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Introduction

Introduction :

Selon le rapport de 1’organisation mondiale de la santé (OMS ), publier en 2018, révelent
I’existence de niveaux élevés de résistance aux antibiotiques dans le monde, en revanche , les
bactéries résistantes les plus souvent signalées sont Echerichia coli , Klebsiella pneumoniae
,Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae suivies de Salmonella spp. Cette
résistance est due principalement a 1’utilisation abusive des antibiotiques, ce qui a limiter
I’utilisation de certains antibiotiques d’une part, et d’autre part a favoriser ’apparition de
certaines souches bactériennes multi résistantes ou résistant a tous les antibiotiques existant
dans le marché (Elbendary et al., 2018., Aouiche et al., 2014., Tilmann,W., and
Hyun.K.,2016).

Devant cette situation grave, la découverte de nouveaux antibiotiques est devenue une
urgence mondiale, les microorganismes du sol, dont les actinomyceétes, bactéries a Gram
positives avec G+C élevé, peut apporter la solution ( Pathalme et al .,2016 ; bensultana et al
., 2010), en effet, ces bactéries sont la source de plusieurs molécules utiles comme les
antibiotiques, les antifongiques, les anticancéreux , les antiparasitaires ainsi que les herbicides
et les pesticides(Pathalme et al.,2017). Parmi les actinomyceétes, le genre Streptomyces, qui
lui seul fourni 70 % des antibiotiques utilisés pour le traitement de différentes maladies
infectieuses (Nguyen et kim. ,2015).

Parmi les stratégies suivies pour I’obtention de nouvelles souches d’actinomycetes qui
produits des nouveaux antibiotiques, est I’exploitation des nouveaux habitats (Meklat et al.,
2011), dont le sol aride du Sahara algérien, comme la région de Laghouat, en effet, une
nouvelle souche doit contenir des nouveaux génes qui doivent produits des nouvelles

molécules bioactives dont les antibiotiques.

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail, qui vise a isoler des souches

d’actinomycetes, a partir du sol de Laghouat, et évaluation de leurs activités antimicrobiennes.

La démarche suivie de notre travail est :

7/

% L’isolement des actinomycetes a partir des échantillons du sol prélevés de différents sites

de la wilaya de Laghouat.

>

K/
*

Etude de I’activité antibactérienne des souches isolées vis-a-vis des souches testées.

)

X/
°e

L’extraction, a partir de milieu liquide, des molécules bioactives de I’isolat sélectionné et

a détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI).
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1. Généralité des actinomycetes :

Les actinomycetes sont des bactéries Gram positif a haute teneur en G+C de 63% a 78%, elles
se distinguent par la formation d’hyphes filamenteux qui se différencient pour produire des
spores (Madigan et Martinko., 2007 ;Nguyen et kim ., 2015) .

Les actinomycetes ont été considérés comme un groupe intermédiaire entre bactéries et
champignons (Ryandini et al.,2018). et leur structure sont des procaryotes typiques
(Anandan et al.,2016., Ryandini et al.,2018,). La paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni

cellulose mais de peptidoglycane (Taibi et al., 2012) .

Les actinomycétes classiques ont un mycélium radial bien développé et plus fin, qui peut étre
divisé en myceélium de substrat et mycélium aérien lorsqu’il se développe sur une surface
solide (Figure 1) (Qinyuan et al.,2016).

Leur morphologie, cependant, varie entre les différents genres, de forme cocci (Micrococcus),
batonnet (Mycobacterium), des hyphes ramifiées porteur de spores telle que
(Micromonospora), polymorphes (Nocardia) et actinobactéries qui sont produites a partir des
hyphes aériennes ramifiées de 0.5-2 um de diamétre comme Streptomyces (Hamedi et

Poorinmohammad.,2017).

Elles sont principalement, aérobies mais certains genre peuvent étre des anaérobies facultatifs,
voir méme des anaérobies stricts (Actinomyces), hétérotrophes, saprophytes (Tortota et
al.,2003., Bouali et al.,2017),ne sont pas mobile, chez quelques genres dotés de mobilité,
celle-ci est limitée aux spores flagellées. la plupart des spores d’actinomycétes ne sont
cependant pas particulierement résistantes a la chaleur, mais elles supportent bien la

dessiccation (Prescotte et al., 2010).

