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Résumé

Les chercheurs s’évertuent a isoler perpétuellement de nombreuses souches
d’actinobactéries de divers milieux, surtout des milieux ou les conditions de vie sont trés
difficiles : sols salés, sols alcalins, sols acides, marais salants, sols pollués par du pétrole....

La présente recherche est basé sur d’étude comparative des résultats des études
précédentes sur les caractéristiques des actinobactéries des différentes souches isolée a partir
du sol de différente régions de Sahara algérienne, dans notre travail nous avons comparé les
résultats d’isolement, les tests d’identification (morphologiques, moléculaire , chimique et
physiologique, biochimique), ainsi les résultats des activité antimicrobienne contre divers
microorganismes pathogene et [I’extraction et purification des biomolécule de différentes
références.

Les résultats d’isolement montrent que le nombre des isolats trouvé différent d’une
référence a 1’autre, dont Bouaziz et al., (2016) ont isolées 112 de la région de Ouargla, qui
représente le nombre le plus élevés. Les résultats d’activité antimicrobienne révélent des
données variables d’ou le meilleur est retrouvé avec Aouiche et al. (2012), qui ont trouvé une
activité de 31 mm contre Bacillus subtilis. L'activité antimicrobiennes a été réalisé par la
méthode de stries croisées, cylindre d'agar et méthode de puits, les résultats obtenus montrent
que toutes les souches ont des activités antimicrobiennes contre plusieurs germes pathogeénes.
Les résultats des tests morphologiques, physiologiques, biochimiques et génotypiques, des
bactéries étudiées montrent que les actinomycétes isolées appartiennent aux différents
genres, cela explique que le sol saharien renferme une trés grande variété d’espéces

Les différents extraits révélent que les souches d'actinobacteries ont une concentration
des composés bioactif dans leur extrais, ces dernieres ont été extraite par la méthode
d’extraction liquide-liquide avec des solvants de différentes polarités.

Les auteurs ont effectués différentes techniques pour caractériser leurs molécules, a
savoir les techniques chromatographiques, I’HPLC...ctc. Les auteurs ont identifié quelques
résidus de leurs molécules et pas la molécule complete
Mots clés: Actinomycétes, sol saharien, étude comparative, identification, activité

antimicrobienne, extraction,
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Abstract

Researchers strive to isolate perpetually numerous strains of actinobacteria from various
environments, especially from environments where living conditions are very difficult: salty
soils, alkaline soils, acid soils, salt marshes, soils polluted by petroleum, etc.

The present research is based on comparative study of the results of previous studies on
the characteristics of actinobacteria of different strains isolated from the soil of different
regions of the Algerian Sahara, in our work we compared the results of isolation, the tests of
‘identification (morphological, molecular, chemical and physiological, biochemical), as well
as the results of antimicrobial activity against various pathogenic microorganisms and the
extraction and purification of biomolecules of different references.

The isolation results show that the number of isolates found differ from one reference to
another, of which Bouaziz et al., (2016) isolated 112 from the Ouargla region, which
represents the highest number. The results of antimicrobial activity reveal variable data hence
the best is found with Aouiche et al. (2012), who found 31 mm activity against Bacillus
subtilis. The antimicrobial activity was achieved by the cross streak method, agar cylinder and
well method, the results obtained show that all strains have antimicrobial activities against
several pathogenic germs. The results of morphological, physiological, biochemical and
genotypic tests of the bacteria studied show that the isolated actinomycetes belong to different
genera, which explains why the Saharan soil contains a very wide variety of species.

The different extracts reveal that the strains of actinobacteria have a concentration of
bioactive compounds in their extract; the latter were extracted by the liquid-liquid extraction
method with solvents of different polarities.

The authors performed different techniques to characterize their molecules, namely
chromatographic techniques, HPLC ... etc. The authors identified some residues of their
molecules and not the complete molecule
Key words: Actinomycetes, Saharan soil, comparative study, identification, antimicrobial

activity, extraction,.
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Introduction

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 espéces et produisent de nouvelles

molécules antimicrobiennes (Boudjella et al., 2014).

La découverte des premiers agents antibactériens, sulfamides en 1935, puis pénicilline,
avait suscité le grand espoir de voir de diminuer les maladies infectieuses, révolutionné la
médecine moderne et a fortement diminué la souffrance humaine. L’usage massif des
antibiotiques a abouti, non a 1’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 multi résistantes
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).

