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Introduction

La découverte des premiers agents antibactériens, sulfamides en 1935, puis pénicillineau
lendemain de la seconde guerre mondiale, avait suscité le grand espoir de voir les maladies
infectieuses a jamais jugulées, révolutionné la médecine moderne et a fortement diminué la
souffrance humaine. L’usage massif des antibiotiques a abouti, non a I’élimination des
infections mais a apprendre aux microbes a résister a ces antibiotiques en exercant une
pression de sélection qui a favorisée 1’émergence de génes de résistance chez les bactéries
aboutissant a des souches multirésistantes responsables d’infections graves. Ces derniéres
années la résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un phénoméne mondial
inquiétant (Courvalin et Philippon, 1990 ; Hugues Fleury, 2008 ; Bevilacqua).

Les actinobactéries sont des procaryote trés recherchés en biotechnologie a cause de leur
role important dans la production des composés bioactifs. ce groupe de bactéries a fourni un
nombre considérable d’enzyme, de composés anti tumoraux ,d’agent immunosuppressifs,
d’insecticides, d’antiparasites, d’herbicides, d’antioxydant et surtout d’antibiotique (Solanki et
al., 2008). Cette derniere, sont élaborés par divers organismes vivants notamment les
microorganismes (bactéries et champignons). Parmi ceux-ci, les actinobactéries, appelés aussi
actinomycetes, constituent 1’'un des groupes les plus étudiés pour le dépistage de nouvelles
molécules bioactives. Ces bactéries sont retrouvées dans divers habitats, méme les plus
hostiles, et principalement dans les sols. Le genre Streptomycesest le principal pourvoyeur en
antibiotiques, mais d’autres genres sont également producteurs. L’une des stratégies pour
augmenter la probabilité d’obtenir de nouveaux antibiotiques d’origine actinobactérienne est
d’explorer des environnements extrémes (sols arides, salés, etc.) et des habitats les moins
exploités et également viser des actinobactéries dites ‘rares’. Ainsi, Les bioprospections de
tels environnements ont été¢ d’un succes remarquable. En effet, plusieurs actinobactéries rares

ont été isolées et sont a I’origine de nouveaux antibiotiques (Boudjella et al., 2014).

Les sols sahariens d’ Algérie représentent des €écosystémes particuliers. Leur exploration a
permis de mettre en évidence leur richesse et leur biodiversité en actinobactéries rares. De
nombreux travaux ont été réalisés dans le but de rechercher des souches productrices
d’antibiotiques. Plusieurs souches isolées sont de nouvelles especes et produisent de nouvelles

molécules antimicrobiennes (Boudjella et al., 2014).



L'objectif principale de ce travail est d'étudier [I'activité antimicrobienne des
actinobactérie isolée a partir de rhizosphére de Ducus sahariensis dans région de Bousaada
M'sila ( Algerie). Pour atteindre cet objectif notre travail est présenté en trois chapitres:

-Le premier chapitre est relatif & une synthese bibliographique en rapport avec le theme

abordé

- Le deuxiéme chapitre est consacré a la présentation du matériel utilisé et a la description des

méthodes effectuées

- Le troisieme chapitre comporte les résultats et discussions lesquels sont présentés en deux

parties:

. La premiére partie est relative a l'isolement des actinomycetes, des champignons et
dénombrement des actinomycetes rhizosphériques pour ceci; il était primordial de
sélectionner des milieux de cultures sélectifs pour Il'isolement des actinomycétes, ainsi que
des techniques favorisant la croissance de la groupe de bactéries et des champignons par
rapport aux autres microorganismes du sol ont des taux de croissance trés élevés comparé

avec celui des actinomycetes.

. La deuxiéme partie concerne I'étude de l'activité antimicrobiennes( l'activité antifongique,
antibactériennes ) des isolats d'actinomycétes d'origine de rhizospheres de plantes Ducus
sahariensis contre 06 microorganismes pathogenes.



Chapitre 1 :
Synthese bibliographique



CHAPITRE I: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES

I.1.Rhizosphére

Le terme «rhizosphére» défini pour la premiére fois en 1904 par Lorenz Hiltner, indique le
volume de sol soumis a I’influence de racines vivantes (Bakker et al., 2013; Bouizgarne,
2013; Prescott et Grayston, 2013). La zone du sol rhizosphérique se caractérise par des
conditions biotiques et abiotiques différentes de celles dans le sol non rhizosphérique (Ibekwe
et al., 2010). La densité des populations de bactéries est considérablement augmentée dans le
sol rhizosphérique et diminue dans le sol non rhizosphérique (Karthikeyan et al., 2008;
McGahan et al., 2014). Les exsudations des acides organiques, des acides aminés ou de
lipides par les racines et la décomposition des matieres organiques mortes (débris issus des
cellules végétales mortes) modifient 1’environnement rhizosphérique (Brimecombe et al.
2001). 11 s’ensuit par conséquent une modification de la structure et de la composition des
populations bactériennes au contact des racines (Kennedy, 1999).

Tous les activités microbiennes, favorables ou non a la vie de la plante, sont rencontrées
dans cette zone. Parmi ces activités, on peut citer la solubilisation ou la métabolisation des
minéraux pour les nutriment, la compétition avec ou sans induction d’une résistance de la
plante aux pathogénes, et aussi la sécrétion de metabolites bioactifs ou les antibiotiques
(Dommergue et al, 1999).

1.1.1.Microorganismes rhizospherique

1.1.1.1.Bactéries

Dans la rhizospheére, les bactéries sont les organismes les plus nombreux ( leur densité est
de Pordre de 10° par g de sol) et les plus variés ( Morel, 1996). Le nombre d’organismes est
maximal dans les premiers centimetres sous la surface et il décroit rapidement avec la
profondeur. Ce sont les bactéries qui sont les plus nombreuses. On évalue habituellement les
populations de bactéries du sol par la méthode dite du dénombrement de colonies sur gélose.
Celle-ci donne probablement un résultat bien inférieur au nombre réel de bactéries, car aucun
milieu nutritif ni aucune condition de culture ne permet de satisfaire tous les besoins nutritifs

et autres de la microflore des sols (Tortora et al, 2003).
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1.1.1.2.Champignon

La densité des champignons est estimée & 10° par gramme de sol. Parmi les genres les
plus fréquents dans la rhizosphere, on citer Fusarium ,Mucor, Rhizopus, Penicillium,
Rhizocotonia, Phoma. Certaines espéces sont antagoniste de champignons pathogenes,
d’autres s’associent aux racines des plantes cultivées comme les mycorhize (Dommergue et

al.,1970)

1.2. Les actinobactéries

1.2.1.Historique

Waksman divise en quatre grandes catégories I’histoire des actinobactéries . La Premiére,
est celle de la découverte de leur réle dans la pathologie et va de 1874 aux années 1990. La
seconde période (1900-1919) se rapporte a la mise en évidence et a I’étude des
actinobactéries du sol, avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis. C’est
ensuite la période (1919-1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance des germes a
été acquise grace aux recherches de Waksman, de Lieske, de Krassilnikov entre autre. La
derniére époque historique, enfin, est celle des antibiotiques produits par les actinobactéries .
Elle commence en 1940 et le nom de Selman Waksman lui est indissolublement lié
(Leuminor, 1989).