Les actinomycétes sont genéralement mésophiles (température optimale de croissance et entre
de 25°c a30°c, d’autres sont thermophiles qui peuvent croitre & des températures de 55°c a

65°c (Anandan et al.,2016).

Concernant le pH, la plupart des actinomycetes sont neutrophiles mais il existe également

d’autres qui sont acidophiles (Wang et al., 2006).

Parmi les actinomycetes, il y a également des espéces halophiles et halotolérantes (Arasu et
al.,2016), qui possede la capacité de croissance dans des milieux contenant différentes

concentrations de sel (Qinyuan et al.,2016). La présence d’actinomyceétes dans des




Revue bibliographique

environnements fortement salins et la tolérance de ces organismes a des concentrations
élevées de sels ont été décrites par nombreuses chercheuses en Algérie (Boudjelal et
al.,2010., Meklat et al.,2013).

St de 2

il

Figure 1 : colonie d’actinomycétes en croissance sur gélose (prescott et al., 2010).
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2. Classification :

Le bergey classe

les actinomycétes selon les données de ’ARNr 16s dans le domaine

Bacteéria et phylum des actinobacteria qui comprend 6 classes, 6 ordres, 14 sous-ordres et 56

familles (figure2) (Mohammadipanah et Dehhaghi., 2017).

FAMILIES SUBORDERS
Micromonasporaceae 3 Micromonosporineae |
Frankiacege
2 Acidothermaceae
Sporichthyaceae Frankineae
Geodermatophilaceae
Microsphaeraceae
— Pseudonocardiaceae 3 Pseudonocardineae
Streptomycetaceae 2 Streptomycinege
Nocardiaceae 1
Gordontaceae
4 Mycobacteriaceae Corynebacterineae
Dietriaceae
Tsukamurellaceae
Corynebacteriaceae J
Intrasporangiaceae 1
Dermabacteraceae
I Jonesiacea
Brevibacteriacege
Dermatophilaceae Micrococcineae
Micrococeaceae
e Promiicromonosporaceae
{————— Cellulomonadaceae
Microbacteriaceae 3
Actinomycetaceae 2 Actinomycineae
Propionibacteriucea a Propionibacteineoe
Nocardioidaceae .
Streplosporangiaceae T '
Thermomonasporaceae Streplosporangineae
Nocardiopsaceae :
] Glycomycelaceae Glycomycineae
Bifidobacteriaceae
Acidimicrobiaceqe
Corlobacterlaceae
1 Sphaerobacteraceae
Rubrobacteraceae

3%

| I |

ORDERS

Actinomycetales

Bifidobacteriales
Acidimicrobiales
Cortobacteriales
Sphaerobacterales

__| Rubrobacterales

Figure 2 : la classification du phylum des actinobactéria (prescott et al., 2010).
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3. Ecologie et la distribution des actinomycétes:

Les actinomyceétes font partie du groupe de microorganismes les plus largement distribué dans
la nature. on les trouve en abondance dans tous les sols (Erraki et al., 2007)les sols sableux
Jles sols alcalins ,les sols de forét et les sols sahariens (Rachniyom et al., 2018).ils vivre
aussi dans les eaux douces ,les mers et les océans, a la surface des plantes et des animaux, et
dans leurs cellules ou leurs cavités (Rahman et al.,2011) .certaines actinobactéries peuvent
vivre dans des environnements extrémes, tels que les déserts chauds ,les sites polaires , les
sols acides ou alcalins et les nappes phréatiques profondes mer et de nombreux autres habitats
inhabituels (Hamedi et wink.,2017), ces environnements ont fourni une source utile de
nouveaux composes biologiquement actifs (Shrivastava et al., 2017).
Au niveau de la rhizospheére, les actinomycétes du type Frankia forment des associations
symbiotiques avec des plantes actinorhiziennes, cette association permet de fixer d’azote
atmosphérique (Rehan et al ., 2016).
4. Métabolisme secondaire des actinomycetes :
Le groupe des actinomyceétes est la meilleur source de composés naturels bioactifs qui ont la
capacité de synthétiser différents métabolites secondaire utilisé en médecine telle que les
antibiotiques, antitumoraux, herbicides, pesticides et les enzymes (Noori et al., 2017 ; Nguen
et al.,2015).
Qui est responsable de la production d’environ 75% du total des composés bioactifs, y
compris des antibiotiques. Dont plus de 70% sont produits par le membre du genre
Streptomyces (Zothanpuia et al., 2017 ; Khater et al., 2016).
Actuellement, environ 160 antibiotiques ont été utilisés en thérapeutique humaine et en
agriculture, et 100 a 120 de ces composés, dont la streptomycine, I’érythromycine,
gentamicine et d’autres antibiotiques sont produits par les actinomycétes (Jiang et al., 2016 ).
La majorité de ces métabolites secondaires sont produits par les voies métaboliques des
polyketide synthase (PKS) et des non ribosomaux peptides synthétase (NRPS) (Undabarrena
et al., 2016).
Les polyketides sont un groupe important de metabolite secondaire possede une varieté
remarquable dans leur structure et aussi dans leur fonction. Ces métabolites présentent des
activités biologiques variées :