Les actinobactéries sont des procaryotes tres recherchés en biotechnologie a cause de
leur r6le 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 derniére, 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 Streptomyces est le principal pourvoyeur en

Antibiotiques, mais d’autres genres sont ¢galement producteurs. L’une des stratégies
pour augmenter la probabilité d’obtenir de nouveaux antibiotiques d’origine actinobactérienne
est d’explorer les 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 1’origine de nouveaux antibiotiques (Boudjella et al., 2014).

Dans la présente étude, il est cherché a étudier le criblage de souches bactériennes
locales productrices de substances antimicrobiennes isolées du sol saharienne de la région

d’Ouargla.



Introduction

Le premier chapitre de ce travail est une synthese bibliographique, qui représente des
informations générales sur sols Saharien. Le deuxiéme chapitre traite les actinobactéries et

enfin un troisiéme chapitre est consacré pour la synthése de quelques travaux de méme axe

que notre travail.
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Chapitre | : Genéralité sur le sol

1. Sol

Le sol est un milieu vivant qui assure de nombreuses fonctions environnementales, il
représente aussi un réacteur biologique, qui maintient le développement des étres vivants
(Noomene, 2011). C’est un milieu poreux, contenant une phase liquide et une phase gazeuse
susceptible de se déplacer et donc de donner le lieu a des flux de matiére. C’est un milieu
variable dans 1’espace, dont la composition et les caractéristiques présentent un double
variabilité, a la fois spatiale et temporelle (Calve, 2013). Le sol est un environnement
complexe caractérise par une grande diversité d'organisme formé par la désagrégation
physique, chimique et biologique au cours du temps de plusieurs facteurs génétiques
(figure.01) :

e Laroche-mére sur laquelle s’est développé.

e Environnementaux tels que le climat, le relief et la végétation.

R R R

Roche mére (R Formation d'un horfzon Formation d'un Formation de
Aonisie DIy (84 d'altération (C) « horizon humifére (A nouvesux horizons

O pOATYeY Sévelopoement de la vigeatar proche de e surlace

Figure 01. Désagrégation du sol (Brady et al., 2002).

1.1. Définition

Le sol est un volume qui s’étend depuis la surface de la terre jusqu’a une profondeur
marquée par 1’apparition d’une roche dure ou meuble, peu altérée, ou peu marquée par la
pédogenese. L’épaisseur du sol peut varier de quelques centimetres a quelques dizaines de
meétres, ou plus. Il constitue, localement, une partie de la couverture pédologique qui s'étend a
I'ensemble de la surface de la terre. Il comporte le plus souvent plusieurs horizons
correspondant a une organisation des constituants organiques et/ou minéraux (la terre). Cette
organisation est le résultat de la pédogenése et de l'altération du matériau parental. Il est le
lieu d’une intense activité biologique (racines, faune et micro-organismes) (Afes, 2014).
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Chapitre | : Genéralité sur le sol

2. Caracteéristigues générales des phases du sol

Le sol est constitué de trois phases : solide, liquide et gazeuse. Leurs proportions sont
variables en fonction, notamment, de leur état hydrique et des contraintes mécaniques qu'ils
subissent (White, 2006).

2.1. Phase solide du sol

Elle représente la moitié au deux tiers du volume du sol. Elle est constituée a plus de
90% de minéraux inorganiques primaires . La matiere organique, representant environ 0,5 a
10 % du sol, elle est un mélange complexe de compose soluble ou insolubles, provenant
principalement des plantes, animaux et microorganismes. Cette matiere organique est
importante biologiquement, elle peut étre une source d’énergie pour les organisms vivants.
Chimiguement joue des roles importants dans la sorption, les complexassions et 1’adsorption
de cations. Physiquement, elle donne une grande stabilité au sol. D’aprés Sposito (1989) et
Atlas et al., (1992), on distinguées deux fractions dans la phase solide :
2.1.1. Fraction minérale

La composition minérale dépend de la nature de la roche-mere, elle constitue en géneral
95 a 99% du sol. La nature des minéraux peut étre extrémement diverse avec des tailles
granulométriques (Quénéa, 2004). La texture d'un sol correspond a la répartition des
minéraux par catégorie de grosseur, indépendamment de la nature et de la composition de ces
minéraux. Les sols sont classes suivant leurs proportions relatives en particules argileuses,
limoneuses et sableuses (Atlas et al., 1992)
2.1.2. Fraction organique

