaabane Chaouch et a/ (2016) indiquent que la souche
PM18du Sahara algérien est Planomonospora sp.nov et de Badji et a/ (2006) indiquent que la
souche AC104 du sol saharien de 1'Algérie est Actinomadurasp.nov. Aussi Boubetra et al
(2013) trouvent que la souche SA181" d’une zone aride du sud de I'Algérie est Saccharothrix

sp.nov.

D’apres les résultats de Belghit et a/ (2016) ; Goodfellow et a/ (2017) ; Khebizi et al
(2018) et Santhanam et al (2013), les souches G61, KNN35.1b", HG29 et C2" sont
Streptomyces Mutabilis, Streptomyces asenjonii sp, Streptomyces gancidicus et Streptomyces

bullii sp. nov successivement.

Selon Fortas et al (2017), Les souches 10, C, MSI identifient par les critéres
phénotypiques uniquement et les résultats indiquent qui les trois souches sont des

Streptomyces sp.

Tous les résultats ci-dessus signifient que la plupart des souches apparentent au genre
Streptomyces (12 souches) (Aouiche et al, 2012 ; Belghit et al, 2016 ; Okoro et al, 2012 ;
Goodfellow et a/, 2017 ; Khebizi et al, 2018 ; Driche et a/, 2015 ; Santhanam et a/, 2012 ;
Santhanam et a/, 2013 ; Zhang et al, 2016). Ainsi que, la présence de quelques souches de
différents genres (Planomonospor, Nocardiopsis, Actinomadura, Saccharothrix) (Chaabane
Chaouch et al, 2016 ; Hozzein et al, 2004 ; Badji et al/, 2006 ; Harwaniet al, 2019 ;
Boubetra et al, 2013).

Tableau 7. Les résultats obtenus apres les tests génotypiques et phénotypiques.

Les Genre, ’espéce ou la souche Références
souches
PM18 Planomonospora sp. Nov (Chaabane Chaouchet al., 2016)
PALI111 Streptomyces sp (Aouicheet al., 2012)
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G61 Streptomyces Mutabilis (Belghitet al., 2016)

Cc60! Streptomyces sp. Nov (Okoroet al, 2012)

KNN35.1 Streptomyces asenjonii sp (Goodfellow er al, 2017)
bT

YIM Nocardiopsis sp. Nov (Hozzein et al., 2004)

80379"

HG29 Streptomyces gancidicus (Khebizi et al., 2018)
G60 Streptomyces sp. Nov (Driche et al, 2015)
Cco63! Streptomyces sp (Santhanam et al, 2012)
c2t Streptomyces bullii sp. Nov (Santhanam et al., 2013)
TRM Streptomyces sp (Zhang et al., 2016)

49605"

AC104 Actinomadura sp. Nov (Badji et al., 2006)

D8 Nocardiopsis sp (Harwani ef al., 2019)
SA181T Saccharothrix sp. Nov (Boubetra ef al,, 2013)
4.4 Résultats de recherche de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne et antifongique des souches d’actinomycetes provenant des
sols du Sahara de différentes régions a €té mise en évidence par la technique des cylinders
agar et la technique des stries croisée. Parmi les 17 souches actinomycéte isolées des sols du
Sahara, on a 7 souches a été étudie leur activité antimicrobienne (nommée C, MS1 et 10,

PALI11, G61, HG29, AC104).

Les résultats présentés par Aouiche et al (2012) ; Khebizi et al (2018) et Badji et al.
(2006) montrent que 42% des souches ont la capacit¢ de produit des substances contre
Bacillus subtilis. Aussi les résultats de Fortas et al (2017) ; Aouiche et al (2012) ; Belghit et
al. (2016) ; Khebizi et al (2018) (Badji et a/ (2006) montrent que toutes les souches ont une

grande activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus.