» Antibiotique par exemple la tétracycline, érythromycine.

» Antifongique : I’amphotéricine B et nystatine.

» Antiparasitaire : avermectine.
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» Anticancéreux : doxorubicine.

» Immunosupresseurs : rapamycine (figure3) (Risdian., 2018 ;Sehen.,2003).
De nombreux métabolites secondaires sont également produits par des NRPS tels que les
antibiotiques : vancomycine et daptomycine.
On peut également citer des molécules ayant  d’activités, comme la cyclosporine

(immunosppresseur) ou encore la bléomycine (antitumeur).

OH
OH O OH 0 O

Tétracycline
(cycline, Streptomyces rimorus)

OH
NH,
{ L i
O O
0
Ci o =)
0. 0.

Vancomycine
(glycopeptide, Amycolatopsis orientalis)

Figure 3 : la structure chimique de certaines molécules bioactif produit par les
Actinomycetes (Risdian., 2018).
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1. Echantillonnage :
Cing échantillons du sol agricole ont été prélevés a partir de différents sites de wilaya de

Laghouat (figure 4), durant le mois de janvier 2019.
A l'aide d’une grande spatule stérile, les cinq premiers centimétres de la couche superficielle
du sol sont écartés, et une quantité de 50 grammes du sol sont prélevés par une petite spatule,

qui est placée sur une feuille d’aluminium (Kitouni et al.,2005).

El Assafia 1
w«é—z
Centre-ville =

| Hamda

Tadjmout

Figure 4: carte géographique indiquant les sites de prélévement des échantillons dans la
wilaya de Laghouat.

2. Isolement des actinomycétes a partir du sol :

2.1 Séchage
Les échantillons des sols ont été séchés a la température ambiante pendant 5 jours pour
réduire la croissance des bactéries indésirables (Thawai.,2018).

2.2 Les milieu des cultures utilisé :
L’isolement des souches d’actinomycétes a été réalisé sur le milieu caséine amidon agar :
10g/l amidon, 0.3g/l caséine, 2g/l KNo3, 2g/l Nacl, 29/l K2Hpo4, 0.05g/l Mgso4, 0.02¢g/I
caco3, 0.01g/l Feso4, 18g/l Agar.

2.3 Preparation de la suspension de dilution et ensemencement :
L’isolement a été réalisé par la méthode de suspension de dilution, en effet, la suspension
mere est préparée par 1’addition de 10g de sol dans 90 ml d’eau physiologique stérile, ce qui
constitue la dilution 107, une série de dilution de 10" a 107%, et ensuite préparé aprés
homogénéisation de la solution mére a I’aide d’un vortex(figure 5).
Un volume de 1 ml des deux derniéres dilutions (10#,10°) est ensemencé par inondation a la

surface de milieu de culture CAA, avec deux répétitions pour chaque dilution.
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Les boites ensemencées sont incubées a 30°C pendant 2 a 4 semaines et examinées

régulierement (Ganesan et al., 2017 ;Zhang et al., 2016).

(o g

9ml
Soil sample with sterile
water water
1:10 1:100 1:1000

Figure 5: technique de préparation des dilutions décimales.

3. Observations microscopiques :
Toutes les colonies qui se rapprochant par leur aspect macroscopique aux actinomycetes,
colonies durs et incrustés dans la gélose, sont observées au microscope optique
(Grossissement x 100), en utilisant la coloration simple par le bleu de méthylene
(Boughachiche et al., 2005 ;Bouznada et al.,2016).

4. purifications des isolats :
Les colonies présentant les criteres des actinomycétes ( leur aspect macroscopique) sont
repiquées et purifié sur le méme milieu caséine amidon agar par la méthode de strier. cette
opération est répétée jusqu’a I’obtention de souche pure (Nguyen et al.,2015).