Elle est définie comme le produit de I’altération biologique provenant du métabolisme
d’étre vivants (végétaux, animaux et microbiens). La fraction organique d'un sol est constituée
a plus de 80% de matiere organique morte (Paul et al., 1996). On trouve aussi des organismes
vivants tels que les bactéries dont beaucoup d’actinomycétes ; des champignons et une
microfaune formée de protozoaires, nématodes, insectes, vers de terre (Quénéa, 2004). La
matiere carbonée est composée d’¢léments principaux tel que : C, H, O et N et d’¢éléments

secondaires tel que S, P, K, Ca et Mg) (Basile, 1997)

2.2. Phase liquide du sol
La phase liquide du sol n'est pas de I'eau pure mais une solution dont la composition est
complexe et trés variable désigné par I'expression « solution du sol ». Elle contient de trés

nombreuses substances dissoutes organiques et inorganiques, ionisées et non. En générale, la
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solution du sol est difficile a décrire et a étudier en raison de sa tres grande variabilité.

Cependant, on peut distinguer deux catégories de soluteés :

> Les micro-éléments : La concentration est inférieure & 1 mmol/ms, beaucoup d'éléments

de traces métalliques entrent dans cette catégorie.

» Les macro-eéléments : La concentration est supérieure a cette limite 1 mmol/ me les

éléments les plus fréquents et les composés chimiques correspondants aux : C (HCO3),

2.3.
La phase gazeuse du sol est souvent appelée I'atmosphéere du sol. Sa composition est

NO*, Na*, Mg®*, Si(OH)*, SO*", CI', K*, Ca** et O, (Calvet, 2000).
Il'y a trois types de solutions (Mustin, 1987) :

Liquide libre qui s’écoule a travers le sol et qui percole par gravite.

Liquide utilisable par les végétaux qui est retenu plus ou moins fortement par les
particules du sol, il occupe les petites lacunes (hiatus) et imbibe les particules par
capillarité

Liquide inutilisable par les végétaux qui est tres fortement lié aux particules solides du

sol.

Phase gazeuse du sol

souvent voisine de celle de I'air. Elle dépend principalement de deux facteurs, la proximité de

I'atmosphere, c'est-a-dire la profondeur dans le sol et I’activité biologique. L'air du sol

contient en général les mémes substances que l'air atmosphérique mais sa composition peut

étre tres différente a cause de I'activité biologique (Soulas et al., 1983).

3. Horizons de sol

D’aprés (Michaela et al., 2011), on distingue plusieurs types des horizons tels que :

>

>

L’horizon O : Horizon organique formé en milieu aérobie. Située dans la partie
supérieure du sol constitué de débris végétaux plus ou moins transformés.

L’horizon A : Horizon organo-minéral, il contient en mélange de la matiére organique
et de la matiére minérale, située sous 1’horizon O

L’horizon B : Horizon labouré ou appelé aussi horizon minéral, horizon illuvial ou
communément sous-sol , dont la morphologie et le fonctionnement sont liés a une
partie agricole

L’horizon C: On note I’absence de matiére organique dans cette couche uniquement
composée de roche-mére altérée et fragmentée par des facteurs physiques et
chimiques. Il peut étre sableux, argileux ou dur

L’horizon S : Horizon structural, siege des minéraux primaires, de libération d’oxy-
hydroxydes de fer, et décarbonations des minéraux primaires

L’horizon E : Horizon appelé aussi horizon éluvial, appauvri en fer ou minéraux
argileux ou aluminium, avec accumulation en minéraux résistants.

6
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Figure 02. Différents horizons d'un profil de sol (Brady et al., 2002).

4. Caractéristigues des sols sahariens en Algérie

Selon (Daoud et Halitim, 1994), les sols sahariens en Algérie caractérisés par un
climat trés aride qui influe sur la pédogenese par tres fort évaporation, la fort salinité et
sodicité, la pauvreté de la fraction organique et argileuse, I’holomorphie et 1’hydromorphie,
sont des propriétés physiques, morphologiques et chimiques des sols sahariens (S.E.D.A.T,
2012), ou le vent joue un réle prépondérant. D’ou formation de deux grand types de sols
éoliens:

v" Sols éoliens d’ablation sans terre fine, et dont le caractére essentiel, 1’absence de
terre fine, ne dépend pas de la roche mere.