1.2.2. Définition

Les bactéries du genre streptomyces sont les actinobactéries les mieux connus et les plus
fréqguemment isolés du sol, des spores reproductrices asexuée, appelées conidies, se forment
aux extrémités des filaments aériens ; si chaque conidies atterrit sur un substrat appropriés,
elle peut y germer et former une nouvelle colonie ; les espéces du genre streptomyces sont des
aérobies stricts; la plupart produisent des enzymes extracellulaires qui leur permettent
d’utiliser les protéines ; les polysaccharides- tels que I’amidon-, la cellulose et bien d’autres

substances organiques présentes dans le sol (Tortora et al, 2003).

Les actinobactérienes sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies
circulaires (Eunice et Prosser, 1983) constituées d’hyphes, c’est — a-dire de filaments qui
irradient par croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance (Gottleb,
1973 ;Lechevalier et Lechevalier, 1981 Eunice et prosser, 1983).

On distingue deux groupes d’actinobactérienes :

_ Groupe01 : les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre Actinomyces, qui
4
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sont des commensales obligatoires des cavités naturelles I’homme et des animaux supeérieure.
_ Groupe 02 : les formes oxydatives aérobies, telles que les Streotomyces, sont abondantes

dans la nature en particuliere sur le sol (Avril et al, 1992).

1.2.3. Propriétés générales

Lorsque les Actinobactéries croissent sur un substrat solide comme la gélose, le réseau
ramifi¢ d’hyphes formé se développe a la fois a la surface du substrat et & I’intérieur de ce
dernier (Figure 01) pour former un mycélium végétatif. La plupart des Actinobactéries ne
sont pas mobiles, chez les quelques genres dotés de mobilité, celle-ci est limitée aux spores
flagellées. La composition de la paroi cellulaire varie fortement d’un groupe a I’autre et prend
une importance taxinomique considérable (Prescott et al., 2010). lls peuvent vivre dans les
écosystemes riches en matiere inorganique. lls ont une croissance lente par rapport aux autres

bactéries, le temps de génération moyenne est environ 2 a 3 heures (Beckers et al., 1982).

Chain of
conidiospores

Agar

surface

Figure 01 : Coupe transversale d’une colonie d’ actinobactéries avec des hyphes vivant
(bleu et vert) et morts (blancs) montrant le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec des
chaines de conidiospores (Prescott, 2010).
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1.1.2.4. Morphologie

Morphologiquement, les actinobactéries peuvent étre classés en deux groupes. Le
premier se compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques
particuliéres et forment seulement une masse de filaments ramifiés (mycélium). Le second
comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que le premier
(Lechevalier, 1985).

Les colonies formées sur des milieux solides présentent différents aspects macroscopiques
qui peuvent étre regroupés en trois types :

_ Colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement attaches au
milieu.

_ Colonies pateuses rugueuses ou lisses qui peuvent étre facilement détachées des milieux
solides.

_ Colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d’hyphes aériens attachés au
milieu par des crampons.

Le mycélium des actinobactéries présente une grande diversité de morphologies. On
rencontre des especes dont le mycélium est rudimentaire au point d'étre inexistant (la plupart
des Mycobacterium), d'autres au mycélium fugace, qui se fragmente (certaines Nocardia), et
enfin des especes au mycélium développé et persistant comme dans le genre Streptomyces.

Les mycéliums fragmentaires et permanents sont illustrés sur la Figure 02.

(A)Nocardia (B)Streptomyces

Figure 02 : Observation au microscope électronique a balayage illustrant les types
fragmentaire et permanent du mycélium des Actinobactéries . (A) Bactéries du genre
Nocardiaqui se fragmentent, (B) Bactéries du genre Streptomycesen sporulation (Belyagoubi,
2014).
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Les différents groupes d’ Actinobactéries peuvent se 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 resistantes a la chaleur et autres
adversités. Les conidies peuvent, suivant les groupes, étre produites :

» isolément (Micromonospora)

» deux a deux longitudinalement (Microbispora)

» en courtes chaines (Actinomadura)

» en longues chainettes (Streptomyces)

Les chainettes de spores peuvent étre ramifiées ou non, droites, sinuées ou en spirales. De

plus, elles peuvent étre rayonnantes autour d’hyphes sporophores (Streptoverticillium).

1.1.2.5. Cycle de développement et physiologie des actinobactéries

1.1.2.5.1. Cycle de développement

Les actinobactéries appartiennent au régne des procaryotes, division des fimicutes
(bactéries Gram positif), classe des thallobacteria (bactéries filamenteuses) et a 1’ordre des
actinomycétales. Sur milieu solide, le cycle de développement des Actinobactéries est trés
similaire a celui des champignons, a la différence essentielle que ces bactéries demeurent
haploides durant tout le cycle. Les Actinobactéries sont des bactéries filamenteuses dont la
croissance donne lieu a des colonies constituées d’hyphes, c’est a dire des filaments qui
irradient, par croissance centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance.

Sur milieu nutritif, la germination d’une spore a partir de laquelle croit un tube germinatif
constitue le point de départ du cycle. De ce tube se développe un réseau constitué d’hyphes
qui se ramifient, formant un mycélium primaire qui s’étend sur et dans le milieu. A partir de
ce mycélium primaire s’éléve par croissance apicale un mycélium secondaire aerien de forme
variable selon les genres bactériens. Suivent un cloisonnement des hyphes aériens, un
épaississement des cloisons et, finalement, la libération de spores (figure 03), (Delaunay et
al., 2003). Ces formes cellulaires permettent la survie dans des conditions défavorables a la

croissance végeétative
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Développement du
mycélium basal

/ 18 h
Germination
=05—= 10 h
0 Spore
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Sporulation s e
du mycélium aérien

5a 10 jours

Figure 03: Cycle de développement de Streptomyces sur milieu solide (Delaunay et al.,
2003).

1.1.2.5.2.Les facteurs physiologiques des actinobactéries

La croissance des actinomycetes est influencée par plusieurs paramétres physiologiques
en particulier: ’oxygene, le pH, la température...etc.
a. L’oxygene

On peut diviser les actinobactéries selon leurs types respiratoires en deux groupes.
_ Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui sont
des commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et des animaux superieurs,
IIs font partie de la flore de Veillons.
_ Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la nature
en particulier sur le sol (Avril et al., 1992).
b. Le pH

Pour le pH, la plupart des actinobactéries se comportent comme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7 et
8.Mais on peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4 (McKinney, 2004),

telle est le cas pour les souches acidophiles comme le genre Streptacidiphilus (Wang et al.,
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2006)
c. La température

La température optimale de croissance est entre 25 & 30°C, mais les especes thermophiles
peuvent croitre a des températures entre 55 et 65°C (Rangaswami et al., 2004).
d. L’activité de I’eau

La germination des spores de la plupart des actinobactéries 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 actinomyecetes est égal a 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005).
e. Tolérance en Na Cl

Selon leurs exigences en NaCl, les microorganismes sont divisés en deux groupes :
_ Les halophiles : ont besoin de sel (NaCl) pour leurs croissances, cette concentration peut
varier de 1-6 % (P/V) pour les faiblement halophiles, jusqu’a 15-30 % pour les bactéries
halophiles extrémes.
_ Les halotolérants : acceptent des concentrations modérées de sels mais non obligatoires pour
leurs croissances. On distingue, les Iégerement tolérants (tolerent de 6 a 8 % de NaCl (P/V)) ;
les modérément tolérants (tolérent de 18 a 20 % de NaCl (P/V)) et les extrémement tolérants

(se développent de 0 % jusqu'a saturation en NaCl) (Nanjani, 2011).