5. Conservation des d’actinomycétes :
Apres I’isolement et purification, les isolats ont été conservé a la fois sur des pentes de gélose
inclinée a 4°c et sous forme de suspensions de glycérol a 20% puis conservé a la température
de -20°c (Meklat et al., 2014 ; Hamedi et al., 2011).

6. Mise en évidence ’activité antibactérienne :

Les isolats d’actinomycetes sont d’abord ensemencé a la surface du milieu de production par
striées tres serrées afin d’obtenir un tapis microbien (Aouiche et al.,2012). Ensuite, les boites

sont incubées a 30°c pendant 14 jours.
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6.1 Préparation d’inoculum :
Six souche bactériennes sont utilisé pour ce test, dont trois bactéries a Gram positif : Bacillus
cereus(ATCC 25921), et Bacillus subtilis(ATCC 6623), Staphylococcus aureus(ATCC 6538),
et trois bactéries a Gram négatif Escherichia coli(ATCC 8739), et Klebsiella pneumoniae ,et
pseudomona aeruginosa(ATCC27853).
Ces bactéries tests sont d’abord ensemencées dans le bouillon Muller Hinton (MH), puis
incubées a la température de 37°C pendant 18 heures.
A partir de cette culture jeune, une suspension bactérienne a été préparée, par mesurer de la
densité optique a la longueur d’onde de 620nm de maniére a obtenir une absorbance entre
0.08 a 0.1 (0.5 McFarland), en effet cette suspension corresponde a une charge microbienne
de 107 a 108 cellules /ml. Cette suspension est ensuite ensemencée sur le milieu MH a I’aide
d’un écouvillon stérile (Kitoni et al., 2005).

6.2 Technique de cylindre agar :
La technique de cylindre d’agar consiste a prélever des cylindres de 6 mm de diamétre, de
culture d’actinomycétes de 14 jours, qui seront déposés sur le milieu Muller Hinton gélosé,
préalablement ensemencé en surface avec une bactérie testée. Les boites sont ensuite placées
a 4°c pendant 1 heure pour permettre une diffusion des substances antimicrobienne. Les zones
d’inhibition sont mesurées apres 24 heures a 37°c (selama et al., 2014).

7. Extractions des molécules bioactives :

La meilleure souche qui montre 1’activité antibactérienne la plus intéressante est ensemencee
dans un Erlenmeyer de 250ml contenant 100 ml du milieu de production liquide 5294 : 10g/I
amidon, 2g/l extrait levure, 109/l glucose, 109/l glycérol, 2.5g/l Corn Steep Liquior, 2g/I
peptone, 1g /I Nacl, 3g/l Caco3.
L’Erlenmeyer est incubé sous agitation a (250 rpm) a la température de 30°C, apres 7 et 14
jours d’incubation, la culture est mélangée avec le méme volume de solvant organique,
I’acétate d’éthyle, le tout est maintenu Sous agitation pendant 30 min a la température de
30°C. Le mélange est ensuite centrifugé pendant 10 min a la vitesse de 3000g. Le surnageant,
est transférée dans un ballon.
L’extrait organique obtenu est évaporé sous vide a 40°C dans un évaporateur rotatif puis
repris dans 1ml de méthanol (Joachim., 2017).
L’extrait brut méthanolique ainsi préparé, est testé pour leur activité antibactérienne par la
méthode des disques de papier (6 mm de diamétre) imprégnés par 20ul d’extrait (Ryandini.,
2018).
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Aprés séchage, les disques sont deéposes a la surface du milieu Muller Hinton qui est
ensemencé par les souches tests.
Les boites sont placees a 4°c pour permettre une diffusion des substances puis sont incubées a
37°C, les zones d’inhibition sont mesurées apres 24h d’incubation (Erraki et al., 2007).

8. Détermination de la concentration minimale inhibitrice
La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait brut de la meilleur isolat qui montre

I’activité antibactérienne la plus importante, a été réalisée dans des plaques a 96 puits.

20 pl de I’extrait brut méthanolique concentré a 110mg/ml, a été ajouté dans le premier puits,
ensuit, 150ul de la suspension de la souche testée (DO : 0.08 a 0.1) sont ajoutés dans chaque
puits de la premiére colonne, puis 130ul supplémentaires ont été ajoutés dans le premier

puits.

