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Introduction

L’émergence de nouvelles maladies, le développement de résistances aux médicaments,
I’apparition de virus mortels, les complications liées aux transplantations d’organes et
I’augmentation de D’incidence des maladies infectieuses, ainsi que les risques de
toxicité associée a I’utilisation excessive des médicaments et des antibiotiques de
synthése, poussent les chercheurs a explorer différentes sources naturelles afin d’obtenir de
nouveaux antibiotiques qui seraient efficaces, possédant une faible toxicité et ayant un

impact mineur sur I’environnement (Donnée OMS, 2014).

Dans ce domaine, les actinomycetes, bactéries a Gram positif a majorité filamenteuse,
représentent la principale source naturelle de métabolites antimicrobiens (Prescott et al.,
2010). En effet les % des antibiotiques utilisés dans le domaine thérapeutique ils ont
comme origine les actinomycétes (Aouiche et al., 2012), environ 70% a 80% de
nouveaux antibiotiques étaient également de ce groupe de microorganismes (Kumari et al.,
2013). Les recherches actuelles se sont orientées vers  1’isolement de  souches
d’actinomycétes a partir d’écosystémes non ou peu exploitées, afin de découvrir de
nouvelles souches d’actinomyceétes qui pouvant avoir un potentiel de production élevé
d’antibiotiques et qui sera utilisées pour faire face a la résistance bactérienne envers les

antibiotiques utilisés (Boughachiche et al., 2012).

A ce titre s’inscrire notre travail, qui vise a isoler des actinomycétes présumées
productrices de molécules antimicrobiennes a partir de deux environnements extrémes

(sebkha et grotte). Notre travail est divisé en trois parties:

L’isolement des actinomycétes a partir de leur milieu naturel
Réalisation un criblage de différents isolats d’actinomycétes obtenus par la
technique de cylindre agar, afin de sélectionner le meilleur isolat qui montre
I’activité antimicrobienne la plus intéressant

B Réalisation une pré-identification de I’isolat sélectionné par 1’¢tude de leur aspect

microscopique.
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1. Définition et historique

Les actinomycétes sont des bactéries a coloration de Gram positive (Prescot et al.,
2012) dont la croissance donne lieu a des colonies constituées d’hyphes, ¢’est-a-dire de
filaments qui irradient, par croissance centrifuge, tout auteur du germe qui leur a donné
naissance (Rastogi et Kishore, 1997). Cela explique leur dénomination: le mot
« Actinomycetes » provient de deux substantifs grecs et signifie «Champignons a rayons»
ou « Champignons rayonnante », expression utilisée pour les désigner en anglais (Ray
fungi) (Lamari, 2006). Ainsi les a-t-on désignés par référence soit a la morphologie des
jeunes colonies dont les hyphes ramifiées rayonnant a partir du centre de la croissance
(Rastogi et Kishore, 1997), soit a la disposition radiée des hyphes épaissies en massues
que I’on trouve dans les concrétions que produisent les formes pathogénes responsables
des actinomycoses et des mycétomes actinométriques. Les formes les plus évoluée des
Actinomycetes rivalisent en complexité morphologiques avec les moisissures
(Champignons imparfaits) mais en différent radicalement puisque, comme toutes les autres
bactéries, ce sont des Procaryotes (cellules sans enveloppe autour du matériel génétique)
(Prescott et al., 2012).

D’apres Waksman (1959), Ferdinand Cohn fut le premier a décrire un Actinomycéte
en 1875, et Harz C O, en1878, nomma Actinomyces bovis un organisme parasite trouvé
dans une infection de la machoire d’un bovin. Depuis, les Actinomycétes, dont la plupart
sont des saprophytes, ont été isolés des sols, des matieres organiques en décomposition,

des eaux et, en général, de presque tous les habitats ou la vie est possible.

Notons que ce ne sont pas des organismes marins et qu’ils deviennent de plus en plus

rares dans les mers au fur et mesure qu’on s’¢loigne des cotes (Prescott et al., 2002).
2. Les proprieté générale des actinomycétes

les actinomycétes consistuent un groupe de micro-organismes fascinant, ils sont la
source da la plupart des antibiotiques utilisés en medcine aujourduit, ils produisent aussi
des métabolites employés comme médicaments anticacéraux, comme antihelminthique
(par exemple I’ivermectine, qu’on donne aux chiens pour prévenir le ver du cceur) et les
médicaments qui suppriment le systeme immun chez les patients qui ont subi une
transplantation d’organe. Cet aspect pratique des actinomycetes est tres étroitement lié a

leur mode de croissance (Goodfellow et al.,1988 ; Waksman, 1959). Comme les
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myxobactéries a prosthéque et plusieurs autres sortes de micro-organisme. Le cycle
biologique de nombreux actinomycetes comprend le développelent de cellule
filamenteuses. Appelées hyphes, et de spores. Lorsqu’ils croissent sur un substrat solide
comme le sol ou la gélose, les actinomycetes développent un réseau ramifi¢ d’hyphes.
Ceux-ci poussent a la fois a la surface et a I’intérieur du substrat pour former un tapis
dense d’hyphes , qu’on appelle mycélium végétatif (Prescott et al., 2003). Des septums
divisent habituellement les hyphes en longue cellules (20um de long et plus) contenant
plusieurs nucléoides. Chez beaucoup d’actoinomycetes, les hyphes végétatifs se
différencient en hyphes qui poussent vers le haut et forme un mycélium aérien qui s’éléve

au-dessus du substrat (Theilliex, 1993).

C’est a ce moment- la que les composés médicalement utile sont synthétisés, comme la
physiologie des actinomysetes baseule de cellules végeétatives en croissance active vers ce

type spécial de cellules, on appelle souvent ces composes des métabolites secondaires.

/| 4—————— Mycélium aérien

Surfacedela |

“,-,'5 ' yiry o e
; L T e A B % et
gélose A R e TR TG

A S RN AR T A S—————— Mycélium végétatif

Figure 1 : Une colonie du genre Streptomyces sur milieu solide.

Les hyphes aériens forment par septation des spores a paroi mince (figure 1). Ces spores
sont considirees comme des exospores (Prescott et al., 2012) Parce qu’clles ne se
développent pas dans une cellule mére (Lemriss et al.,2003). Comme les endospores de
Bacillus et de Clostridium. Si les spores sont localisées dans un sporange. On peut parler
de sporangiospores. Ces spores peuvent avoire des formes fort variables (figures 2).
comme la formation de spores chez les autre bactéries. La sporulation actinomycétale
répond habittuellement a une privation en élement nutritifs. La plupart des spores
d’actinomyceétes ne sont cependant pas particulierement résistantes a la chaleur. Mais elle
supportent bien la dessiccation et ont, de ce fait. Une importante valeur adaptative
(Lemriss et al.,2003).
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La plupart des actinomycetes ne sont pas mobiles, leur spores se dispersent grac au vent

ou en adhérant a des animaux. lls peuvent , de cette facon, trouver un nouvel habitat qui

leur fournira la nourriture nécessaire. Chez les quelques genres dotés de mobilité. Celle-ci

est limitée aux spores flagellées (Prescot et al., 2002).