v' Sols éoliens d’accumulation formés par les particules entrainées par le vent qui
s’accumulent dans les zones abritées formant des dépots de sable plus ou mois
développés : nebka, dunes, jusqu’aux grand Erg. Ces accumulations de sable peuvent
grimper le long des versants des montagnes et former des placages sableux plus ou
moins importants (S.E.D.A.T, 2012)

5. Classification des sols sahariens

La couverture pédologique des sols sahariens, selon la classification francaise (C.P.C.S,
1967), présente une grande hétérogénéité et se compose de principales classes suivantes
(Berkal, 2006) :
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5.1. Les sols minéraux bruts
Ils représentent la grande majorité des formations superficielles du Sahara. lls sont
représentés surtout par les sols minéraux bruts d’érosion ou d’ablation sur roche dure, les sols
minéraux bruts d’érosion ou d’ablation sur roche meuble et les sols minéraux bruts organisés
d’apport (sols de dépressions), formés sur des marnes et les argiles salées et / ou gypseuses, a

horizons de surfaces compactes ou pulvérulents (Berkal, 2006) .

5.2. Les sols peu évolues

IIs sont beaucoup moins répandus et se situent sur les terrasses alluviales des vallées et
les fonds des dépressions. lls ne sont pas affectés par une salinisation excessive. Dans les
vallées ou les zones d’épandage des oueds quaternaires, ils sont caractérises par une richesse
plus grande en éléments fins, argiles et limons, et en matiére organique.

Les sols peu évolués se trouvent aussi dans les dayas et les dépressions peu accusées des
plateaux calcaires. Globalement, ce sont des sols constitués d’une alternance de dépots
grossiers apportés lors du ruissellement et de dépots fins déposés lentement par la décantation,

pendant la période d’infiltration (Berkal, 2006).

5.3. Les sols Halomorphes (salins et salins sodiques)
On les retrouve surtout dans les terrains sedimentaires riches en sels, en particulier ceux
du trias et du crétacé qui sont salins et gypseux. On les trouve aussi dans les zones basses et
endoréiques ou I’évaporation intense conduit a la formation d’encrolitements gypso-salins,

gypseux ou gypso-calcaires (Berkal,2006) .

6. Microflore du sol

Le sol constitue 1’habitat de la plus. Grande diversit¢ d’organismes vivants. Plusieurs
milliers d’espéces de microorganismes et vivent dans les sols, a partir des les

microorganismes invisibles a I’ceil nu, jusqu'a la macroflore (Henri et al., 1969)

6.1. Champignons
Les champignons du sol peuvent étre des champignons supérieurs (basidiomycetes et
ascomycetes), des levures ou des champignons inférieurs groupés sous le nom de moisissures
(Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Mucor, etc.). lls sont hétérotrophes et leur

nombre varient de 10°a 10° cellules/g de sol (Maier et al., 2000).
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Les champignons forment un regne a eux tous seuls, leur importance dans la fertilité des
sols. Ils ne sont pas les plus nombreux des microorganismes du sol, mais représentent les

deux tiers de la biomasse microbienne du sol (Bourguignon, 2010).

6.2. Bacteries
Les bactéries sont des organismes procaryotes unicellulaires, présentent différentes
formes dont les plus courantes sont les coques (sphere), les bacilles (batonnet), et la la forme
intermédiaire ou coccobacille (Guiraud, 2012). C’est le groupe le plus varié et le plus
nombreux, du fait de leur tres petite taille. Ce qui donne aux bactéries une place si importante
dans le sol, c’est leur extraordinaire variabilité¢ biochimique qui leur permet de transformer

toutes les substances du sol et de les faire entrer dans le monde vivant (Bourguignon, 2010).

6.3. Algues

Les algues microscopiques, unicellulaires ou en colonies filamenteuses, sont souvent
abondantes dans le sol, mais restent localisées a sa surface ou dans des larges fissures. Trois
groups taxonomiques eucaryotes sont représentés: les algues verts (chlorophycées), les algues
jaunes -vertes (xanthophycées) et les diatomées (bacillariophycées) (Gobat et al., 2010). Les
algues n’existent qu’en surface de sol, car elles sont besoin de soleil pour. Leur
photosynthése. Leur activité est limitée pendant les périodes ou le sol est humide. Malgré leur
faible nombre, elles sont un réle important comme source de matiere organique et comme

fixatrices d’azote en symbiose avec des algues bleues (Bourguignon et Bourguignon, 2010).