1.3. Les actinobactéries de sol

Le sol héberge de divers genres de micro-organismes. Les actinobactéries sont moins
dominants que des bactéries et plus importants que des champignons. Les actinobactéries
composent habituellement a 10-50% de la communauté microbienne totale déterminée par la
méthode d'électrodéposition dans la terre vierge et cultivée. Leur nombre varie
considérablement dans différents types de sol s'étendant de 10s a 10sg dans des zones
tempérées.

Un nombre peu élevé d” actinobactéries a été enregistré dans la région de I'Antarctique,
dans les tourbes acides et les sediments des différentes eaux. Leurs présences est maximum
dans les couches supérieures du sol, il diminue avec la profondeur. Dans le sol sec alcalin leur
abondance relative est haute. Les actinomycétes les plus abondants dans le sol sont les
especes de Streptomyces qui peuvent former plus de 2/3 des colonies sur des plaques de
dilution, les Nocardia sp représentent jusqu'a un tiers et les Micromonospora attiennent les
5% (Alexander, 1961). Lechevalier et Lechevalier (1967) ont isolé 5000 actibactéries issus de

16 sols différents. Plus de 95% étaient des Streptomyces.
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Tableau 01 : Fréquence des divers genres d’actinomyceétes dans le sol (Lechevalier et
Lechevalier, 1967).

Genre Pourcentage Genre Pourcentage
Streptomyces 95,34 Mycobacterium 0,14
Nocardia 1,98 Streptosporangium | 0,10
Micromonospora 1,4 Actinomadura 0,10
Thermomonospora | 0,22 Micropolyspora 0,10
Actinoplanes 0,20 Pseudonocardia 0,06
Microbispora 0,18 Microellobosporia 0,04

Les cendres volcaniques et les rizieres sont les types de sols propres Japon. Les
actinobactéries étaient nombreux (80 x 10sg-1) dans le sol cultivé de cendre volcanique de
montagne et moins dans les rizieres (26 x 10s g-1). lls étaient moins dans les sols vierges que

dans le sol cultivé (Kumar et al., 2003).

1.3.1. Actinobactéries dans les sols de rhizosphéres de plantes

La majorité des actinobactéries sont trouvés dans divers types de sols tels que les champs
agricoles, les foréts tropicales et les grottes naturelles (Gomes et al., 2000; Nakaew et al.,
2009). Certains des actinobactéries sont distribués dans les parties rhizospheriques du sol. Le
terme de rhizospheére, tout d'abord utilisé par Martin et Kemp (Hiltner ,1904) et défini comme
une zone du sol qui entoure les racines des plants. La densité de ces derniers est plus élevée
dans cette zone que dans les sols dépourvus

Racines (Lynch, 1990). Cette différence est liée a la sécrétion des petits composés
organiques par les racines sous forme d’exsudats qui fournissent la nutrition et les sources
d’énergie pour la croissance microbienne (Soderberg et Baath., 1998). On sait depuis
longtemps que les exsudats contiennent des acides organiques, des acides aminés, des acides
gras, des vitamines et des monomeres des glucides ; la composition et la quantité des exsudats
racinaires varie selon les espéces végetales et les conditions abiotiques tels que de la
température et I'humidité de sol (Martin et Kemp., 1980). Cette flore microbienne de la

rhizosphere comprend principalement les bactéries, les champignons et les actinobactéries .
10
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Les interactions entre les microorganismes procaryotes et les racines des plantes peuvent
avoir des effets bénéfiques, nuisibles ou neutres sur la plante en fonction du type d'interaction

symbiote et les conditions de sol (Smith et Read., 1997).

1.4. Ecologie et distribution des actinobactéries dans la nature

Les actinobactéries sont un groupe de bactéries omniprésent qui se produisent dans la
multiplicité d'environnement naturel et synthétique. Ils se trouvent dans différentes niches tels
que le sol, l'air, I'eau douce, les océans et sur une variété de matéricl comme 1’engrais, les

résidus de veégétaux de compost et des produits alimentaires (Tabeau 02) (kumar et al.,2003).

Tableau 02: Répartition des certaines actinobactéries dans la nature (Goodofellow, 1983).

Genre Habitats

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere
Saccharomonospora Matiére en décomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere
Steptosporangium Sol

I.5. Importance des actinobactéries

La principale raison derriére I’engouement pour les actinobactéries vient du fait qu’ils
possédent des roles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes, (Conn,
2005), mais eégalement pour la synthése de nombreux métabolites d'intérét biotechnologique.
Il a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont produits par les
actinobactéries dont 6550 (40%) par des espéces de Streptomyces (Choulet, 2006).En plus de
la production d’antibiotiques, les actinobactéries produisent un grand nombre d’autres
metabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités, tels que des inhibiteurs
d’enzymes, immunosuppresseurs, toxines et pesticides (Dairi, 2005 ; Pizzul, 2006).
1.5.1. Dans les domaines médical, vétérinaire et industriel

Les actinobactéries ont fourni un nombre considérable de composés bioactifs de haute
valeur commerciale, et sont recherchés de facon routiniere dans le but de découvrir de
nouvelles substances bioactives (Vijayakumar et al.,2007).

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les ¢levages industriels d’animaux.
Ils sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des plantes, mais

aussi dans 1’alimentation pour augmenter les rendements zootechniques (Khachatourians,
11
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1998).
1.5.2. Dans le domaine agronomique

Les actinobactéries jouent un réle important dans le domaine agronomique .ainsi, legener
Frankia est capable de fixer I’azote atmosphérique chez plusieurs plantes dicotylédones autres
que les Fabacées (Goodfellow et williams, 1983).

Les actinobactéries participent a la dégradation des polymeres les plus récalcitrants des
débris de plantes, des litieres et du sol (Williams et al.,1984).ils sont capables de décomposer
les déchets urbains a haute teneur en produits chimiques. certains genres comme Nocardia,
Rhodococcus, Arthrobacter, Mycobacterium et Corynebacterium se révelent étre d’une
grande importance dans la dégradation des hydrocarbures, souvent a 1’origine de pollution
graves. Les actinobactéries sont également utilisée dans la lutte biologique contre les agents
phytopathogenes d’origine tellurique (Crawford et al, 1993).