Figure 2 : Clichés de microscopie électronique
d’actinomyceétes ;
(@) Pilimeliacolumellifera.

(b) Micromonospora echinospora.
(c) streptomycete.
(d) Microbispora rosea,

(e) Kitasatosporia setae

montrant

différents

spore
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La composition de la paroi cellulaire des actinomycétes varie fortement d’un groupe a

I’autre et prend une importance taxinomoque considérable. On peut distinguer quatre types

principaux de paroi sur la base de trois caractéristique de la composition et de la structure

du peptidoglycane : I’acide aminé en position 3 du tétra-peptide. La présence de glycine

dans les ponts interpeptidiques et le contenu en sucres du peptidoglycane (Basilio, 2003),

(Tableaul).

Tableau 1 : Types de paroi cellulaire définis d’aprés des critéres chimiotaxonomiques

relatifs au peptidoglycane chez les Actinobacteria (Lechevalier et Lechevalier 1970).

Acide aminé en

Glycine dans le

Type de paroi » Sucres Genres
position 3 pont ) )
i . représentatifs
interpeptidique
Nocardioides
I L, L-DAP + NA
Streptomyces
Micromonospora
I Méso-DAP + NA Pilimelia
Actinoplanes
) Actinomadura
Il Meso-DAP - NA _
Frankia
Arabinose, Saccharomonospora
v Méso-DAP - _
galactose Nocardia

NA : non applicable ou non déterminé.

Les extraits cellulaires totaux des actinimycetes dotés d’une paroi des types II, III et IV

contiennent également des sucres caractéristiques ; utile pour 1’identification (Lemriss et
al.,2003) (Tableau 2)
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Tableau 2 : Composition de la paroi en sucres caractéristiques de quelques genres
d’actinomycétes (Prescott et al., 2003).

Type de paroi selon . ) )
- Sucres caracteéristiques Genres représentatifs
la composition en sucre
A Arabinose, Nocardia, Rhodococcus,
Galactose Saccharomonospora
Actinomadura,
Dermatophilus,
B Madurose )
Streptosporangium
Thermomonospora,
Actinosynnema,
C Aucun )
Thermoactinomyces,
Streptomyces...
5 Arabinose, Micromonospora,
Xylose Actinoplanes

3. Morphologie

Morphologiquement, les actinomycetes ressemblent fortement a celle des mycétes. Ce
groupe des Actinomycetes inclut a la fois des espéces dont le mycélium est rudimentaire au
point d’étre inexistant (la plupart des Mycobacterium), d’autres au mycélium fugace
(certains Nocardia), et enfin des especes au mycélium développé et persistant comme dans
le genre streptomyces. Parmi les formes mycéliennes, on distingue celles qui ne forment
qu’un mycélium « de base » poussant a la surface et dans le milieu de culture et celles qui
élaborent en outre un mycélium aérien issu du mycélium de base. De plus, il existe une
curiosité biologique représentée par le genre sporichthya, qui produit seulement un
mycélium aérien dont les hyphes sont attachés au substratum par des crampons (Prescott
etal., 1997)

Les différents groupes d’Actinomycetes peuvent sporuler soit en morcelant ¢ certaines
hyphes pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conditions hostiles que les

hyphes, soit en produisant des endospores hautement résistantes a la chaleur et autres
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adversités. Les endospores sont semblables, morphologiquement et chimiquement, a celles
des Bacillus, et les Actinomycétes (Thermoactinomyces), qui les produisent sur leur

hyphes, semblent étre proches parents de ce groupe bactérien (Lemriss et al.,2003).

Les conidies peuvent, suivant les groupes, étre produites isolément (Micromonospora),
deux a deux longitudinalement (Microbispora), en courtes chaines (Actinomadura), en
longue chainettes (Streptomyces). Les chainettes de spores peuvent étre ramifiées ou non,
droites, sinuées ou spirales. De plus, elles peuvent étre rayonnantes autour d’hyphes

sporophores (Streptoverticillium) (Lemriss et al.,2003).

Il existe d’autres structure morphologiques : des sclérotes sont formés dans le genre
Chainia, des synnemas (ou corémies) par les Actinosynnema, des vésicules, différentes
des spores, chez les Frankia et les Dactylosporangium (Prescott et al., 2010).

Plusieurs groupes d’Actinomyceétes sporulent en produisant des sporanges qui peuvent
contenir des spores mobiles a 1’aide de flagelles (Actinoplanes) ou des spores immobiles

(Streptosporangium) (Prescott et al., 2003).

En général, les Actinomyceétes forment des cloisons intercellulaires perpendiculairement
a I’axe des hyphes. Mais, dans les genres Dermatophilus, Geodermatophilus et Frankia,
la division cellulaires se produisent sur les plans les plus divers lors de la formation des
spores qui sont mobiles chez les dermatophiles et géodermatophiles, mais immobiles
chez les Frankia (Perry et al., 2004).

4. Physiologie de développement
Au niveau du sol, les actinomycetes représentent 1’une des principales communautés
microbienne. Leur présence est significativement influencée par les conditions
environnantes : la température, le pH, le type de sol, la nature et I’abondance de la matiére
organique (Sykes et Skinner, 1973).
4-1 L’oxygeéne
Les actinomycetes sont divisés en deux groupes selon leurs types respiratoires
e Les actinomycetes anaérobies, qui sont des commensales obligatoires des cavités
naturelles de I’homme et des animaux supérieurs (Avril et al., 1992).
e Les actinomycetes aérobies, qui sont abondantes dans la nature en particulier sur le
sol (Avril et al., 1992).
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4-2 Le pH

La plupart des actinomycetes su sol sont neutrophiles et croissent un intervalle de pH
compris entre 5 et 9 avec une croissance optimale a pH neutre ou légérement alcalin (Lee
et Hwang, 2002). Les procédures d’isolement ont été traditionnellement basées sur ce
caractére de neutralité.