6.4. Protozoaires

Les protozoaires distribution est large dans la nature. Ce sont des premieres formes
animales et surtout les moins évoluées. Ils sont considérés comme des formes dérivées de
certaines especes d’algues unicellulaires qui auraient perdu leur pouvoir de photosynthése.
Elles sont caractérisées par leur forme unicellulaire et la mobilité¢ de la plupart d’entre eux
(Dommergues et Mangenot, 1970). Les formes les plus nombreuses sont aquatiques,
d’autres végetent dans le sol et d’autres peuvent se développer sur un autre organisme vivant.
Ce sont donc des parasites qui peuvent étre soit utiles (symbiose), soit nuisibles, soit

indifférents a 1’hote qui les héberge (Henri, 1969).

6.5. Actinomyceétes
Les actinomyceétes sont défini comme des bactéries filamenteuses, septes, ramifiées,
formant des colonies circulaires constituées d'hyphes, qui irradient par croissance centrifuge

tout autour du centre de développement, ce la explique leur dénomination «Actinomycétes>
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(Aouar, 2006). Les actinomycetes intermédiaires entre les champignons et les bactéries. Les
champignons ont 1’aspect filamenteux et la capacité de sécréter des antibiotiques, ils sont la
possibilit¢ d’effectuer de trés nombreuses réactions biochimiques (Bourguignon et
Bourguignon, 2010). Ils sont plus sensibles a 1’acidité que les moisissures préférant de pH de
6 a 7,5 (Soltner, 2005).

7. Facteurs influencant I'activité des microorganismes du sol

7.1. Facteurs physiques
7.1.1. Texture du sol

La texture c'est la propriété du sol qui traduit sur la gamme de tailles des particules
élémentaires du sol d’une maniére qualitative (matériau, sol grossier et rugueux ou fin et
moelleux) et quantitative (proportion des divers tailles des particules (Gobat et al., 2003) et
(Girard et al., 2005). Deux catégories sont respectivement désigner :

e Un sol a texture fine ou légéres les particules sont petites (<2 um).
e Un sol a texture grossiére ou lourde, comportant des particules suffisamment grandes
(Hillel, 1984) comprises entre 2 et 50um (Gras, 1988).

Les matériaux du sol peuvent étre classés selon la nature organique ou minérale et selon
le type de I’altération (Gobat et al., 2003). Chaque matériau est désigné par sa classe
texturale déterminé sur la base des rapports de masse de trois fractions : sable, limon et argile
(Girard et al., 2005)( figure. 03).

Figure 03. Triangle des textures minérales (Gobat et al., 2010)

7.1.2. Structure du sol
La structure c’est un état du sol qui varie avec le temps selon la texture mais aussi selon

le taux d’humidité, I’état des colloides et la présence de matiére organique,... (Gobat et al.,
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1998). Il est défini de la structure du sol selon deux définitions : la premiere se base
essentiellement sur le mode d’arrangement des éléments constitutifs de la phase solide du sol
et la seconde s’oriente vers la description du réseau des agrégats générée par la structuration
du sol. Pour les deux approches, I’analyse se base essenticllement sur des critéres

géométriques dont 1’évolution se fait par des méthodes non destructives (Musy et al., 1991)

B

Végétation

LU'humus

La couche minérale

Sous-sol

Figure 04. Coupe de sol montrant la structure (Morel, 1989).

7.2. Factures climatiques

Le climat des régions sahariennes est un climat hyperaride caractérisé par la faiblesse
des précipitations, des températures extrémement élevées et des vents qui contribuent a
augmenter la tres forte évaporation (Berkal, 2006).
7.2.1. Température

Les températures des régions sahariennes sont tres hautes le jour et faibles la nuit. La
variation de la température au cours d'une journée a une valeur courante de I'ordre de 50 °C et
peut atteindre parfois 65 °C (Ben Dhia, 1996). La température du sol représente un facteur
¢cologique trés important qui influe la multiplication et la I’activité des microorganismes dans
ces régions (Sasson, 1967)
7.2.2. Humidité

Les sols secs ne présentent qu’une activité microbienne faible , mais lorsque 'humidité
augmente l'activité de micro-organismes augmente progressivement jusqu' a un maximum
puis décroit (Morel, 1989). Selon (Salter, 2005), I’excés d’eau entraine une aération
deéficiente et détermine une sélection des germes. Un manque chronique d’eau entraine
également une sélection, mais la microflore inhibée est évidemment différente de la

précédente.
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7.2.3. Influence des saisons

La succession des saisons exerce un effet tres important sur la microflore des sols.
L'humidité et la température sont deux facteurs essentiels dont la combinaison oriente
I'intensité saisonniére de l'activité microbienne (Morel, 1989). Les variations saisonnieres de
la microflore sont probablement dues en grande partie a des changements en qualité et
quantité dans les apports nutritifs que constituent les feuilles et les branches mortes (Boullard
,1962).