Aprés mélange du premier puits, 150ul du mélange sont transférés dans le puits suivant, ce
qui représente la dilution Y%, I’opération est répété jusqu’au le dernier puits et 150ul rejeté
pour avoir le méme volume des autres puits. Le méthanol a été utilisé comme contrdle négatif
(figure 6).

Aprés ces dilutions a %, la plaque est incubée a 37°c pendant 24 a 48 heures (Joachim.,
2017).

150p! de la suspension 201 de
dela souchetesté |'extrast Témoin

e /
i
T

Figure 6 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice par la méthode de
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1. Résultats de I’isolement des actinomycetes :

Les colonies d’actinomyceétes apparaissent, aprés 21 jours d’incubation, sur le milieu CAA,
elles sont reconnues par leur aspect macroscopique, colonies dures incrustées dans la gélose,
et microscopique, aspect filamenteux et ramifier. Les résultats obtenus sont présents dans le

tableau 1.

Tableau 1 : Nombre des souches d’actinomycétes isolé a partir de chaque échantillon du

sol.

Tadjmout Hamda | El Assafia El Ghicha | Centre-ville

Nombres des souches

5 4 9 4 10
12
10
8
6
B nombres des souches
4
2 I
0 T T T T 1
Tadjmout Hamda El Assafia El Ghicha Centre-Ville

Figure 7 : Nombres des souches isolés a partir de chaque échantillon du sol prélevé de
cing régions de la wilaya de Laghouat.

Au total, 32 isolats d’actinomyceétes ont été isolés a partir de cing régions différentes de
Laghouat.

Ce nombre faible d’isolat obtenu peut étre expliqué par la période d’échantillonnage
effectuée pendant I’hiver (le mois de Janvier). Selon, Logman et al., 2009, la densité
d’actinomycetes dans le sol ce varie en fonction de la saison de prélevement, en effet, elle est
égale a 20% en printemps, alors que en hiver, la densité d’actinomycétes chute a 13 %, ce qui

corresponde au nombre le plus faible d’actinomycétes par rapport aux autres saison, alors que
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en automne, la densité d’actinomycetes dépassent 30% de la flore microbienne totale, ce qui

représente le nombre le plus éleve.

Selon les résultats représentés dans le tableau 1, le sol du centre-ville et EI Assafia semble étre
riche en actinomycétes, en effet, 10 isolats ont été obtenus a partir de la premiére région, alors
que la deuxiéme région a donner 9 isolats d’actinomycétes. Alors que les trois régions
restent, Hamda, Tadjmout et EI-Ghicha, donnant un nombre plus faible d’actinomyceétes, par

rapport aux deux premiéres régions, qui ne dépasse pas 4 a 5 isolats respectivement (figure7).

Plusieurs facteurs environnementaux influent sur la distribution des microorganismes dans le
sol, en particulier, I’humidité, le pH, la température, la teneur en matiere organique et la
nature de végétation (Mareckova et al., 2015). Cela peut expliquer la différence en nombre

d’actinomycetes obtenus a partir de chaque échantillon du sol.

2. Pactivité antibactérienne des isolats d’actinomycetes vis-a-vis des

souches testées :

Les résultats de [Dactivit¢ antibactérienne des isolats d’actinomycétes contre les

microorganismes testés sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : résultats de I’activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes vis-

a-vis des souches testées (mm).

Les isolats

B. Cereus

B. subtilis

K. pneumoniae

p. aeruginosa

S. aureus

R2

R3

11

R4

R5

22

20

22

R7

R9

11

10

T1

T4

Gl

A2

H3

A8

T3

H4

T2

A3

Total
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Les reésultats obtenus montrent que parmi les 16 souches testées, 6 isolats présentent une
activité antibactérienne, alors que les 10 isolats restent ne présente aucune activité (Figure
10).

La formation des zones d’inhibition autours des cylindres est due a la production des

molécules bioactives par les isolats d’actinomycetes.

L’absence d’activité antibactérienne chez certains isolats d’actinobactéries vis-a-vis des
germes testés pourrait étre rendu soit a la résistance des souches testés vis-a-vis les molécules
antimicrobienne secrétes par ces isolats d’actinomycetes, ou bien ces dernier ne secretS pas

des métabolites a activité antimicrobiennes.