4-3 Matiére organique

En 1986, Henis a montré que le nombre des actinomyceétes est corrélé positivement
avec le taux de maticre organique et que de larges populations d’actinomycetes
coincidaient avec des taux relativement éleves de matiere organique, quel que soit le taux
de la salinité du sol (Lee et Hwang, 2002).

4-4 La température

La température optimale de croissance est entre 25 a 30 C°, mais les especes
thermophiles peuvent croitre a des températures de 55 a 65 C° (Kim et al., 2000)

4-5 Tolérance en NaCl

Tresener et al (1968), et Gottlieb (1973) étaient les premiers a avoir étudié la présence
des actinomycetes dans les environnements a salinité élevée et la tolérance de ces
microorganismes aux concentrations élevées de NaCl.

Il existe différentes catégories de microorganismes halotolérants :

Les microorganismes : non-tolérants sont ceux qui tolerent seulement une faible
concentration de NaCl (environ 1% P/V) ; halotolérants faibles tolérent jusqu’a 6-8% ;
halotolérants modérés tolérent jusqu’a 18-20% ; halotolérants extréme qui tolérent des
concentrations de sel qui varient de Zéro jusqu’a saturation (Tiquia, 2006).

4-6 L’activité de I’eau (Aw)

La germination des spores de la pluparts des actinomyceétes, peut-étre observée a des

valeurs d’activité d’eaux supérieures ou égales a 0.67, I’activité d’eau optimale pour la

croissance et le développement des actinomycetes est égale a 0,98 (Oskayet al., 2004).

5. Ecologie et distribution des Actinomyceétes
Les Actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires (Larpent et Sanglier, 1989),

on les rencontre sur tous les substrats naturels courants (Waksman, 1959).

5.1 Sols
Les Actinomycetes sont largement répandus dans tous les sols a I’exception des sites

exposés a des conditions trop extrémes. lls sont surtout présents dans la couche comprise

B
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entre la surface du sol et jusqu’a 2m de profondeur c'est-a-dire dans la rhizosphere. Le
genre Streptomyce est le plus frequent dans le sol, il couvre a lui seul 95% des souches
d’Actinomycétes isolées. Le tableau montre la frequence des divers genres
d’Actinomycétes dans le sol (Glazer et Nikaido, 2007).

Tableau 3 : Fréquence des divers genres d’ Actinomycétes dans le sol (Prescott et al.,
2010).

Genres Pourcentage (%)
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporagium 0,10
Actinomadura 0,10
Microspolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04

5.2 Eaux douces et marines
Les Actinomycetes sont bien représentés dans ces miliecux d’ou 1’on peut facilement
isoler des souches de Microspora, d’Actinoplaneset de Streptosporangium.... C’est
essentiellement dans les sédiments des fonds fluviaux ou lacustres que ceux-ci sont
présents ou ils jouent un réle important dans la décomposition des débris végétaux et

donnent a 1’eau son odeur de terre et sa flaveur (Zaitlin et al., 2006) selon Cavala et
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Eberlin, 1994. La production de ces substances est plus importante chez les espéces

possédant un mycélium végétatif abondant.

5.3 La fonction écologique

La fonction écologique principale des actinomycetes au sein des écosystémes est la
décomposition des substances organiques (Prescott et al., 2010), grace a leurs capacités de
produire une large gamme d’enzyme hydrolytique, comme les protéases, les nucléases, les
lipases ...etc (Goodfellow et al., 1988), ainsi que les enzymes pour I’hydrolyse des sucres
complexes comme : la cellulose, hémicellulose et certaines d'entre eux attaquent méme la
carapace chitineuse des cadavres d'insectes (Waksman, 1959).

Au niveau de la rhizosphére, les actinomycetes forment des relations symbiotiques avec
les racines des plantes (Prescott et al., 2007), en contribuant a la promotion de leurs
croissances par des effets directs et indirects. Les effets directs comprennent la
solubilisation du phosphate, la fixation d'azote, la production de phytohormones, tandis que
les effets indirects peuvent étre dus au contréle des agents pathogénes par la production des
métabolites secondaires (Thompson, 1982), tel que les antibiotiques (Procopio et al.,

2012). Ou par la compétition nutritionnelle vis-a-vis des agents pathogénes,

6. Cycle de développement des actinomycetes

Tous comme les eucaryotes multicellulaires, les actinomycetes possedent un cycle de
vie qui est le résultat de trois processus physiologiques majeurs : La croissance végétative,
la différentiation et la sénescence cellulaire puis la mort (Danilenko et al., 2005).

Sur un milieu solide, les spores d’actinomycétes produisent un ou plusieurs myceliums
de substrat, ramifié¢ et non fragmenté, suite a la germination d’une spore et se développent
par croissance apicale (Hodgson, 1992) (Figure 3).

En réponse a certains signaux, le mycélium aérien émerge par la réutilisation de
composés assimilés par mycelium végétatif tel que I’ADN. Les protéines ainsi que des
stockés résultants de la lyse le mycelium de substrat (Ou et al.,2008; Madigan et
Martinko, 2007; Pine 1970).

Généralement le mycélium aérien est plus épias et mois ramifié que le mycélium de
substrat (Silvey et Roach, 1975).
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Figure 3: Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide (Jakimowicz, 2007)

7. Taxonomie des actinomycétes

L’étude des actinomycetes a pris son ampleur surtout aprés la découverte de 1’aptitude
de certains genres de ce groupe a produire des antibiotiques (Busti et al., 2006). En effet,
la classification des actinomyceétes est basée sur plusieurs caractéristiques. L’ensemble de
ces caractéristiques est répertorié dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, un
ouvrage de référence pour la taxonomie des bactéries, qui comprend un volume en deux
parties dédié aux Actinobacteria (Ludwig et al., 2012). Selon ce dernier le phylum
d’Actinobacteria comprend six classes : Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia,
Nitriliruptoria, Rubrobacteria, Thermoleophilia, vingt-trois ordres, cinquante-

deuxfamilles et deux cent cinquante- deux genres.

8. Les antibiotiques secrets par les actinomycétes

La différenciation morphologique s'accompagne d'une différentiation métabolique. Un
métabolisme secondaire se met en place donnant lieu a la biosynthese de composés d'une
extraordinaire diversité de structures et d'activités biologiques (Choulet, 2006).

Pour plus de 70 ans, les actinomycétes (ordre Actinomycetales) ont été reconnus comme

des sources importantes pour des composés naturels bioactifs. De I'a peu prés 18000
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composés bioactifs bactériennes connues, plus de10000 ont été décrits a partir de bactéries
de l'actinomycéte genre Streptomyces. Beaucoup dantibiotiques connus, tels que la
tétracycline, I'érythromycine, la vancomycine, et la streptomycine, provenir du

métabolisme secondaire des actinomycéetes (Weber el al., 2014).