7.3. Facteurs chimiques

7.3.1. Réaction du sol au pH

Le pH permet d’approfondir les modalités d’interaction entre les ions H" et les surfaces
absorbantes du sol (Mirsal, 2004). Le degré d'acidité du sol constitue un facteur limitant pour
les germes. Geénéralement, certains genres bactériens tels que les actinomycétes sont tres
sensibles aux variations du pH, ils favorisent des milieux proches de la neutralité, alors que
les champignons préferent un pH bas (sol acides) (Boullard, 1962).
7.3.2. Salinité du sol

L'évolution de la microflore du sol est influencée par le taux de salinité. L'augmentation
des taux fait diminuer le nombre de micro-organisme (Maameri, 2007). Les sols salés
constituent pour les micro- organismes telluriques, un milieu défavorable en raison de la
présence d'ions toxiques; du pH parfois tres basique ; de la salinité de leur tension osmotique
parfois élevée. L'inhibition de l'activité biologique par les sels se traduit par une forte teneur
en composés hydro solubles trées mobiles. (Boullard et al., 1962)
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1. Historique des actinomycetes

Le terme actinomycéte a été historiquement introduit pour définir des bactéries
filamenteuses et ramifiées (Waksman et Henrici, 1943 ; Kutzner, 1981 ; Larpent et
Sanglier, 1989 ; Holt et al., 1994).

L’histoire des actinomycetes est divisée en quatre grandes periodes :

La premiére époque qui a commencé de 1874 a 1900 dont Ferdinand Cohn fut le
premier & décrire un actinomycéte en 1875 (Waksman, 1961), Le plus ancien genre
d’actinobactérie aérobie décrit par Cohn, a été appelé Strepthrotrix foerestri. Cette période
nommeée la période « médicale »est celle de la découverte de leur réle dans la pathologie par
ce que l’'intérét porté a ces organismes était du presque exclusivement aux propriétés
pathogenes (Baldacci, 1962). En 1877, Harz, qui a donné le nom Actinomyces bovis a des
organismes identifiés au microscope dans des matériaux isolés a partir de machoire d’un
bovin (Holmberg et al., 1984). Dont, les matériaux isolés sont 1’agent responsable des
actinomycoses du bétail et le nomma Actinomyces bovis (Messoudi, 2013).

La deuxieme période (1900-1919), cette période se basée a la mise en évidence et a
I’étude des actinomycétes du sol, dont ces études se sont orientées a la recherche des
Actinomycetes du sol. Par les travaux de Krainsky (1914), Cohn, Curtis et Orla Yensen
(1909), Ces mémes auteurs qui créerent la famille des Actinomycetaceae qui comprend un
seul genre Actinomyces, par la suite Buchanan (1917) créa I’ordre des Actinomycetales.

La troisiéme période (1919-1940) au cours cette périodede I’histoire des actinomycétes
une meilleure connaissance des germes d’actinomycétes a été acquise grace aux travaux de
recherches de Waksman (1919), de Lieske (1921), de Krassilnikov (1938), et Orskov
(1925); ce dernier créa le genre Micromonospora. Ce genre regroupe et qui comprend les
actinomyecetes qui ne produisent pas de mycelium aérien.

Quatrieme période et la derniere épogue historique, est celle des antibiotiques produits
par les actinobacteries. Elle commence en 1940 (Leminor, 1989). Cette cet époque
commence en 1940, et correspond a 1’époque des antibiotiques produits par les actinomycetes,
avec la création du genre Streptomyces (en combinant les noms des genres Streptothrix et
Actinomyces) et le mycélium aerien produit des chaines de spores portées par des sporophores
dont Waksman et Henrici en 1943 ; qui regroupe les actinomycétes. En 1958 Pridham,

proposa un systeme de classification des Streptomyces basé sur la morphologie des chaines de
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spores et la couleur du mycélium aérien, en 1958 Ettling et al., introduit un critere important
dans la différentiation des espéces la production des pigments mélanoides (Messoudi, 2013).
Enfin, depuis les années 1960, les méthodes de génétique, initiées par Hopwood puis de
génomique sont participé dans la classification des especes puis les méthodes de découvertes
de métabolites secondaires et d’exploration du potenticl biotechnologique de ces

microorganismes (Belyagoubi, 2014).