1.6. Rble des actinobactéries dans le sol

Dans le sol, la densité des actinobactéries , essentiellement représentés par les genres
Nocardia et Streptomyces, est en général 3 a 15 fois plus faible que celle des bactéries et varie
entre105 et 108 unités /g de sol. Leur densité augmente dans les sols alcalins et décroit dans
les sols submergés (Goodfellow et Williams, 1983). Leur réle dans le sol est important en
raison de leur aptitude a dégrader les substances organiques non biodégradables par les
champignons et les bactéries, et a produire des substances probiotiques et antibiotiques
(Kieser et al., 2000). Les premiers stades de la dégradation de la matiére organique sont le fait
de bactéries et de champignons. Les actinobactéries ne se développent pas durant ces
premiers stades en raison de leur inaptitude a la compétition, par contre, ils se développent
relativement bien sur une matiére organique partiellement dégradée et inapte a porter une
microflore fongique et bactérienne (Crawford et al., 1993).
1.7. Le métabolisme antibiotique des actinobactéries

Les métabolites secondaire produits par les actinobactéries présentent un grand nombre
d'effets biologiques diverses, d'abord des activités antimicrobiennes. L'ordre des
actinomycetales sont célébre producteur de métabolites bioactifs avec une expérience
professionnelle de plus de 10 000 agents antimicrobiens a usage clinique (Demain, 2009). Les
métabolites secondaires produits par les actinobactéries révélent des activités biologiques
variées tel qu’antibactériennes, antifongique, antiviral, anticancéreux, anti protozoaires, anti
cholestérol.

Ce groupe de composés forme un assemblage héterogéne des molécules biologiquement
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puissantes avec diverses structures et mécanismes d'action. La decouverte des agents
antimicrobiens des actinobactéries a mené a une percée dans le monde de la médecine, en
raison de leur assistance précieuse pour sauver I'hnomme de maladies infectieuses.la plupart
des bactéries infectieuses sans traitement aux 19 siécles peut étre facilement guéerir maintenant
avec un programme court des antibiotiques, par exemple la tuberculose (McDermott et
al.,1947) .

1.7.1. La production des antibiotiques

Les actinobactéries sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berdy, 2005). On estime que les deux tiers des quelque six mille
antibiotiques isolés jusqu'ici sont produits par les actinobactéries.

Historiquement A.Waksman fut le premier & démontrer la richesse des actinobactéries
dans ce domaine, il isola quatre des premiers antibiotiques utiles : I'actinomycine (1940);la
streptomycine (1944) ; la néomycine (1949) et la candicidine (1953). Parmi les especes
actinomycetales, les Streptomyces sont les plus importants producteurs d'antibiotiques et
autres métabolites secondaires, 75% des antibiotiques sont produits par les espéces de
streptomycetes (Revel et al., 2000). Les antibiotiques des actinobactéries peuvent étre
classés en groupes chimiques quelques exemples:

-Les aminoglycosides (streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine);
-Les macrolides (érythromycine)
-Les ansamycines (rifamycine)
-Les béta-lactames (thiénamycine)
-Les peptides (viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine)
-Les tétracyclines (chlortétracycline, oxytétracycline)
-Les nucléosides (puromycine)
-Les polyeénes (nystatine, candicidine, amphotéricine B);
-Les polyéthers (monensine) (Berdy, 2005).
Les antibiotiques des actinobactéries sont utilisés aussi dans le traitement de certaines
maladies des plantes.

Les actinobactéries tiennent une trés grande importance dans le domaine de la
biotechnologie des antibiotiques, malgré les progrés de synthéses chimiques. En effet, 45%
des antibiotiques connus, sont naturellement issus des actinobactéries et plus particuliérement
du genre Streptomyces (Figure 04 ), (Sibanda & al. 2010). Parmi les antibiotiques qui ont des
applications thérapeutiques on peut citer : les aminoglycosides, les anthracyclines, les
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glycopepetides, les bata-lactamines, les tetracyclines, les macrolides, les nucliosides...etc.

Autre les antibiotiques, les actinobactéries produits d'autres molécules qui ont des
applications biotechnologiques variées, telles que :

- Anti tumorales : actinomycine, adriamycine, rebeccamycine- (Uyeda, 2004).
- Antivirale, antiparasite ;
- Insecticides : nikkomycine-, miticides herbicides : phosphinothricines.

- Piscicides : antimycine A-,

Ainsi que d'autres substances ayants des activités biologiques les plus diverses

(immunosuppressives, immunostimulantes) (Sanglier et al., 1993).

e

Actinomyecetes :

- 75.5 % Streptomyces sp.
- 24,5 % Actinomyceétes rares

m Produits issus de bactéries non actinomycétales,

m Bactéries actinomycétales, Champignons microscopiques

Figure 04 : Origine des antibiotiques ( Berdy, 2005).
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CHAPITRE II: MATERIELS ET METHODES

I1. Objectif recherché:

Ce travail est réalisé au laboratoire de biotechnologie végétale, faculté des sciences de la
nature et de la vie. Notre objectif essentiel, consiste a essayer de voir l'activité
antimicrobienne des actinobactéries isolé de la rhizosphére de la plante Daucus sahariensis.
Pour parvenir a cela, nous avons utilis¢ un méthode pour tester 06 bactéries référencé non
pathogéne sur les actinobactéries qui nous avons isolé et purifié sur le milieu de culture pour
faire I'activité antibactérienne. Et aussi nous avons fait 1'isolement du champignon pour faire
l'activité antifongique.
II. 1. Isolement du champignon Phytopathogene ( Phytophthora infestant)

et des actinobactéries

I1.1.1. Isolement des champignons ( Phytophthora infestant)

Le champignon phytopatogene est isolé directement a partir d’un fragment de fruit de tomate
(Solanum lycopersicum L.), Le fragment d’un fruit présentant les symptomes d’une maladie
fongique (pourriture et nécrose ou présence des hyphes observés sous loupe binoculaire) est
immergé dans des tubes a essai contenant de I’eau distillée stérilisée (121°C, 20min a

I’autoclave) puis incubé a la température ambiante.
I1.1.1.1. Purification et conservation

Nous avons réalisé des repiquages successif sur milieu PDA par ce procédé, nous avons
obtenu une culture pure de Phytophtora la conservation des souches est effectué par

repiquage sur milieu PDA.
I1.1.1.2. Identification de I’agent pathogéne

L’identification de 1’agent causale repose sur une étude macroscopique de caractere

morphologique de la culture.
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I1.1.2. Isolement des actinobactéries

I1. 1.2.1. Prospection d'échantillon:

La prospection sur terrain ainsi que le moment du mois du février qui se déroule dans la
région du Bousaada, une ville ou se trouve la plante Daucus saharinesisMerb, située
Bousaada, de willaya du M'sila. Son climat est semi-aride.

Tableau 03: Description d'échantillon a utilisée.

Région de Profondeur des Nombre d'isolat Caractéristiques de
prélévement prélévements d'actinobactéries sol
isolés
Le profil et la
couleur
Boussaada a M'sila 05-10 cm 09 Sol sableux
Marron jaune

I1.1.2.2. Prélévement des échantillons du sol rhizosphériques
Ils sont prélevés a ’aide d’une grande spatule stérile, les cing premiers centimétres de la
couche superficielle du sol sont écartés, on préléve alors avec une petite spatule stérile dans la
couche sous-jacente (entre 5 et 15 cm de profondeur) 100 a 150 g de terre, qui sont déposés
sur une feuille d’aluminium. Les gros débris sont écartés (pierres, racines, etc.) et environ 50
g sont placés dans un flacon stérile et transportés le plus rapidement possible au laboratoire
pour analyse (Pochon et Tardieux, 1962).
I1.1.2.3. Prétraitement des échantillons
Avant I’isolement, les échantillons du sol subis un prétraitement pour améliorer le nombre des
actinobactéries, pour cela prétraitements ont été appliqués : chaque échantillon est partagé en
deux lots de 50 g chacun. Un des deux lots subit un chauffage au étuve a 110°C pendant 10
minutes (Agate et Bath, 1963).1 gramme de chaque sol chauffé ou non.