Streptomyces a révélé un potentiel biotechnologique intéressant pour la production
d’enzymes, ou la biodégradation de biopolymere, ou des polluants organiques
(Goodfellow et al., 1988)

Ainsi, elles présentant une activité biologique d’intérét pour la santé humaine et
animale : antibactérienne (sterptomycine, tétracycline, chloramphénicol), antifongique
(nystatine), antivirale (tunicamycine), antiparasitaire (avermyctine), immunosuppressive
(rapamycine), antitumorale (actinomycine, mitomycine C, anthracyclines), inhibiteur

d’enzyme (acide clavulanique) (Procopioet al., 2012).

Tableau 4 : Importance relative des groupes microbiens producteurs d’antibiotiques
(Prescott et al., 2010),

Microorganimesproducteurs % du total des antibiotiques décrits
d’antibiotiques
Lichens et algues 0.8
Champignons
Penicillium 4,1
Aspergillus 3,0
Fusarium 1,2
Cephalosporium 0,8
Autres champignons imparfaits 5,4
Basidiomycétes et Ascomycétes 5,0
Bactéries
Pseudomonadaceae 1,3
Bacillaceae 7,0
Autres Eubactéries 1,7
Actinomycetes 69.7
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1. Echantillonnage
Différent échantillons du sol ont été prélevés a partir de différents environnement

extréme en Algérie (figureb), entre le moins de Mai 2014 et Janvier 2015.

Tableau 5 : les régions de 1’échantillonnage.

Sebkha Grotte
- Bogtob (EI-Bayadh) -Tadjrouna (Laghouat)
-Kenadsa (Bechar)

- Ksar Elhiran (Laghouat)
-Hasi Bahbah (Djelfa)

Chaque échantillon du sol est constitué¢ d’un mélange de cinq aliquotes récupérées sur
une surface préalablement délimitée. Le préléevement des échantillons est réalisé selon la
technique de Pochon et Tardieux (1962), cette technique consiste a écarter les cing
centimétres du sol a I’aide d’une grande spatule et une quantité de 100 a 150 grammes du
sol sont prélevés par une petite spatule puis placée sur une feuille d’aluminium. Les cinq
aliquotes sont bien mélangées et a partir du mélange 50 g du sol sont prélevés puis placés
dans un flacon stérile ce qui consiste un échantillon, les autres échantillons sont prélevés

de la méme maniére.

Figure4 : Vue générale de la grotte de Tadjrouna
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Figure 5 : carte géographique indiquant les sites de prélevement des échantillons. (google
maps)

2. Analyse physico-chimique de sol
2.1- Mesure de pH

Des suspensions de sols/eau sont préparées pour chaque échantillon du sol avec un
rapport 2/5 (g/ml). Le pH est déterminé par une mesure directe a 1’aide d’un pH-metre
(Lee et Hwang, 2002).

2.2- Dosage de matiere organique

le taux de matiére organique est déterminé par calcination (Augusto et al., 2006), en
effet aprés un tamisage des échantillons pour éliminer les pierres et les débris, les échantillons
sont mis a I’étuve a 100°C pour un séchage afin d’éliminer I’eau,ensuite cing
grammes de chaque échantillon sont places dans un four a moufle réglé a la température
de 475°c pendant 8 heures. La matiére organique est calculée alors par la formule suivante
(Lee et Hwang, 2002) :

3
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Poids du sol avnat calcination — Poids du sol aprés calcination

% Matiere organique = - ——
0 ganiq Poids du sol avant calcination .

3. Isolement et culture
3.1- Prétraitement des échantillons

Avant I’isolement, les échantillons du sol subit un prétraitement afin d’améliorer le
nombre des actinomycetes. En effet les échantillons du sol sont séchés a la température
ambiante pendant sept jours, ce prétraitement a comme effet la réduction de la flore

bactérienne dans les échantillons du sol (Esin et Uzel, 2012).

3.2- Isolement

3.2.1- Les milieux de culture utilisée

Trois milieux de culture recommandés pour 1’isolement des actinomycétes ont été utilisés :

- Bennette (Boussaber et al., 2012). (Kenneth et Jones, 1948).
- Caseine amidon agar (Esin et Uzel, 2012).
- Chitine vitamine B (Zaitlin et Watson, 2008) (Badji et al., 2006).

La composition de chaque milieu est donnée dans I’annexe.

Chaque milieu est supplémenté par 10% (P/V) de NaCl (Basilio et al, 2003). Aprés
I’autoclavage (120°C, 20 min) et refroidissement des milieux vers 50°C, on ajoute 50pg/ml

de colistine pour inhiber les bactéries & Gram négatifs (Esin et Uzel, 2012).
3.2.2- Préparation de la suspension de dilution et I’ensemencement

Des suspensions meres ont été préparées aprés avoir mélangé 10 g de sol de chaque
échantillon avec 90 ml d’eau physiologie stérile, le mélange est agité au vortex pendant 15
min, ce qui constitue la dilution 10. A partir de la suspension mére de chaque échantillon
on prépare la dilution 102 (Singh et al., 2012, Dehnad et al., 2010).

Un volume de 1 ml de chaque dilution est ensemencé par inondation a la surface de
milieu de culture coulé sur des boites de pétries, avec deux répétitions pour chaque
dilution, les boites sont incubées a une température de 30°C, et elles sont Vérifiées
régulierement pendant 21 jours (Romanenko et al., 2006).

3



Matériels et méthodes

3.3- Observation microscopique

Les colonies qui ont un aspect dure incrustée dans la gélose sont observées au
microscope optique (Zerizer et al., 2005) en utilisant la coloration simple par le bleu de
méthyléne, I’observation est réalis¢é a différents grossissements (x10, x40, x100). Les

actinomycetes sont reconnus par leur aspect filamenteux ramifié (Goudjale et al., 2014).
3.4- Purification des isolats

Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies repérées sont repiquées et
ensemencées par la méthode des stries dans des boites de pétri contenant le méme milieu
d’isolement, puis incubées pendant 2 semaines a 30°C, cette opération est répétée jusqu’a

I’obtention d’une culture pure (Boughachiche et al., 2006).
3.5- Conservation des isolats

Les isolats obtenus sont conservés pour étre utilisés dans des tests ultérieurs. La

conservation est réalisée selon deux techniques :

- Les isolats d’actinomyceétes sont ensemencés sur la gélose de Bennett incliné dans des
tubes, puis incubé pendant 14 jours a 30 °C. Les tubes sont ensuite conservés a 4°C
(Boussaber et al., 2012).