2. Définition et caracteres généraux des actinobacteries

Les bactériologistes considerent les actinomycétes comme des bactéries tandis que les
mycologistes les considérent comme champignons (Gottlieb, 1973). L’ancien nom des
actinobacteries était actinomycetes terme utilisé pour la premiére fois par Bollinger en 1877,
emprunté du grec « aktis » et « mykes » pour « champignons a rayons », explique que ces
microorganismes ont d’abord été considérés comme des champignons en raison de leur
capacité a former un véritable mycélium ramifié (Gottlieb et al., 1973).

Les actinomycetes, sont également connus sous le nom d’Actinobacteria (Perry et al.,
2004 ), sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies circulaires a la
morphologie complexe (Colombié, 2005 ). Les actinomycétes sont bactéries a gram positive
et teneur élevée en guanine et cytosine (G+C) dans leurs génomes (Sowani et al., 2017). Leur
coefficient de Chargaff (G+C%) est supérieur a 55%, généralement compris entre 60 et 75%
(Goshi et al., 2002). lls se caractérisent par la formation d'hyphes filamenteux qui ne
subissent généralement pas de fragmentation et qui produisent des spores asexuées.

La plupart des espéces sont immobile, Cependant, certains types produisent des spores
flagellées permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques, se sont des hétérotrophes
utilisant des molécules organiques préfabriquées, mais certaines sont des chimio-autotrophes
(Ensign et al., 1993). Les actinomycétes sont des microorganismes aérobies mais certaines
formes sont aérobies facultatives ou méme anaérobies (Lechevalier, 1988), mésophiles.
Cependant, il existe des espéces thermophiles comme le genre Thermoactinomyces, dont la
température optimale est comprise entre 50 et 60 °C, et croissent de facon optimale dans la
gamme de pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et Wellington,
1982 ; Goodfellow et Williams, 1983). Ils ont une croissance lente par rapport aux autres
bacteries, le temps de genération moyenne est environ 2 a 3 heures (Beckers et al., 1982)

Les actinomycétes possédant une structure filaments allant de 0,5 a 2 micrometre
(Lamari, 2006). Le mycélium peut se présenter sous deux aspects: un mycélium végétatif et

un mycélium aerien (Prescott et al., 2011).
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Ils colonisent des milieux tres divers, a cause de leur adaptation et leur résistance a
certaines conditions trés hostiles (Sudhanshu et al., 2011). La composition de la paroi
cellulaire varie fortement d’un groupe a 1’autre et prend une importance taxonomique
considérable (Prescott, 2010). La paroi ne renferme ni chitine ni cellulose mais du
peptidoglycane, et leur cytologie est celle des bactéries (Lechevalier, 1985). Les

actinomyceétes n’ont pas de membrane nucléaire. (Figure 05).

Figure 05. Coupe transversale d’une colonie d’actinomycétes avec des hyphes vivant avec le
mycélium végétatif et le mycélium aérien (Prescott, 2010).

3. Classification et Taxonomies des actinobacteries

Dans le volume 5 du Bergey’s Manual (2012) la classification des actinobactéries est
basée principalement sur I’analyse de la séquence de I’ADNr 168, les actinobactéries qui est
arrangé en classes, ordres, familles, genres et espéces (Whitman et al., 2012).

Les actinomycétes sont classés dans le Domaine des Bacteria ou Eubacteria, le Phylum
des Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria et la Sous-classe des Actinobacteridae
(Euzéby, 2015) (Figure 06). Le phylum des actinobactéries qui comprend 6 classes, 15
ordres, 43 familles et 203 genres (Goodfellow et al., 2012). Les plus important sont ceux des

Actinomycetales et Streptomycetales (Goodfellow et al., 2012).
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Class Actinobacteria

Subclass Acidimicrobidae  Order Acidimicrobiales Family Acidimicrobiaceae
Subclass Rubrobacteridae ~ Order Rubrobacterales  Family Rubrobacteraceae
Subclass Coriobacteridae  Order Coriobacteriales Family Coriobacteriaceae
Subclass Sphaerobacteridae Order Sphaerobacterales Family Sphaerobacteraceae
Subclass Actinobacteridae  Order Actinomycetales