Dans notre travail nous avons utilisé prétraitement physique; séchage. Le séchage de
I’échantillon du sol a I’air libre, a pour but la réduction de la flore bactériennes contaminant.
Les travaux de (Fan et al., 2010), indiquent qu’un séchage des échantillons du sol pendant 7 a

21 jours réduise considérablement le nombre des champignons ainsi que les bactéries.
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11.1.2.4. Méthode et milieu d'isolement d'isolats d'actinobactéries
(suspension-dilution)

11.1.2.4.1. Milieu d'isolement d'isolats d'actinobactéries testé

Le milieu de cultures recommandées pour 1’isolement des actinobactéries, ont été utilisés est
ISP2 (Ara et al., 2012).La composition de cette milieu de culture est donnée dans 1'annexe. Le
pH du milieu de culture est ajusté a raison de 7.4 avant la stérilisation. Pour favoriser
l'isolement des actinobactéries. Dans notre travail Le milieu de base ISP2 est additionné de
Streptomycine( 10ug/l), Actidine ( 50ug/ml). L'autoclavage de milieu a lieu de 110c°pendant

20 min apres l'ajustement du pH a 7.3.

I1.1.2.4.2. Préparation de la suspension de dilution et ensemencement

La préparation des dilutions consiste tout d'abord a ajouter 1 g de sol a 9 ml d'eau
physiologique stérile. La suspension subit une agitation pendant quelques minutes par un
vortex, ce qui constitue la dilution 10 °.

A partir de cette suspension mére on prépare les dilutions 10 ‘et 107, avec une addition des
racines d'une plante Daucus sahariensis qui se trouve dans cette sol aprés un broyage dans un
mortier stérile dans les dilutions suivant (10'3, 10'4, 10'6, 10'7).P0ur réalise cette méthodes
nous avons utilisé¢ la méthode d’ensemencement comme suit :

_ Ensemencement en surface: cette méthode consiste a déposer 0.1 ml de chaque
échantillon correspondant soit a la dilution 10 ou 1074 la surface de milieu ISP2, puis étalé a

I’aide d’une pipette pasteur stérile. Les boites sont incubées pendant 7 jours a 30°C.

I1.1.2.5. Purification et conservation de l'isolat d'actinobactéries

Des observations réguliéres sont effectuées chaque semaine. Les isolats d’actinobactéries sont
purifiés par stries sur milieu ISP2 et incubées a 30°C pendant 7 jours. a la base de glucose,

d’extrait de malt et d’extrait de levure (Shirling et Gottieb,1966).
I1.1.2.6. Identification macroscopique d'isolats d'actinobactéries

Les colonies d’actinobactéries ont ¢été reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique. Elles apparaissent séches, rugueuses, colorées ou non, adherent a la gélose et
présentent un mycélium végétatif et aérien, certaines montrent seulement un mycélium du

substrat.
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L'aspect macroscopique des colonies est observé directement sur la gélose apres purification,
il permet de connaitre la forme, le contour, la texture, la couleur et la viscosité. Ces
observations sont aussi déterminées a l'aide du grossissement X4 du microscope (Guiraud,

1998).

I1.2. Activité antimicrobiennes des isolats d'actinobactéries

11.2.1. Bactéries testé

Les déférentes souches bactérienne sont repique dans la laboratoire de la microbiologie du

I'université de Mohamed Boudiaf M'sila.

Gram Nom de la bactérie
+ Bacillus subtilisATCC 6633
- Kelbseuilla pheumoniaeATCC 532
+ Candida albicansATCC10231
+ Enterococus faccalisATCC 2035
- E. coliATCC 25922
+ Staphylococcus aureus ATCC6538

I1.2.1.1. Repiquages des bactéries

Le prélevements des bactéries sont effectués de 48h et repiqués sur un milieu du culture
spéciale GN ,les boites sont incubées a 27c® pendant 24h a 48h pour faire l'activité
antibacteriennes les diametres des zone d'inhibition sont mesurée au millimeétres prés (Prescott

et al., 2007).
I1.2.2. Technique des stries croisées (Rothrock et Gottlied, 1981)

Apres I'étude macroscopiques et microscopique, L'antagonisme entre les actinobactéries et les
germes cibles a été évaluée sur le milieu solide ISP2 par la technique des stries croisées
(Aouiche et al., 2012). Tout d'abord, nous effectuons des trait d'actinobactéries dans des
nouvelles boites de pétri contient ISP2 et incuber pendant 07 jours a 30°C.

A 7 éme jours on ensemencée en un seul trait de chaque bactéries suivant ( E.coli ATCC
25922 , EnterocousFaccalis ATCC 2035, Candida Albican ATCC 10231, BasillusSubtilis
ATCC 6633, KclbseillaPneumoniae ATCC 532, Saccharomyces Cerivisiae ATCC 6538) sur

le méme milieu. Et aussi la méme chose pour les champignon.les bactéries multiplie chaque
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heurs donc on peut prendre des résultats au méme jour ou aprés 24 heures, mais les

champignons multiplies plus lentement, on peut donc prendre des résultats apreés 5 a 7 jours.

Cette méthode présenté dans la figure 05 e figure 06 comme suit:

MATERIELS ET METHODES

Agent phytopatoge

Trait d'actinomycete
N

3.5cm

Milieu du culture ISP2

A

Figure 05: Méthode de stries croisée en boite de pétri entre la souche antibactériennes et

l'agent phytopatogene.
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Ensemencement actinobactéries( L

isolats test) en stries transversales Ensemencement
< > germes cibles

Incubation 10j/30°C }

Zone

d'inhibition

(1)Bacillus subtilis; ATCC 6633

(2)Kelbseuilla pheumoniae; ATCC 532
(3)Candida albicans, ATCC 10231
(4)Enterococus faccalis; ATCC 2035

(5)E. coli; ATCC 25922

<A A A A A
L

(6)Staphylococcus aureus ; ATCC6538

Mesure des zones d'inhibition aprés 24h a 28h d'incubation a 30°C.

Figure06: Mise en évidence de l'activité antibacteriennes sur milieu ISP2 par la méthode des

stries croisées (Rothrock et Gottlied, 1981).
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11.2.3. Lecture

Aprés incubation, la présence de zone d’inhibition est observé donc [’actinobactéries
produisant des antibactériens et des antifongiques actifs ou non contre la souche test. La
distance d’inhibition est mesurée en millimeétre selon la formule suivant :
Taux (%) inhibition= (R témoin — R test) / R témoin x 100.
R témoin : distance radiale maximale de croissance du bactérie ou champignon.
R test : distance radiale sur une ligne en direction de 1’antagoniste.
L’absence de zones d’inhibition claires indique un résultat négatif qui montre que les
bactéries ou les champignons sont résistantes aux substances produites par les actinobactéries.
Plus cette zone est grande, plus l'activité antimicrobienne est importante.
I1.2.4. Etude statistique

Les expériences ont ¢été analysées en utilisant une analyse standard de la variance
(ANOVA) avec une facture. Pour tous les teste, le niveau de la signification a été évalué au
seuil 5%.la comparaison des moyenne fait moyennement le teste de Ducun afin de distinguer

des groupe selon les valeurs des moyennes des variables testées.