- Les isolats sont ensemencés sur le milieu gélosé, puis incubés jusqu’a sporulation. Les
spores des isolats d’actinomycétes sont raclés puis ils sont mis dans des tubes a
Eppendorf contenant le milieu Bennett avec 40% de glycérol, puis ils sont conservées a
-18 °C (Boussaber et al., 2012).

4. Mise en évidence de ’activité antibactérienne

Les isolats d’actinomycétes isolés au cours du travail, sont d’abord ensemencés par
épuisement sur la surface de milieu ISP2 de maniére a obtenir un tapis apres 14 jours
d’incubation a 30 °C (Lee et al., 2011).

L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la technique de cylindre agar contre

des souches de références (Boughachiche et al., 2012).
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4.1- Préparation des suspensions

Les souches de références utilisées sont tous des souches ATCC, ils ont comme
origine : le laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agroalimentaire Biomédical et a
I’Environnement (LAMAABE) (Tlemcen).

Nous avons utilisé huit souches bactériennes, dont :
- Quatre bactéries a Gram positifs :
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC10876), Micrococcus luteus,
Listeria monocytogenes (ATCC 15313).
- Quatre bactéries a Gram négatifs : Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli (ATCC

25922), Acinetobacter baumanii (ATCC 19606)

La suspension de chaque bactérie teste est préparée a partir d’une culture jeune de 18
heures sur le milieu liquide BHIB. Les densités optiques sont ajustées par un densitomeétre
fixé a la langueur d’onde de 625 nm de maniére a obtenir une absorbance entre 0.08 a 0.1
ce qui corresponde a une charge cellulaire entre 10° a 102 cellule/ml. Une fois préparées,
les suspensions sont ensemencées a 1’aide d’un écouvillon stérile sur le milieu Muller-
Hinton (Flora et al., 2015)

4.2- Technique de cylindre agar

Des cylindres de 6mm de diamétre d’une culture de 14 jours d’isolats d’actinomycetes
sont prelevees a 1’emporte-piéce et déposes a la surface du milieu Muller-Hinton
préalablement ensemence par la bactérie testée. Pour permettre une bonne diffusion des
molécules antimicrobiennes sécrétées, les boites sont placées a la température de 4°C
pendant quatre heures, puis elles sont incubées a la température de 37°C pendant 24
heures. Les zones d’inhibition formée autour des cylindres sont alors mesurées (Souagui et
al., 2015, Rifai et al., 2005).

5. Pré-identification de I’isolat sélectionné

L’identification des isolats d’actinomycétes est basée sur plusieurs caracteres :

morphologique, chimiotaxonomique, biochimique, physiologique, métabolique.

Pour notre travail, nous avons rapproché les isolats sélectionnés au genre ou famille
probable sur la base de 1I’observation microscopique, on utilisant la technique de culture sur

lamelle.

3
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La culture sur lamelle permet une observation de mycélium aérien et de substrat des
isolats sans altérer leurs structures et leurs morphologies. Elle consiste a insérer
délicatement une lamelle stérile dans un milieu gélosé approprié, de maniere a former un
ongle de 45° avec la surface de la gélose, une goutte d’inoculum de I’isolat a identifier et

déposer contre la lamelle en contact avec le milieu (Figure 6).

Apres 21 jours d’incubation, les lamelles sont retirées délicatement, pour éviter la
dénaturation de mycélium aérien et de substrat, puis elles sont placées sur une lame
contenant une goutte de lactophénole et sont observées au microscope optique au
grossissement X100, avec  I’utilisation de quelques gouttes d’huile d’émersion pour

éclaircir I’observation (Shirling et Gottlieb, 1966).

=—A—A——+—]
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P

Figure 6 : La technique de culture sur lamelle
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1.  Résultats des analyses physico-chimiques des échantillons du sol

Les résultats des analyses physicochimiques (pourcentage de la matiere organique et le

pH) des cing échantillons du sol, sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6: résultats des analyses physicochimiques des cing échantillons du sol des

déférentes régions de 1’ Algérie

Echantillons| Bougtob Tadjrouna | Kenadsa Ksar El Hiran| Hassi Bahbah
pH 8.18 7.30 8.52 8.90 8.69
% MO 11.80 9.30 7.00 10.30 12.50

pH : potentiel d’hydrogéne ; MO : matiére organique.

Le pH des cing échantillons du sol est basique, les valeurs vont de 7.30 pour

I’échantillon de Tadjrouna a 8.90 pour 1’échantillon de Ksar El Hiran.

Le taux de la matiere organique varie entre 7% pour 1’échantillon de Kenadsa a 12,5%
pour I’échantillon de Hassi Bahbah; selon Lee et Hwange. 2002 le taux de la matiere

organique est considéré comme :

v' Faible entre 4-7% : observé pour 1’échantillon de Kenadsa ;

v' Modéré entre 7.1-9% : aucun échantillon n’a montré ce pourcentage de matiere
organique ;

v' Elevée entre 9.1-11% : observé pour les échantillons de Tadjrouna et Ksar El
Hiran;

v’ Tres élevée >11 %: pour les échantillons de Bougtob et Hassi Bahbah.

2.  Résultats d’isolements des actinomyceétes

L’utilisation de trois milieux de culture différents qui favorisent la croissance des
actinomyceétes nous a permis d’isoler, a partir de cinq échantillons provenant de différents
environnements extrémes en Algérie (sebkha et grotte), 57 isolats qui se rapprochent par
leur aspect macroscopique et microscopique aux actinomycetes.

Les isolats d’actinomycétes apparaissent apres 14 a 21 jours d’incubation, sur les trois
milieux d’isolements utilisés (Bennett, caséine amidon agar, Chitine-vitamine B)
additionnés a 50ug/ml de colistine (antibiotique actif contre les bactéries a Gram négatifs)
et 10% de NaCl. Les colonies de ces isolats sont reconnues par leurs aspects
macroscopiques (colonies dures incrustées dans la gélose) (Figure 7) et microscopiques
(aspects filamenteux ramifier) (Figure 8).
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Figure 7: L’aspect macroscopique de deux isolats d’actinomycéte sur le milieu CAA

Figure 8: L’aspect microscopique de deux isolats d’actinomycétes

Les résultats d’isolement obtenus a partir de cing échantillons du sol, sont présentés

dans le tableau 7.