30
25
20 HR3
H R5
15 mR9
HH3
10 mT3
mA3
5 -
0 T T T T T
B.cereus B.subtilis E.coli K.pneumoniae P.aeruginosa S.aureus

Figure 8 : activité antibactérienne des isolats actives contre les souches testées.

Selon le figure8, L’isolat R3 a été actif uniquement contre la bactérie a Gram négative K.
pneumoniae. Alors que I’isolat A3 a été actif uniquement contre la bactérie a Gram positif (S.
aureus), alors que les quatre isolats (R5, R9, H3, T3) sont actifs contre la bactérie a Gram

négatif K. pneumoniae et la bactérie a Gram positif B. cereus, B. subtilis, S. aureus.

Les plus grandes zones d’inhibition ont été obtenus avec la souche R5 contre S.aureus (27

mm), K. pneumoniae (22 mm) et B. subtilis (20 mm).
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Aucun isolat d’actinomycetes n’a montré une activité antibactérienne contre les deux souches

testées E. coli et P. aeruginosa .

14

12 -

10 A

B nombres des souches active

Figure 9 : nombres des souches d’actinomycétes actives contre les bactéries testées

Gram+ et Gram-.

Les bactéries a Gram positif ont été plus sensibles aux molécules bioactives sécretes par les 6
isolats actifs (13 activités observées) par rapport aux bactéries a Gram négatives (5 activités
observées) (figure 9), cela peut étre expliqué par I’existence d’une structure membranaire
externe composé de lipopolysaccharide chez les bactéries a Gram négatives, qui rend la paroi
imperméable aux passages des molécules lipophiles, tandis que la paroi des bactéries a Gram
positif est composée uniquement de peptidoglycane épais qui ne constitue pas une barriére de

perméabilité efficace (Sateech et al ., 2011).

Les résultats obtenus confirment que les actinomycétes du sol constituaient une source
puissante de nouveaux antibiotiques et qu’ils présentaient un potentiel antagoniste vis-a-vis
des organismes de test capable de controler divers organismes pathogenes (Rakshhanya et
al., 2011).
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B.cereus B. subtilis

S. aureus K. pneumoniae

B. subtilis

B. subtilis B.cereus

Figure 10 : Test d’activité antibactérienne des isolats d’actinomycétes.
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3. étude morphologique des souches actives :

Les isolats obtenus formant des colonies séche, rugueuse, avec un mycélium aérien surmonté
d’un mycélium de substrat, ils sont différentes tailles, différents aspects (poudreuses, réguliere
ou non,) de forme variable (bombé, aplatie...ctc) et de différentes couleurs (Jaune, Blanc,

Orange, Marron, Gris).

La plupart des isolats formant un mycélium de substrat stable ou fragmenté. Les chaines de

spores formées sont soit droites, ramifier ou spiralé.

a b

Figure 11 : observation macroscopique (a) et microscopique (b) du mycélium aérien de
I’isolat R5 (10 x100).

Figure 12: observation acrosca)ique (a) et microscopique (b) de mycélium aérien de
I’isolat R9 (10x100).
L’isolat RS et R9 formant une longue chaine des spores ramifiées (figure 11 et 12).

16




Résultats et discussions

Figure 13: observation macroscopique (a) et microscopique (b) de mycélium aérien
de P’isolat T3 (10%100).

L’isolat T3 forme une court chaine de spores ramifiées (figure 13).

Figurel4 : observation macroscopique (a) et microscopique (b) du mycélium aérien
des Isolats H3 (10x100).

L’isolat H3 forme un mycélium aérien porte a I’extrémité des courtes chaines des spores
ramifiées (figure 14).

Selon la description des genres d’actinomycétes dans le 5eme volume de Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology(Genilloud,O.,2012).le genre d’actinomycete qui se rapproche par
leur morphologie microscopique aux isolats caractérises, mycélium aérien qui porte des
chaines de spores longues ou court, ramifié ou droit, est le genre Streptomyces.
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4. Résultats de ’extraction des molécules bioactives a partir de la souche R5 :

L’isolat R5, qui présente une bonne activité antimicrobienne contre les agents pathogenes, a

été sélectionné pour I’extraction de ces métabolites secondaires.

Aprées 7 et 14 jours d’incubation de la souche RS, I’extraction a été réalisée, a partir de milieu
liquide, par I'utilisation du solvant acétate d’éthyle, I’extrait brut préparé a été testé, par la
méthode de disque, contre différents microorganismes testés et les résultats obtenus sont

représentes dans le tableau 3.