21



Chapitre 111 :

Reésultats et discussions



CHAPITRE IlI: RESULTATS ET DISCUSSION

II1.1. Identification du champignon Phytopathogene (Phytophthora infestant)

et des actinobactéries
I1.1.1.Identification du champignon Phytopathogéne(Phytophthora infestant)

II.1.1.1.Les caractéristiques morphologique du champignon

Le champignon été isolée a partir d'un fruit de la tomate (Solanum lycopersicum L.),
présentant des symptomes de la Phytophthora infestant; des taches brunes, plus claires en
périphérie et pouvant se développer autour de la zone pédonculaire. Ces taches peuvent étre

marbrée et bosselée irrégulierement avec un contour mal défini (Jean et al., 2000).

Apres repiquage de cette isolat sur le milieu PDA au laboratoire a 25°C pendant 05 jours nous
avons observé un aspect cotonneux avec un couleur noiratre due a la production des micro
sclérotes ( forme de résistance), (figure 05), 1'aspect microscopique nous a permis des distingue

des filaments cloisonne avec un téte a la fin de chaque filament.

Figure 07: le champignon phytophthora infestant.
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IT1.1.2. Les caractéristiques morphologique des isolats actinobactéries

Apres le repiquage sur le milieu ISP2 a 30°C pendant 07jours les isolats d'actinobacteries
apparaitre est montre une diversité que soit pour la forme, la couleur et se développent
lentement. Elles sont repérées d'apres leur aspect macroscopique caractéristique et purifiés afin

d'obtenir des cultures pures pour la conservation.

La figure 08, montre L'isolats d'actinobactéries a partir des échantillons traités ou non sur le

milieu de culture ISP2.
II1.1.2.1. Les caracteres culturaux des isolats actinobactéries

Les actinobactéries ont un aspect morphologique trés caractéristique. Les colonies apparaissent
séches, rugueuses, colorées ou non, avec un mycélium moyen aérien et végétatif en général,
certains d'entre eux présentent seulement un mycélium de substrat. Les colonies de taille
moyenne, poudreuses, régulieres ou non, aplaties ou bombées, avec une odeur terreuse
caractéristique des actinobactéries a croissance lente (Boudemagh et al., 2005),(tableau 04).

Selon Shirling et Gottlied, 1966, les actinomycétes sont reconnue par 05 séries de couleurs

(Blanche, gris, rouge, bleu, variable: du violet- orange ou rose). Selon la couleur du mycélium

aérien sporulé et mature.(figure 09)

Tableau 04:Caractéristique morphologique des isolats actinobactéries.

Isolats Mycélium Contour Elévation La forme etla | Couleur de
actinobactéries MS taille MS
MSBA1 Présent Régulieres Aplaties Poudreuses Blanche
MSBA2 Présent Irrégulieres Bombée Trés petit, spore | Gris
MSBA3 Présent Irrégulieres Bombée Petit spore Blanche
MSBA4 Présent Régulieres Aplaties Poudreuses Gris
MSBAS Présent Irrégulieres Bombée Petite, spore Gris
MSBAG6 Présent Irrégulieres Bombée Petite, spore Blanc
MSBA7 Présent Régulieres Aplaties Crame Blanc
MSBAS Présent Réguliere Bombée Petit spore Rose
MSBA9 Présent Irrégulieres Bombée Des spore Noir

moyenne
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Sur le milieu ISP2,les isolats actinobactéries MSBA2, MSBA3, MSBAS5, MSBA6 sont de
contour irrégulieres, la surface des colonies sporange a petit taille, de couleur blanche au centre

et gris a c6té ce qui nous a permis de classer dans la série de gris proposée par Shirling et

Gottlied, (1966).

Les colonies des isolats actinobactéries MSBA1, MSBA4 a une croissance importance avec des
colonies tres petite et poudreuses, elles se développent sous forme de colonies détachables. Le

Mycélium de substrat est abondant, bien développé de couleur a centre blanc a des coté gris.

Les colonies des isolats actinobactéries MSBA7 sont de contour réguliéres, la surface des

colonies crame, de couleur Blanc.

Les colonies des isolats actinobactéries MSBAS sont de contour régulicres, la surface des

colonies spore a petit taille, bombée de couleur Rose.

Les isolats actinobactéries MSBA9 sont de contour irrégulieres, la surface des colonies spore a

taille moyenne, bombée, de couleur Noir.

Dans notre travail, selon 05 séries de couleur (Shirling et Gottlied, 1966), les 09 isolats
d'actinobactéries ont été distribués comme suit: 06 isolats ont été trouvé appartenant a la séries
des grise (MSBA1, MSBA2, MSBA3,MSBA4, MSBAS, MSBAG), d'autre appartient a la série
des roses (MSBA7), la souche MSBAS appartient a la séries des blancs et enfin la souche
MSBAO9 appartient a la séries noirs.
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MSBAG6

Figure 08: Quelque isolats d'actinobactéries étudiés.
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II1.2. Activité antimicrobienne des isolats d'actinobactéries

L'activité antimicrobienne a ét¢ effectués sur milieu du culture ISP2. Les résultats obtenus apres
incubation a 30°C pendant 24h a 48h pour les bactéries et la levure, les champignons pendant 5
a 7 jours, indiquent la présence ou non  d'activit¢ antimicrobiennes sur les germes
cibles.09d’actinobactéries ont été isolés a partir des échantillons de sol rhizosphériques,
collectés de Daucus sahariensis qui poussent dans régions du centre d’Algérie (Boussaada). Ils
ont été identifiés par des méthodes morphologiques et testés pour leur activité antagoniste vis-a-
vis de divers microorganismes pathogenes par la technique des stries croisées les résultats sont
présentés au tableau 05. Les travaux de (Sabaou et al,1992 et Sabaou et al,
1998 ;Boudjella, 1994 ; zitouni et al., 2004 et 2005 ; Badji et al., 2006;Lamari, 2006) confirment
la richesse de sol saharienne en actinobacteries , qui est parfois dépassent les autre groupe

microorganisme en densité
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Tableau 05: L'activité antimicrobienne de (09) isolats d'actinobactérie

Isolats Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Germes cibles
Bactéries Champignons
Gram”" Gram
Bacillus | Staphylococcu | Enterococcus | E. coli Kelbseuilla | Candida | MSBCI
subtilis | s aureus faecalis pheumoniae | glbicans
MSBA1 | 00+00b 6.67£5.77ba 7.33+2.89ba 10.00+8.66a | 7.67+2.31ba 00+00b 00+00b
MSBA2 | 0+00c 11.33+15b 10100ba 13.33+1.15a | 8.67£5.77ba 7.67+4.04 | 2.67+2.
b 52¢
MSBA3 |00£00 | 0000 00£00 00£00 00£00 00£00 00£00
MSBA4 | 0000 00+00 00100 00+00 00100 00100 00100
MSBAS | 0+00b 12.33+0.58a 12+10.39a 15.33+2.89a | 13.33+9.81a 13.67+5.7 | 14+3.6a
7a
MSBAG6 | 2t£1.73b | 9.33+1.15a 5.33+4.62ba 5.67£0.58ba | 6.67+5.77ba 5.33+4.62 | 0.67+0.
ba 58b
MSBA7 | 0000 00+00 0000 0000 00100 00100 00100
MSBAS8 | 00+00b 00+00b 00+00b 00+00b 2.67+2.31a 00+00b 0+00b
MSBA9 | 00+00b 2.671£2.31a 3.33+2.89a 00+00b 00+00b 00+00b 3.33+1.
53a
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Tableau 06: Pourcentage de l'activité antimicrobienne de (09) isolats d'actinobactéries