Tableau 7 : Nombre d’isolats d’actinomycéte isolés & partir de déférente régions

Région

Bougtob

Tadjrouna

Kenadsa

Ksar El Hiran

Hassi Bahbah

Nombre d’isolats

d’actinomycetes

12

05

11

29
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Le plus grand nombre d’isolat est obtenu a partir de 1’échantillon de Ksar El Hiran, par
un totale de 29 isolats, douze isolats sont obtenus a partir de 1’échantillon de Bougtob,
tandis que onze isolats sont isolés & partir de 1’échantillon de Kenadsa, alors que Cing
isolats seulement sont isolés a partir de 1’échantillon de Tadjrouna. Il faut noter qu’aucun

isolat d’actinomycetes n’a été isolé a partir de 1’échantillon de Hassi Bahbah.

La figure suivante résume le nombre d’isolats d’actinomycétes isolés en fonction de
y

milieu de culture

Nonbre d'isolats d'actinomycetes

60 -
50 A

40 ~

20 -

10 A

: : S
CAA BET CH-vitB

Figure 9: nombre des isolats d’actinomycétes isolés a partir de chaque milieu de

culture

Selon la figure 9, le plus grand nombre d’isolat d’actinomycétes est obtenu avec le
milieu caséine amidon agar (CAA) (54 isolats). Au contraire les deux milieux BET et CH-
vit B nous ont permis d’isolées qu’un nombre trés faible d’isolat d’actinomycétes par
rapport au premier (deux colonies a partir du milieu CH-vit B et une colonie a partir du
milieu BET).

Discussion

Les travaux d’isolement sélectif des actinomycétes a partir des milieux extrémes,
comme sebkha et les grottes , sont relativement rares dans 1’Algérie (Messaoudi et al,

2015). Dans notre travail nous avons isolé 57 isolats d’actinomycétes a partir de cing
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régions extrémes, en utilisant trois milieux sélectifs additionnés de 10% de NaCl et de

50ug/ml antibiotiques.

Plusieurs techniques de prétraitement ont été appliquées pour les échantillons du sol
pour augmenter le rapport actinomycétes/microorganismes, plusieurs stratégies peuvent

étre suivies:

e Traitement physique (chauffage, centrifugation ....) (Thimann, 2012 ; Yamamura et
al., 2012 ; Baskaran et al., 2011)

e Utilisation des milieux sélectifs (Khanna et al., 2011).

e [’ajoute des antibiotiques aux milieux de culture (Esin et Uzel, 2012 ; Zhang, 2011).

Dans notre travail nous avons utilis¢é un prétraitement physique c’est le séchage.
Plusieurs chercheurs ont signalé I’efficacité de ce type de prétraitement comme méthode
d’enrichissement des actinomycétes dans le sol, en effet les travaux de Agadagba et al,
2014 indiquent qu’un séchage des échantillons du sol permet une récupération de 3.56 X
10° colonies d’actinomycétes par gramme de sol.

Les résultats présentés dans le tableau 7, indiquent une distribution hétérogéne des
actinomycetes isolés a partir de chaque échantillon du sol, cela peut étre attribué a
I’influence des caracteristiques physico-chimiques du sol sur la diversité des
microorganismes (CEAEQ, 2003), en effet plusieurs parametres peuvent &tre mis en jeu,
en particulier la température, I'humidité, la taille des pores entre les particules de sol, la
qualité et la disponibilité des nutriments dans le sol (Souagui et al., 2014).

Dans cette étude deux parameétres physicochimiques ont eté détermines: le pH et la
matiere organique ; La valeur du pH de Ksar El Hiran est (8,90), cette valeur convient a la
croissance des actinomycétes, qui préferent généralement des sols neutres ou alcalins.
L’abondance des actinomycétes dans 1’échantillon de Ksar El Hiran peut étre attribuée
aussi a sa richesse en matic¢re organique, ceci est en coordinance avec d’autres travaux qui
confirme qu’un sol riche en matiére organique est convenable pour les actinomycetes
qu’un sol pauvre en matiére organique (Lee et Hwange, 2002).

I est aussi important de noter qu’aucun actinomycete n’a été isolé de I’échantillon de
Hassi Bahbah. Ceci peut étre rendu a la concentration de NaCl ajouté au milieu de culture
(10%) qui était soit trop élevée soit trop faible pour la croissance des actinomycétes
présents dans cet échantillon

EY
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La figure 9 indique que le meilleur milieu pour I’isolement des actinomyceétes est le
milieu caséine amidon agar (CAA), qui permis la récupération de la plupart des
actinomycetes isolés (54 isolats sur un totale de 57 isolats).

L’efficacité de milieu CAA additionné d’antibiotiques peut étre attribuée a la présence
dans ce milieu, d’amidon et de caséine, qui stimulent la croissance des actinomycétes
préférentiellement aux autres bactéries favorisant ainsi leur récupération a partir des
milieux naturels (Geberyohannes et al., 2013 ; Mohseni et al., 2013 ; Balakrishna et
al., 2012).

3. Résultats de ’activité antibactérienne

Nous avons testé 1’activité antimicrobienne des isolats d’actinomycétes par la technique
de cylindres d’agar, afin de sélectionner les isolats les plus producteurs de substances
antimicrobiennes. Aprés 24 heures d’incubation, les résultats obtenus sont présentés dans

le tableau 8.

Tableau 8 : résultats de 1’activité antimicrobienne (en mm) des isolats d’actinomycétes

vis-a-vis des souches testées :

Bactéries o 5 5 % .|
§s3/8=|, |8 |28|=%t|5
5 3| 8|8 8|5 3 gl 5|4 8
LAMIBO1 22 - - 22 29 12 -
LAMCBOL1.1 - - - - - - -
LAMCBO2 - - - - - - -
LAMIBOA4 16.5 - - - - - -
LAMIBO7 - - - - - - -
LAMCBOS8 - - - - - - -
LAMCBO10 17 - - ; 20 ; 3
LAMCBO11 15 - - - 15 - -
LAMCBO12 - - - - - - -
LAMIBO13 15.5 - - 11 - - -
LAMIBO14 9 - - - - - -
LAMCBO15 12 - - - - - -
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LAMIBO15 20 - 16 22 11 -
LAMIT1 30 - 35 40 - 10
LAMIT4 - - 3 . - .
LAMCT4 - - - - . ;
LAMCT5 - - 3 - . .
LAMIT6 - _ - - _ ;
LAMCKT3 - - - - - .
LAMIKT4 20 - - 26 _ ;
LAMCKT4 8 - - 3 - 11
LAMIKT5 215 - - - _ ;
LAMIKT6 25.5 - 125 3 - .
LAMIKT? - - 3 - 5 ;
LAMCKT?7 - - - 12 - .
LAMIKTS - - ; . 9 ;
LAMCKT9 12 12 - 18 - .
LAMIKTY 10 - 14 3 - 10
LAMIKT10 - - : - - ;
LAMIKT11 - - - . _ ;
LAMCKT11 - - - - - ;
LAMCKT12 | 125 - 10 - 5 ;
LAMIKT13 - - 3 - - .
LAMCK1 - - ; . 5 ;
LAMIK?2 25.5 - 115 - - -
LAMCK3 - - - - 12 6
LAMIKA4 115 - 9 - . ;
LAMCKS5 10 - 12 - - 6
LAMIKS 24 - 12 - _ ;
LAMCKS - - 3 - - .
LAMIKY - 3 9 - _ ;
LAMIK11 17 - - - - .
LAMIK14 - 3 - - 3 ;
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LAMCK15 - - - - - - -