Les résultats de Fortas et a/ (2017) ; Aouiche et al (2012) et Badji et al (2006)
montrent que 71% des souches testées ont une activité antimicrobienne contre Escherichia
coli au contraire a la souche G61 que ne a pas une activité antimicrobienne selon les résultats

Belghit et a/ (2016).
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Aussi, on trouve que la souche HG29 n’a pas une activité antimicrobienne contre
Klebsiella pneumoniae selon Khebizi et al (2018). Au contraire des résultats de Fortas et al
(2017) ; Aouiche et al (2012) et Badji et a/ (2006) indiquent la présence de 57% des souches
possedent une activité antimicrobienne. En plus, les travaux d'Aouiche et a/ (2012) ; Khebizi
et al (2018) et Badji et a/ (2006), montrent qu’il 'y a aucune souche a une activité

antimicrobienne contre Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats rapportés par Fortas et a/ (2017) indiquent que 42% des souches sont
capables de produire des substances contre Pseudomonas fluorescens et la souche 10 a une
forte activité antimicrobienne vis-a-vis de cette bactérie. Alors que, Fortas et al (2017) ;
Aouiche et al (2012) indiquent que 42% des souches sont capables de produire des
substances contre Saccharomyces cerevisiae par contre Badji et a/ (2006) montrent que la

souche AC104 n’a pas une activité antimicrobienne.

Les résultats de Fortas et al (2017) ; Belghit et al (2016) et Badji et al (2006)
montrent que 57% des souches ont une activité antimicrobienne contre Candida albicans.
Ainsi que, Aouiche et al. (2012) ; Khebizi et al (2018) et Badji et a/ (2006) indiquent que

42% des souches n’ont pas une activité antimicrobienne contre Candida albicans.

Les résultats obtenus par Aouiche et al (2012) ; Belghit et a/ (2016) et Khebizi et al
(2018) montrent que 42% des souches possédent une grande activité contre Fusarium
culmorum et Aspergillus carbonarius. Ainsi que, Khebizi et a/ (2018) et Belghit et a/ (2016)

indiquent que 28% des souches ont une activité antimicrobienne contre Fusarium oxysporum.

Les résultats indiquent que la souche Streptomyces sp (10) présentait une activité
antimicrobienne supérieure aux autres souches suivie parles souches Strepfomyces sp
(PAL111), Streptomyces gancidicus (HG29) Actinomadura sp et Streptomyces Mutabilis
successivement. A la suite il y’a une activité mais moindre que I’autre pour Streptomyces sp

(MS1) et Streptomyces sp (C) successivement.
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Conclusion

L’objectif essentiel de ce travail était la mise en évidence des caractéres phénotypique
des souches d’actinomycétes de sol hyper aride ou les conditions physicochimiques

(température, pH, salinité...) sont extrémes et de voir ’activité antimicrobienne des souches.

A partir de quinze prélévements ensemencés dans des différents milieux d’isolement
puis purifi¢ on obtient dix-sept souches d’actinomycétes. Aprés caractérisation
morphologique, les colonies d’actinomycétes sont filamenteuses la plupart n’ont pas des
pigments diffusibles, d’un mycélium aérien et de substrat de différentes couleurs selon la

souche.

La majorité de mycélium de substrat est non fragmenté, ramifie pour certains souches
Streptomyces (Streptomyces sp. nov (C60"), Streptomyces sp (C63"), Streptomyces asenjonii
sp ;Streptomyces bullii sp.nov) et Planomonospora sp. nov. Aussi il se trouve sous forme
fragmentée en batonnets non mobiles pour la souche Saccharothrix sp.nov. La majorité de
mycélium aérien est fragmenté a chaine de spores ramifie de différent formes (cylindriques,
spirale, droite et bouclée... etc). La présence d’un mycélium aérien non mobile dans les

souches de Streptomyces (Streptomyces Mutabilis et Streptomyces sp (PAL111))

Les résultats de tolérance aux températures, pH et NaCl montrent que la majorité¢ des
souches d’actinomyceétes sont pousse en gamme de pH entre 4 et 11, en température de 16 a
45°C et en concentration de NaCl entre 4 et 10% avec la présence de certaines souches
halotolérantes, deux souches alcalinophiles (Nocardiopsis spnov (YIM 80379T) et

Actinomadura sp) et une souche thermophile (/a souche DS : Nocardiopsis sp).