Isolats Isolats a activité Isolats a activité Isolats a activité
antibactériennes antifongique antimicrobiennes
09 02 (22.22%) 00 (00.00%) 04 (44.44%)

Le criblage préliminaire des isolats d’actinomyceétes, a montré que parmi les neuf 09 isolats
étudiés, deux 02 isolats (22.22%) a une activité antibactérienne, et aucune activité antifongique
et 04 (44.44%) a un large spectre d’activité a la fois sur les bactéries et les champignons (tableau
06). L’inhibition de la croissance des germes cible révélée par ’apparition d’une zone claire,

confirme 1’activité des Actinobacteries testés.

IIL.2.1. Activités antifongique d'isolats d'actinobactéries

L’analyse des résultats, a montré que les cinq isolats d'actinobacteries. MSBA1, MSBA3,
MSBA4, MSBA7, MSBAS aucun activité antifongique mais l'isolat MSBAS a une activité ¢levé
sur les champignon de phytophthora infestant (MSBC1) par rapport Condida albicans. Dans
d’autres études de plusieurs auteurs montre que 1’activité antifongique élevée (Kataoka et Futai,
2011; Cuesta et al., 2012; Bubici et a/.,2013; Kaur et al., 2013). En effet, Thakur et al., (2007).
Bubici et al., (2013), suggerent que cette activité antifongique est probablement due a la
production des antibiotiques et des enzymes lytiques.

Les travaux de Jayasingh et Parkinson, (2008), indiqué que les antibiotique émis par les
especes d’actinobactéries provoquent I’arrét de la croissance mycélienne et méme dans certains
cas un éclatement des hyphes chez certaines especes fongique .

Parmi les molécules de I'activité antimicrobienne, la gamme des antifongiques est beaucoup
plus restreinte que celles des antibactériens (Domenico, 1999).Des genres d'actinomycetes
parfois assez rares dans le monde, ont été isolés en nombre important et dont plusieurs sont

producteurs d'antifongiques a large spectre d'action ( Boudjella, 1994; Zitouni, 1995).
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II1.2.2. Activité antibactérienne d'isolats d'actinobactéries

A partir 09 isolats d'actinobacteries ont été obtenus.22.22% de deux isolats produits
Substances antibactériens contre les bactéries Gram positif et des bactéries Gram négatif
(tableau 05).

Activité antibactérienne sur la bactérie phytopathogeéne sélectionnée Comme les organismes

d'essai ont été montrés que l'isolant MSBA4, MSBAT7 n'est pas active contre tous les bactéries-
teste, ces résultats convergent parfaitement avec ceux de Mustafa et al, 2004, qu’été observé
chez les isolats streptomyces sp(5c8) .
Trois isolats MSBA1, MSBA2 et MSBAS a une activité sur toutes les bactéries-tests sauf sur
Bacillus subtilis. Par contre les travaux de Mustafa et al, 2004 rapporté que l'isolat
Streptomyces phaeochromogenes (9B40) montrent un activité seulement sur Bacillus subtilis
ATTC6633, (avec un zone d'inhibition= 18mm).

En effet, les deux isolats MSBA2,MSBAS, ont montré une forte activité antibactériennes
contre la pluparts des bactéries gram négatif . Par contre, pour les bactéries cibles Gram positif
assez faibles. Ces résultats non comparables avec les travaux de Mellouk et al., 2016; qui
montre que 1’isolat Streptomyceétes sp (TA4) est fortement active contre les bactéries a Gram
positif (Staphylococcus aureus ) avec des diametres d’inhibition de 40 et 32 mm,
respectivement; aucune activité n’est enregistrée contre les bactéries a Gram négatif.

Donc T’activité antibactérienne contre les bactéries-tests de Gram négatif apparait plus
importante que celle contre les bactéries Gram positif; les bactéries-tests a Gram négatif
concernées par I’inhibition sont : E. coli, Kelbseuilla pheumoniae.

D’ailleurs Les différences en composition de la paroi entre les bactéries Gram positive et
négative peuvent étre responsables de leurs différences de sensibilité. En effet, les bactéries
Gram négative portent dans leurs membranes externes des sucres de nature
lipopolysaccharidique (LPS) ce qui rend leurs parois imperméables au passage des solutés
lipophiles, contrairement aux bactéries a coloration de Gram positif qui ont une paroi tapissée
uniquement par le peptidoglycane qui n’est pas une barricre efficace (Sateeshet al.,2011).

Les résultats des tests de 1’activité antimicrobienne possede une activité bien remarquable des
quatre isolats testés (MSBA2,MSBAS, MSBA6 et MSBA9 ), en particulier contre les
champignons. En effet, les quatre isolats ont montré une forte activité contre les bactéries Gram
négatif . Les isolats MSBAS5 et MSBA2 ont donné une activité antimicrobiennes plus élevée
par rapport aux autres isolats ( tableau 5).Aussi actifs contre un large spectre de microorganismes

cibles .
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L’analyse des résultats obtenus, montre que l'isolat MSBAS posséde un spectre d’activité
inhibitrice trés large sur les germes cibles testés. Les inhibitions les plus marquées sont
observées contre E. coli, phytophthora infestant , Candida albicans, Klebseuilla pheumoniae
avec zone d'inhibition 15mm,14mm, 13.67mm, 13.33 mm respectivement (Tableau 5) . .En
effet, ’application de ces isolats a donné une zone d'inhibition remarquable vis-a-vis les
bactéries Gram négatif, les bactéries Gram positif et les champignons testés. Ces résultats se
rapprochent de ceux trouvés par plusieurs chercheures, En effet, Barakete et al., 2002 montre que
l'activité antimicrobiennes plus éléve Bacillus subtilis, 37Tmm; Staphylococcus aureus , 39mm)
sauf E. coli a le méme zone d'inhibition = 15mm et Aouiche., 2012 a montré dans une autre
étude que l'isolat Streptomyces sp PAL111 possédent une activité antimicrobienne importante
sur les 04 bactéries(Bacillus subtilis = 2mm; Staphylococcus aureus= 10; E coli = 20;
Klebseuilla pheumoniae= 20) et un seul champignon Candida albicans d'un zone d'inhibition

entre 7a 13.
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MSBAS MSBAS

Figure 09: Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries

1: Bacillus subtilis; ATCC 663; 2: Kelbseuilla pheumoniae; ATCC 532; 3: Candida albicans; ATCC 10231;

4 : Enterococus faccalis ; ATCC 2035; 5 : E. coli ; ATCC 25922 ; 6: Staphylococcus aureus ; ATCC 6538.
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Conclusion et perspectives

La résistance microbienne aux molécules constitue un probléme important lorsqu’elle
concerne des microorganismes pathogenes. Cette résistance se traduit par la capacité acquise
d’un microorganisme a résister aux effets d’un agent chimio thérapeutique pour lequel il est
normalement sensible; la propagation de ses bactéries est devenue une préoccupation sanitaire
majeure.