LAMCK18 15 - - - - - -

LAMCK22 - - - - - - 9

LAMCK25 - - - - - - -

LAMIK25 - - - 11 - - -

LAMIK27 - - - - - - -

LAMCK29 - - - - - - -

LAMCK31 - - - - - - -

LAMIKS7 - - - - - - -

LAMCKA40 - - - - - - 8

LAMCK45 - - - - - - -

LAMIKA46 - - - - - - -

LAMCK49 - - - - - - -

LAMIKS5 - - - - - - -

Parmi les 57 isolats d’actinomycétes isolés, 29 (51%) isolats ont été actives contre les
souches testées utilisées.

Sur les 29 isolats actifs, 4 isolats (14%) ont été actifs uniqguement contre des bactéries a
Gram negatifs, tandis que 17 isolats (59% ) agissent sur des bactéries a Gram positifs
seulement, alors que les 8 isolats restants sont actifs a la fois contre des bactéries a Gram
positifs et négatifs.

La plus petite zone d’inhibition est observée par les isolats : LAMCKA40 contre la
bactérie Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 8 mm de diameétre ainsi que 1’isolat
LAMCKT4 contre Staphylococcus aureus avec un diamétre de 8 mm.

L’isolat LAM1T1 montre 1’activité antimicrobienne la plus intéressante avec des zones
d’inhibition plus au moins grandes, en effet cet isolat a été actif contre quatre bactéries
testées utilisées : Listeria monocytogenes par une zone d’inhibition de 40 mm de diameétre,
Micrococcus luteus avec une zone d’inhibition de 35mm, ainsi que contre Staphylococcus
aureus et Escherichia coli, avec des zones d’inhibition de 35 mm et 10 mm de diamétre

respectivement.
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La comparaison entre la sensibilité des bactéries teste utilisées vis-a-vis des molécules
antimicrobiennes sécrétées par les isolats d’actinomycetes isolés sont présentés dans le

tableau 9.
Tableau 9: Sensibilité des différentes souches testées vis-a-vis des substances

antimicrobiennes sécrétées par les différents actinomycetes isolés.

© 8 ] % — 8 3 8 <
= ¢ | S S 18 2«18 w5 s 8
2S|la |28El82|g8z2|5s5|8 ¢
Souches i E |3 g % = % g £ % 3 | 2 ?
o 2| = = 3 2
= = S S
testes X 518 2 |8 S 0 S
m n S
Isolat(s) 4 0 1 2 13 7 8
actif(s)

On remarque que la souche la plus sensible vis-a-vis des molécules antimicrobiennes
sécrétées par les actinomycetes isolés est Micrococcus luteus avec un totale de 13 isolats
actifs, alors que la souche la plus résistante est Bacillus cereus ou aucun isolats

d’actinomycetes n’a été active, suivi par Acinetobacter baumanii ou seulement un isolat a

été active.

Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes
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LAMCBO10 >

|

LAMCKTY

LAMIBO1

Micrococcus luteus

LAMIBO1

Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

Planche 1: Test d’activité antimicrobienne des isolats d’actinomycétes.

Discussion :

Dans le cadre de la recherche de nouveaux antibiotiques élaborés par des actinomycétes
isolés a partir des milieux extrémes (sebkha et grotte), I’activité antibactérienne des isolats
d’actinomycéte a ¢été étudiée. Les résultats indiquent que la moitié des isolats ont montrée
une activité antimicrobienne contre au moins une bactérie testes utilisées, en effet, ces
isolats appartiennent aux actinomycetes qui sont connus par leurs pouvoirs antimicrobiens
remarquables (Ballav et al., 2015 ; Nurkanto et al., 2014).
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En plus ces actinomyceétes ont été isolé a partir de régions extrémes, sebkha et grotte,
plusieurs auteurs ont indiqué que les actinomyceétes qui ont comme origine les milieux
extrémes montrent généralement un pouvoir antimicrobien plus important par rapport aux
actinomycetes isolés a partir des environnements normaux (terre agricole par exemple)
(Boussaber et al., 2012).

D’apres les résultats qui figurent dans le tableau 3, indique clairement qu'une bactérie a
Gram positif est tres sensible qu’une bactérie & Gram négatives. Cette remarque a été fait
par plusieurs auteurs (Messaoudi et al., 2015 ; Atta et al., 2009).

Cette  déférence  de sensibilité pourrait  étre  attribuéesa la  différence
morphologique entre la paroi des bactéries a Gram négatives et celle des bactéries a Gram
positifs, en effet les premiers ont une membrane externe riche en lipopolysaccharide (LPS)
ce qui lui rend imperméable aux molécules lipophiles. Cependant, une bactérie a Gram
positif est plus sensible, car les LPS sont absents (Gebreyohannes et al., 2013 ; Hozzein
etal., 2011).

L’isolat LAMIT1 montre une activité antibactérienne importante par rapport aux autres
isolats d’actinomycetes isolé au cours de ce travail, en effet cet isolat a été actif contre
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
avec des zones d’inhibition plus aux moins grandes. Cette performance peut étre attribuée
a leur habitat (grotte), qu’est considérée comme une zone vraiment extréme ou les
nutriments sont trés rares ce qui nécessiter un pouvoir compétitif important qui se traduit
par la sécrétion d’une forte concentration de molécules bioactives.

Par son pouvoir antimicrobien remarquable 1’isolat LAMIT1 a été sélectionné pour étre

identifié.
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4. Pré-identification de P’isolat LAM1T1

Mycélium aérien Mycélium de substrat.

Figure 10 : Observation microscopique de 1’isolat LAM1T1 (X100).

L’aspect macroscopique de 1’isolat LAMIT1 se caractérise par un mycélium aérien bien
développé de couleur blanche sur le milieu ISP2, tandis que le mycélium de substrat est de
couleur Ambre.