D'apres les résultats des tests enzymatiques, on remarque la grande activité enzymatique
des actinomycetes du sol hyper aride, la majorité a une activité amylolytique et protéolytique
et sont capables d’hydrolyser le Tween 80, Certain hydrolyse la gélatine, xanthine, esculine,
adénine. La présence de deux souches (Streptomyces bullii sp et Nocardiopsis sp (DS))
possedent I’enzyme cellulase, deux souches (Nocardiopsis sp (D8) et Streptomyces sp (TRM
49605")) produises ’enzyme catalase et une souche Nocardiopsis sp (D8) posséde une

activité pectinolytique et lipolytique.

On conclut que les souches d’actinomycetes ont une grande capacité d’utilisation de

différents carboxyles. Ils ont fortement utilisé le mannitol suivi fructose, glucose et xylose ;
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Conclusion

mais on remarque une utilisation moyenne pour le lactose, rhamnose, raffinose et sucrose et

Mannose. Enfin Maltose, salicine et saccharose est utilisé a faible pourcentage.

Apres des criteres basés sur ARN 16S et caractéristique phénotypique, on trouve que
Streptomyces était le genre prédominant dans les souches actinomyceétes isolés a partir de sol
hyper aride suivi avec faible pourcentage le genre MNocardiopsis le reste genre de

Planomonospor, Actinomadura et Saccharothrix sont présenté avec trés faible pourcentage.

Parmi les 17 actinomycetes isolés des sols du Sahara, on a 7 souche a été étudie leur
activit¢ antimicrobienne (nommée C, MSI et 10,PAL111, G61, HG29, AC104) ont été
soumis a un dépistage antimicrobien contre les bactéries pathogenes, les levures et les
champignons, les résultats obtenus indiquent que la majorité des souches ont une forte activité
contre les bactéries Gram positive (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), les bactéries
négatives (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens), les levures
(Saccharomyces cerevisiae) et les champignons (Fusarium culmorum, Fusarium oxysporumi,
Aspergillus carbonarius). Aussi les moitiés présentent une forte activité contre Candida
albicans mais pas pour Pseudomonas aeruginosa. Ces résultats signifient que les
actinomycetes ont des activités antimicrobiennes a large spectre contre différentes bactéries

pathogénes, levures et méme champignons
Les perspectives

Les résultats obtenus indiquent que les actinomycetes des sols du Sahara sont des
sources potentielles de nouveaux composés antimicrobiens. Des recherches futures seront
nécessaires pour identifier les composés antimicrobiens produits, ce qui impliquera leur

purification et utilisation de différentes analyses chimiques par différents techniques.
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Annexe 1

Les compositions des milieux de culture

Milieu Composition Quantité Références
ISP2 Extrait de levure 4¢g
Extrait de malt 10g (Shirling et Gottlieb, 1966)
Dextrose 4¢g
Gélose 20g
Eau distillée 1 litre
ISP3 Farine d’avoine 20g (Shirling et Gottlieb, 1966)
Gélose 18,0 g
L'eau distillée 1000 ml
solution de sel 1,0 ml
ISP4 amidon soluble 10g (Shirling et Gottlieb, 1966)
K>2HPO4 lg
MgS04.7H.0 lg
NaCl lg
(NHa4)2 S04 2g
CaCo0s; 2g
Eau distillée 500 ml
Solution de sels 1 ml
ISP5 L-asparagine lg (Shirling et Gottlieb, 1966)
Glycérol 10g
K2HP04 lg
Eau distillée 11
Solution de sels 1 ml
Agar 20¢g
ISP9 Des sources de (Shirling et Gottlieb, 1966)
carbone stérilisées
(Mannitol,
Xlyose,
Rhammose,
glucose, le lactose,
le saccharose,
mannose, fructose,
maltose, sucrose) 1 ml/l