Tableau 3 : Activité antibactérienne de I’extrait brute de I’isolat RS par la méthode de

disque de papier contre différentes bactéries teste (mm).

L’isolat R5
Souches testés Incubation pendant 7 jours Incubation pendant 14 jours
B. cereus 18 22.6
B. subtilis 15.5 20
S. aureus 11.6 12.7
P. aeruginosa 21 -
E. coli 6.5 11
K. pneumoniae - -

Aprés 7 jours d’incubation, 1’extrait brut de la souche R5 montre une activité antibactérienne

contre toutes les souches testées a I’exception de K. pneumoniae (figure 16).

La meilleure activité inhibitrice a été remarquée contre la bactérie P. aeruginosa avec une

zone d’inhibition de 21 mm.

Apres 14 jours d’incubation de I’extrait, on remarque une augmentation des zones d’inhibition
par rapport a 7 jours. L activité la plus importante a été remarquée contre B. cereus (22.6 mm)
et B. subtilis (20 mm), alors qu’une activité moyenne a été observé contre E. coli (11 mm) et

S. aureus (12.7 mm) (figure 17).

La différence dans I’activité remarqué entre 7 et 14 jours d’incubation, est li¢ a la période
d’incubation de la souche, en effet, la production des molécules bioactives aprés 14 jours

d’incubation est supérieure par rapport a 7 jours, en revanche, les métabolites secondaires
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antimicrobiens sont synthétisés durant la phase stationnaire de croissance, qui est

généralement atteinte aprés 14 jours d’incubation (Ryandini et al., 2018).

L’absence de I’activité antibactérienne pour P.aeruginosa, apres 14 jours d’incubation, peut-
étre rendue a la résistance de cette souche vis-a-vis des molécules antimicrobiennes sécrétées

par I’isolat RS.

L’isolat R5 ne montrait pas une activité¢ dans le criblage secondaire contre K.pneumoniae,
quoi que cette souche a été active dans le criblage primaire par la technique de cylindre
d’agar, alors que P.aeruginosa et E.coli ne présentés pas une activité dans le criblage
primaires (cylindre agar) mais elles sont présenté une activité par le criblage secondaires
(extrait des molécules de la souche R5)(figure 15), cette différence peut étre expliqué par
I’effet de 1’état de milieu de culture, solide ou liquide, sur la production des métabolites
secondaires, en effet plusieurs chercheurs ont signalé la perte de 1’activité rlos du passage du

milieu solide vers le milieu liquide ou contraire. (Pandey et al., 2011).

30
25
20 -
15 -
B cylindre agar
10 - H |'extrait des molécules bioactives
5 -
0 T T T T T T
RS © N 2 2 R
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e 2 e\)@ & X
& >
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Figure 15 : la différence de I’activité antibactérienne de la souche R5 par la technique de

cylindre d’agar et par I’extrait des molécules bioactives.
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B.cereus B. subtilis

P. aeruginosa S.aureus

Figure 16 : activité antibactérienne des molécules extrait de I’isolat R5 aprés 7 Jours.

B.cereus B.subtilis

Figure 17 : activité antibactérienne des molécules extrait de I’isolat RS aprés 14 jours
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5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices de la souche R5

La CMI corresponde a la premier concentration inhibitrice, de 1’extrait brut, a 1’ceil nu, apres
48h d’incubation, donc le premier puits qui ne présent pas une croissance visible a I’ceil nu de

la souche S. aureus correspond au puits E, qui lui-méme correspond & la valeur de CMI égale

a 114pg/ml.
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Conclusion :

L’émergence des souches bactériennes multirésistantes Vvis-a-vis de nombreux antibiotiques a
usage clinique, pose un probleme de santé publique mondiale, et la recherche de nouvelles

molécules a activité antimicrobiennes est devenue une urgence mondiale.

L’exploitation des métabolites secondaires produits par les microorganismes peut apporter la
solution. Parmi ces microorganismes, les actinomycetes, bactéries a Gram positif avec un
G+C éleveés, sont intéressants en raison de leur capacité a produire divers métabolites
secondaires douer de différentes activités biologiques, en effet, des antibiotiques, des

antifongiques, des anticancéreuses, herbicides, antiparasitaires, pesticides.

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail, qui vise a obtenir des souches
d’actinomycetes de différents sites de Laghouat, qui produites des molécules a activité

antibactériennes.