L’aspect microscopique de I’isolat LAMIT1 se caractérise par un mycélium de substrat
fragmenté en petit fragment immobile, tandis que le mycélium aérien port des sporanges

sphérique ainsi que des longues chaines de pores (figure 10).

Par comparaison entre les caractéres macroscopique et microscopique de 1’isolat
LAMITL avec la description des genres donnés dans la deuxiéme édition de Bergy’s
manuel of systématique (volume 5. 2012), en peut dire que le genre le plus proche
morphologiquement de notre isolat est Kibdelosporangium (figure 11) (Labeda, 2012).

Cette identification doit étre confirmée plus tard par la détermination des sucres et des
acides aminés caractéristiques (étude chimiotaxonomique) ainsi que [’identification

moléculaire afin de donner une identification exacte du genre et de 1’espéce de notre isolat.
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Kibdelosporangium

Figure 11: Morphologie microscopique du genre Kibdelosporangium (William et
Henay, 1994).




Conclusion

« L’efficacité des antibiotiques est I’'un des piliers de notre santé, nous permettant de
vivre plus longtemps, en meilleure santé, et de bénéficier de la médecine moderne. Si nous
ne prenons pas des mesures significatives pour mieux prévenir les infections mais aussi
pour modifier la facon dont nous produisons, prescrivons et utilisons les antibiotiques,
nous allons perdre petit a petit ces biens pour la santé publigue mondiale et les
conséquences seront dévastatrices » (OMS. 2009).

L’objectif de notre travail c’est 1’isolement des nouvelles souches d’actinomycétes, a
partir des environnements extrémes comme sebkha et grotte, qui peuvent nous fournir des

nouveaux antibiotiques. Pour atteindre ce but nous avons divisé le travail en trois parties :

Dans la premiere étape nous avons étudié les caractéres physico-chimiques des cing
échantillons de sol prélevés de déférents milicux extréme (potentiel d’hydrogeéne et maticre
organique), on a remarqué que le pH de tous les échantillons est basique, tandis que le taux
de la matiére organique varie entre: Faible pour 1’échantillon de Kenadsa a trés éleve pour
1’échantillon d'Hassi bahbah.

Dans la deuxieme étape : nous avons essayé d’isoler des actinomycetes par 1’utilisation
de trois milieux de culture (caséine amidon agar, chitine vitamine B et le milieu Bennett)
les résultats indiquent que le meilleur milieu pour I’isolement des actinomycétes est le
milieu caséine amidon agar, qui permit la récupération de la plupart des actinomycétes
isolés (54/57).

La troisieme étape consiste a mettre en évidence 1’activité antimicrobienne des isolats
obtenus, les résultats indiquent que 51% d’isolats (29 isolats) obtenus ont été actifs contre
au moins une bactérie testée utilisée, la plupart des isolats agissent sur des bactéries a
Gram positifs (17 isolats) ; sur la base des résultats de I’activité antimicrobienne obtenue
nous avons sélectionné 1’isolat LAMIT1, qui a montré ’activité antimicrobienne la plus
intéressante, pour étre identifier sur la base des criteres macroscopique et microscopiques.

L’identification de [I’isolat LAMT1 indique qu’il appartient au genre
Kibdelosporangium, ces résultats doivent étre confirmés plus tard par la biologie

moléculaire.



Conclusion

Les principales perspectives de ce travail :

v L’identification moléculaire de I’isolat sélectionnée LAMIT1 par le séquencage de
I’ARN 16s, jusqu’au niveau de 1’espece.
v’ Tester I’activité antifongique de 1’ensemble des souches isolée.

v' Etudier les molécules bioactives sécrétées et étudiant leur structure chimique.
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La composition des milieux de culture

Caséine amidon agar :

Amidon 10g
Caséine 0,39
KNO3 29
K2HPO4 29
NaCl 290
MgS04.7H20 0,05¢g
CaCOs3 0,02 g
FeSO4.7H2 0,019
Agar 18 ¢
Eau distillée 1000 ml
NaCl 100 g
- pH=73.
ISP 2
Extrait de levure 49
Extrait de malt 109
Glucose 49
Agar 209
Eau distillée 1000 ml
Nacl 100 g

- pH=7,3




Bennett

Glucose

Extrait de levure
Extrait de malte
Pepton

Agar

Eau distillé
NaCl

- pH=73

Chitine vitamine B

Chitine

KH2 PO4

KoH PO4
NaCl

CaCOs
FeSO47H20
ZnS047H,0
MnCl24 H,O
Agar

Poly vitamine B
L’eau distillée
NaCl

- pH=73

209
1000 ml
100 g

0.15¢
0.35¢
03¢
0.02g
001g
0.001g
0.001g
18 g
15¢
1000 ml
100 g

m




Muller-Hinton
Infusion de viande
Hydrolysat de caseine
Amidon

Agar

Eau distillée

- pH=74

BHIB

Brain Heart Infusion

L’eau distillée

- pH=74

3009
175¢
159
179
1000 mi

37.09
1000 ml

m
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Résumé

On a détecté des résistances aux antimicrobiens partout dans le monde et, le probleme
s’intensifiant, c’est I'un des plus grands défis qui se pose aujourd’hui a la santé mondiale .L’une
des stratégies suivies dans la recherche de nouvelles molécules antibiotiques consiste a isoler
des bactéries actinomycétales a partir d'écosystemes peu ou pas explores (Sebkha et grotte) ; 57
souches isolées a partir de différents régions qui se ressemblent par leur aspect macroscopique
et microscopique aux actinomycetes, 51% présenté une activité antimicrobienne contre au
moins une bactérie test utilisé. Parmi ces isolats la souche LAMIT1 a été sélectionnée pour son
pouvoir antimicrobien intéressant. Sur la base des critéeres morphologiques, cet isolat peut étre

rapproché au genre Kibdelosporangium

Mots clés : Sebkha et grotte, Isolement, Actinomycete, Activité antimicrobienne.

Abstract

The problem of detection of antimicrobial resistance in the world, is one of the biggest
challenges facing the World Health Day , as the search for new antibiotics by isolating
actinomycetes of ecosystems harsh (marsh and the cave), it’s one of the strategies used;
57strains isolated from deferent regions that are similar in macroscopic and microscopic
appearance actinomycetes, 51% presented antimicrobial activity against at least one bacterium
test used, These isolates the LAMITL strain was selected for its interesting antimicrobial
power. Based on morphological criteria, this isolate can be compared to the genus
Kibdelosporangium.

Keywords: marsh and cave, isolate, actinomycete, antimicrobial activity.
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