Milieu de  sel
minéral
Sels traces de
Pridham et
Gottlieb

milieu Bennett

Extrait de levure

1 g/L

(Kitouni et al., 2005)
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Extraitde beeuf lg/L
casaminoacides 2 g/L
Glucose 10 g/L
gélose 15 g/L
le milieu BM (NH4)2S0O4 2g/LL (Dricheet al., 2015)
NaCl 2g/L
KH2PO4 0.5g/L
KoHPO4 1g/L
MgSO4 0.2 g/L
géloselait Caséine 5,0g/1 (Viswanathan et al, 2015)
écrémé Extraitde levure, 2,5¢g/1
Dextrose 1,0g/1
Lait écrémé 28,0¢g/1
gélose 20g/1
pectine agar Pectine S5¢g/1 (Saoudier al, 2015)
Extraitde levure S5¢g/1
Peptone S5g/1
KH2PO4 lg/1
MgSOs. TH2O 0,01g/1
gélose 20g /1
milieu de sel | (NH4) SO4 2.64 ¢ (Shirling et Gottlieb, 1966)
minéral KH2P04 2,38¢
KoHPO4* 3H20 565¢g
MgS04 * TH2O 1,00 g
Eau distillé 1,00 litre
agar 150¢g
gélose de bile- | Extrait de viande 3g/L http://stl.bgb.liberte.
esculine Peptones 17g/L free.fr/microbio_fiches/beal.pdf
Extrait de levure S5g/L
Citrate de sodium | 1g/L
Citrate de fer 0,5g/L
Chlorure de
sodium Sg/L
Esculine lg/L
Bile de beeuf 10g/L
Azide de sodium 0,25g /L
Agar 13g/L
GYP Glucose lg (Sunithaer al, 2013)
Extrait de levure 0,1g
Peptone 0,5¢g
Agar 16 ¢g
Eau distillé 1000 ml
Milieu pomme | Gélose 15g/L https://www.lustiner.com/Articles
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de terre  de | Dextrose 20g/L /1834037/Pomme-de-terre-
dextrose (PDA) | Extrait de pomme |4 g/L gelose-
de terre Potato-Dextrose-Agar-PDA-Bio
Chemika-pour-microbiologie-
/search
GLM Extrait de levure 3g/l
Extrait de malt 3g/l (Kitouniet al., 2005)
Peptone 5¢g/l
Glucose 10/1
gélose 20g/1
gélose au jaune | Digestion 15¢g
d'ceuf pancréatique  de https://microbiologie-clinique.
caséine com/1%C3%A9cithinase.html
Vitamine K1 10g
Chlorure de|5¢g
sodium
Digestion papa de | 5 g
farine de soja
Extrait de levure 5¢g
L-cystine 0,4¢g
Hémine 5¢g
Emulsion de jaune | 100,0 ml
d'ceuf
gélose 20g
Gélose chitine- | Chitine 2g (Belghiter al, 2016)
vitamines K>2HPO4 0,35¢g
KH2PO4 0,15¢g
MgSO4 0,2¢g
NaCl 0,3¢g
CaCoOs 0,02 g
FeSO47H>O 10 mg
ZnSO47H>0 1 mg
MnCL4H>O 1 mg
Gélose 18 ¢g
Eau distillée 1 Litre
Milieu A Glucose 10g/L (Hozzein et al., 2004)
Peptone S5g/L
Extrait de levure 5¢g/L
K2HPO4.3H,0 lg/L
MgS0O4.7H,0 0,2g/L
Na2COs 10g/L
Gélose 15g/L

Gauze's no. 1

Amidon soluble

20g/L

(Zhanget al., 2016)
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KNO; lg/L

K2HPO4 0,5g/L

MgS045H,0 0,5¢g/L

NaCl 20g/L

FeSOS47H20 0,01 g/L

Gélose 20g/L
Gélose chitine- | Chitine 2g (Masayuki et Hideo, 1987)
vitamines B K2HPO4 0,35¢g