Trente-deux (32) isolats d’actinomycetes ont été obtenus a partir de cinq échantillons de sols
prélevés de différents sites de la wilaya de Laghouat (Hamda, El Assafia, Tadjmout, Centre-
ville, EI Ghicha), en utilisant le milieu Caséine Amidon Agar (CAA). Les résultats obtenus
montrent que le sol de centre-ville et EI Assafia semblent étre plus riche en actinobactéries
(10 isolats obtenus), tandis que le nombre des souches isolées a partir des autres sols était plus

ou moins faible (4 a 5 souches obtenues).

L’activité antibactérienne est mise en évidence par la technique de cylindre d’agar contre 6
souches de références. Parmi les 16 isolats testés, 6 souches ont montré une activité contre au

moins une des bactéries teste utilisées.

Un isolat (R5), qui présente une bonne activité antibactérienne contre les bactéries pathogenes
testées, a été sélectionné pour I’extraction de ces molécules bioactives en utilisant le solvant
d’acétate d’éthyle, 1’extrait brut a été testé contre les souches pathogenes apres 7 et 14 jours
d’incubation par la méthode de disque au papier. Les reésultats indiquent une activité contre

toutes les souches testées a I’exception de K. pneumoniae.

L’évaluation de la concentration minimale inhibitrice par la méthode de dilution sur des
microplaques de titration, indique que la plus petite concentration de 1’extrait brut de 1’isolat
RS qui ne donne pas une croissance visible a I’ceil nu contre la bactéries Staphylococcus

aureus est la concentration de 114 pg/ml.
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conclusion

Les résultats obtenus indiquent que le sol de Laghouat est une bonne source pour I’isolement
des actinomycetes ayant un potentiel antagoniste vis-a-vis des souches pathogénes, et qui peut

étre une source de nouveaux antibiotiques.
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Résumé :

Compte tenu de la résistante croissante des agents pathogénes aux antibiotiques, les recherches se sont intensifiées afin de
découvrir de nouvelles molécules antimicrobiennes. Pour cela, trente-deux (32) isolats d’actinobactéries ont été collectés a
partir de cinq échantillons de sol, provenant de différentes régions de la wilaya de Laghouat. L activité antibactérienne a été
testée a ’aide de la méthode de cylindre d’agar contre trois bactéries & Gram positif et trois bactéries & Gram négatif.
L’activité antimicrobienne a été évaluée pour 16 isolats d’actinomycétes, parmi les 32 souches obtenues. Les résultats
indiquent que, 6 souches ont montré une activité contre au moins une des bactéries testée utilisée. L’isolat R5 a été
sélectionné pour son pouvoir antimicrobien intéressant, pour 1’extraction de ces molécules antimicrobiennes a partir de milieu
liquide en utilisant le solvant acétate d’éthyle. L extrait brut & montrer une activité antimicrobienne contre les six souches
pathogénes testées a 1’exception de K. pneumoniae. L’évaluation de la concentration minimale inhibitrice par la méthode de
dilution sur des microplaques de titration, indique que 114 pg/ml d’extrait brut de I’isolat RS a été capable d’inhiber la

croissance de la bactérie Staphylococcus aureus.
Mots clés : Isolement, Laghouat, Actinomycetes, Antimicrobienne, Extraction, Concentration Minimale Inhibitrice.
Abstract :

Given the increasing resistance of antibiotic pathogens, research has intensified to uncover new antimicrobial molecules. For
this, thirty-two (32) isolates of actinobacteria were collected from five soil samples from different regions of the wilaya of
Laghouat. Antibacterial activity was tested using the agar cylinder method against three gram-positive and three gram-
negative bacteria. The antimicrobial activity was evaluated for 16 isolates of actinomycetes, among the 32 strains obtained.
The results indicate that 6 strains showed activity against at least one of the tested bacteria used. The R5 isolate was selected
for its antimicrobial usefulness, for the extraction of these antimicrobial molecules from liquid medium using the solvent
ethyl acetate. The crude extract showed antimicrobial activity against the six pathogenic strains tested except K. pneumoniae.
The evaluation of the minimum inhibitory concentration by the dilution method on titration microplates indicates that 114 ug

/ ml of crude extract was able to inhibit the growth of Staphylococcus aureus bacteria.

Key words: Isolation, Laghouat, Actinomycetes, Antimicrobial, Extraction, Minimal Inhibitory Concentration