La recherche de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’activité serait plus
large tout en étant moins agressif pour 1’hote semble toujours indispensable. Parmi les
nombreuses propriétés des actinobactéries, leur capacité a produire une variété de substances
intéressantes, dont les antibiotiques. Ceux-ci ont été largement étudiés surtout chez le genre
Streptomyces, largement dominant dans de nombreux écosystémes dits non rude ou extrémes.

Ainsi, la recherche de nouveaux écosystemes pour 1’isolement d’actinobactéries est crucial
pour la découverte de nouvelles especes et par conséquent la découverte de nouveaux produits
naturels bioactifs.

L’activité antimicrobienne a été cherchée par la technique des stries croisées en utilisant le
milieu de culture ISP2. Les résultats indiquent que 05 isolats d'actinobactéries parmi les 09
isolats a une activité antibacteriennes sur 04 bactéries (Kelbseuilla pheumoniae ATCC 532,

E. coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococus faccalis ATCC 2035)
et antifongique sur Candida albicans ATCC 10231 et Phytophthora infestant MSBCI1.

Les résultats obtenus montrent que les 09 souches actinomycetes étudiées présentent une
activité a la fois antibactérienne et antifongique contre les bactéries soit gram positive ou
gram négative et les champignons. Une activité antimicrobienne contre au moins 05 bactéries
tests avec un effet remarquable contre les bactéries Gram négatif. Les plus grandes zones
d’inhibition ont été observées avec les isolats MSBAS et MSBA2.

Donc ’activité antibactérienne contre les bactéries-tests de Gram négatif apparait plus
importante que celle contre les bactéries Gram positif'; les bactéries-tests a Gram négatif
concernées par I’inhibition sont : E. coli, Kelbseuilla pheumoniae.

Ces isolats d'actinobacteries constituent un groupe fort utile dans le domaine des
biotechnologies. Leur hétérogénéité, leur diversité écologique et leur exceptionnelle capacité
a produire des métabolismes secondaire font d'eux des producteur potentiels de nombreux
composés intéressent utilis¢é dans le monde de la médecine, en raison de leur assistance
précieuse pour sauver 'homme de maladie infectieuses et aussi dans la lutte biologique contre

les maladies des plantes au moyen de microorganisme.
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Les perspectives de recherche consisteraient a:

_ Elargir les zones et le nombre des échantillons dans régions sahariennes.

_ Affiner les méthodes d'isolement des actinobacteries pour récupérer le maximum d'isolat.
_ Faire une identification moléculaire bioactif des différents isolats d'actinobactéries

_ Fait utilisée dans la domaine de la lutte biologique.
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Gélose nutritive (Guiraud, 2002)
Extrait de viande............ooiiiiiiiiii e 010

EXtrait de levure. ... ...c.oooiiii e eee.. 020
PO PtONE. ..ot e e seeesaeeesaee s e e 0D
Chlorure de SOAIUML. ...ttt e e e e e eeree e e e e sreeen e e e e e 05¢
A T e ———————————_—— s 159
PH oo ——————————— 7.4
ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966)

Extrait de malt..........coooiiiiiii e eeee e eeee. 100
Extrait de IeVUre. ... ..c.ooviiiii i e e 040
GlUCOS . .ottt et e e e e e 04qg
A T . e e e s 209
Bau distille. ... ..o 1000ml
Eau physiologique

Chlorure de SOIUML. ... e e 099
Eau distill€e. ..o 1000ml
Milieu amidon extrait de levure peptone (M2)

AMIAON. ... e e sseesne e eneeeenee .. 100
Extrait de [evure.........ooiiiiiii i e ennee e 040
PO PIONE. ..ot e e 029

A T . e e e e 18¢



PDA ( Rapilly, 1969)

Pomme de terre (macération 500 ml de filtrat).........cccccevviviciiiiei e, 500ml
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y N0 L | PSPPSR P R PRPUPRTPIN 209
BAU ISTIIIEE. ... e 500ml



Résumé

L'évolution constante de la résistance bactérienne aux antibiotiques et I'émergence des nouvelles
maladies infectieuses justifient l'urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes. Dans
cette étude nous avons testé 1’activité antimicrobienne des neufs actinobactéries isolés a partir d’un
rhizosphére de plante Daucus sahariensis Merb, prélevées de la région de Boussaada a M’sila, zone
aride a semi -aride situé au nord- est de I’Algérie. L’activité antimicrobienne a été évaluée par la
technique des stries croisées vis-a-vis de cingq bactéries Bacillus subtilis ATCC 6633, Kelbseuilla
pheumoniae ATCC 532, Enterococus faccalis ATCC 2035, E. coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureusATCC6538 et champignons filamenteux phytophtora (phytopathogene) et une levure Candida
albicans ATCC10231. Les 03 isolats d'actinobactériesMSBA1, MSBA2 et MSBA5 montrées une
activité contre tous les bactéries tests sauf Bacillus subtilis ATCC 6633.Les isolats MSBA5 que
posséde une forte activité vis-a-vis des microorganismes-tests. Ces isolats peuvent étre un potentiel
agent producteur de nombreuses molécules bioactives, en particulier les antibiotiques d'intéréts
biotechnologique et pharmacologique.

Mots clés: Isolement, Actinobactéries, Sol rhizosphérique, Activité antimicrobienne.

Abstract

The constant evolution of the bacterial resistance in antibiotics and the emergence of new
infectious diseases justify the urgency to arrange new antimicrobial molecules. In this study we tested
the antimicrobial activity of actinomycetes isolated form asoil of plant
Daucus sahariensisMerb , appropriated of the region Boussaada a M’sila, arid zone to semi-arid
situated in the north-east of Algeria, The antimicrobial activity was estimated by the technique of stries
croisées against feve bacteria Bacillus subtilis ATCC 6633, Kelbseuillapheumoniae ATCC
532,Enterococusfaccalis ATCC 2035, E. coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus and filamentous
fungi phytophtora (phytopathogenic), and Candida albicans ATCC10231 yeast. The three
actinobacter MSBA1, MSBA2 and MSBAS isolate have shown activity against at for tests
bacteria.The larger zones of inhibition were observed with MSBADS possess a strong activity against at
least one of the microorganisms-tests. These isolates can be a potential agent producing of many
bioactive molecules, in particular the antibiotics of interest biotechnology and pharmacology

Key words: Isolation, Actinobacter, rhizosphere Soil, antimicrobial Activity.

uadla
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Lol a5, il jadl (5 Jlad a3 A8l ) Qi 40l ddlaie a5, Alusall (8 83l 50 A8k (10 iz (Sahariensis Merb
Bacillus subtilis ATCC 6633 ,Kelbseuilla )bl (e dsedaia Ll il jue 458 dlaud 5 s Saall ilalias
pheumoniae ATCC 532, Enterococusfaccalis ATCC 2035, E. coli; ATCC 25922, Staphylococcus
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