KH2PO4 0,15¢

MgSO04, 7TH20 0,2¢g

NaCl 200 g

CaCO3 0,02 g

FeSO4, 7TH20 10 mg

ZnS04, TH20 1 mg

MnC12, 4H20 1 mg

Agar 18 g

Eau distillée 1000 ml
Gélose acide | Acide humique lg* (Masayuki et Hideo, 1987)
humique NasHPo 0,5¢g
vitamine KCI 1,71 g

MgS04, 7TH20 0,05¢g

FeSO4.7H~O 0,01 ¢g

CaCO3 0,02 g

Vitamines B | **

Cyelohexinaide 50mg

bourrin

Gélose 18 ¢

Eau distillée 1 Litre
Gélose raffinose | La raffinose 10g (Vickerset al., 1984)
histidine L-histidine lg

MgS04-7H20 0,5¢g

FeS04-7H20 0,01 g

K2HPO 1,0g

bacto-agar (Difco) | 12,0 g

Eau distillée 1 Litre
gélos¢ a la | DifcoBacto- 10g (Gonzalo, 1956)
peptone peptone

NaCl 5¢g

CaClI2.1H20 0,1¢g

Eau distillée

1000 ml
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Les réactifs utilisés aux milieux

Réactif / solution Composition Quantité Utilisation
solution de sel FeS04. 7TH20 0.1g Utiliser dans les
milieux ISP 3, 4, 5et7
MnCL*4H>O 0.1g
(Shirling et Gottlieb,
ZnS04.7H2,0 0.1g 1966)
Eau distillée 100 ml
Sels traces de CuSOs4 * 5 H>0 0.64 ¢ Pour ISP9
Pridham et . .
Gottlieb FeSO4*7H,0 0.11g (Shirling et Gottlieb,
1966)
MnClZ * 4H20 0.79 g
ZnS04 * TH2O 0.15¢g
Eau distillé 100 ml
trace éléments MnCl; - 7H,0 l1g/l Pour pesctine agar
FeSO4 - TH2O lg/l (Saoudiet al., 2015)
ZnS0s4 - TH,0 lg/l
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Résumé

Dix-sept souches d'actinomycétes ont été isolées a partir des échantillons provenant des différentes
régions du sol hyper aride. Aprés I'étude phénotypique les souches d'actinomycétes sont filamenteuses de taille
(1 — 5um) avec une grande activité enzymatique et capacité d’utilisation des différents carboxyles. La majorité

des souches d’actinomycétes sont mésophiles, neutrophiles et halophiles.

Aprés des critéres basés sur ARNr 16 S et caractéristique phénotypique on trouve que Strepfomyces est
le genre prédominant entre les souches actinomycétes étudie suivi avec faible pourcentage le genre
Nocardiopsisle reste genres de Planomonospor, Actinomadura et Saccharothrix sont présents avec trés faible
pourcentage. Ainsi que, les résultats obtenus de 7 souches aprés un dépistage antimicrobien indiquent que les

isolats ont une grande activité antimicrobienne contre la plupart des microorganismes pathogénes testés.

Mots clés : actinomycetes, étude phénotypique, ARNr 16S, activité antimicrobienne

Abstract

Seventeen strains of actinomycetes were isolated from samples from different regions of the hyper arid
soil. After the phenotypic study, the strains of actinomycetes are filamentous in size (I - Sum) with great
enzymatic activity and capacity to use different carboxyls. The majority of strains of actinomycetes are

mesophiles, neutrophils and halophiles.

After criteria based on 16S rRNA and phenotypic characteristic, found that Streptomyces was the
predominant genus amonngactinomycete strains studies followed with low percentage the genus Nocardiopsis
the rest genus of Planomonospor, Actinomadura and Saccharothrix are presented with very low percentage. The
results obtained from 7 strains between them after antimicrobial screening indicate that the isolates have high

antimicrobial activity against most of the pathogenic microorganisms tested.

Keywords: actinomycetes, phenotypic study, 16S rRNA, antimicrobial activity