Suborder Suborder Suborder Suborder Suborder
Actinomycineae  Micrococcineae Corynebacterineae Micromonosporineae  Propionibacterineae
[Family Famifies — | [Familles 1 [Famity — | [Families '
| Actmomycetaceoe | | Micrococcaceae | Corynebacteriaceae Micromonosporaceae ' Propiomibacteriacece |
— | Brevibacteriaceae | | Dietzioceae e Nocardioidaceae
| Cellwomonadaceae Gordoniacece .
| Dermabacieraceoe | | Mycobacterioceae
Dermatophilaceae || Nocardiaceoe
Intrasporangiaceoe Tinkamurellaceae
| Jomesiaceae ' —
Microbacteriaceae
Promicromonosporaceae
Suborder Suborder Suborder Suborder Suborder
Pseudonocardineae Streptomycineae Streptosporangineae Frankineae Glycomycineae
"Family ‘ ‘umol\ = [ Families ' " Families | | Family '
Pewdonocardiacece ! Slrrploﬁ)tﬁarurl Sireptosporangioceae Frankbioceoe | | Gheomyoetaceas
b — | Nocardiopsaceoe Acidothermaceoe |l —
| Thermomonosporaceae Geodermatophiloceae
—_— Microyphoeraceae |
Sporichthyaceae {

Order Bifidobacteriales Family Bifidobacteriaceae

Figure 06. Systeme de classification hiérarchique proposé de la classe Actinobactéries basé
sur des analyses phylogénétiques des données de séquence ADNr 16S

(Stackbrand et al., 1997).

3.1. Evolution des critéres de classification
Au cours des années, la taxonomie des actinomycetes a connu plusieurs remaniements,
pour répondre a 1’évolution progressive des critéres de classification. La systématique
bactérienne a subi plusieurs modifications durant ces années dues a 1’application de nouvelles
techniques biochimiques, chimiques, génétiques, numériques et moléculaires (Abbas, 2006).
Au cours de cette évolution, la systématique des actinomycetes a été caractérisée par quatre
périodes distinctes :

e Lors de la premiére période, seuls les criteres macro- et micro-morphologiques
permettaient de distinguer les différents genres entre eux. Cette période s’est étendue
jusqu’au début des années 60 (Pridham et et al., 1958 ; Tresner et al., 1961 cité par
Zitouni, 2005).
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La seconde période qui a débuté a partir des années 60, a vu le développement de la
chimiotaxonomie est basée sur 1’analyse des constituants cellulaires tels les acides
aminés (Becker et al., 1964 ), les sucres cellulaires (Lechevalier et Lechevalier,
1970a) et les acides gras (Grund et Kroppenstedt, 1990). Les critéres chimiques,
combinés aux descriptions morphologiques, se sont révélés jusqu’a I’heure actuelle,
trés efficaces pour 1’identification des genres d’actinomycetes.

La troisiéme période qui a débuté dans les années 70, avec une apogée entre 1980 et
1990 combines 1’outil informatique aux tests physiologiques. La taxonomie numérique
baséesur des tests physiologiques analysés par ordinateur grace a des logiciels dans le
but de clarifier I’identification des espéces de chaque genre (Grund et Kroppenstedt,
1990). Le principe consiste a traiter avec un logiciel approprié les résultats de
plusieurs dizaines de tests physiologiques et biochimiques ; ce qui permet d’obtenir un
dendrogramme montrant les pourcentages de similitude entre les espéces dont la
position taxonomique a été clarifiée pour plusieurs d’entre elles (Goodfellow, 1971 ;
Athalye et al., 1985 ; Goodfellow et al., 1990 et Grund et Kroppenstedt, 1990).

La derniére période, qui a débuté durant les années 80, consiste a 1’application des
Méthodes d’analyses génétiques et moléculaires. Plusieurs technique ont été utilisées,
telles que I’hybridation ADN-ADN, le séquencage de I’ARN ribosomique 16S et 23S
et la détermination du coefficient de Chargaff (pourcentage de guanine-cytosine), ont
permis de tracer toute la phylogénie des actinomycetes (Stackebrandt et
Kroppenstedt, 1987 ; Kinoshita et al., 1999 et Hu et al.,, 2004). Grace au
séquencage de ’ARN ribosomique 16S, certains genres bactériens non mycéliens

furent inclus dans I’ordre des Actinomycetales, tandis que d’autres en furent exclus.

3.2. Taxonomie

La taxonomie est 1’étude de la diversité du microorganisme et des relations susceptibles

d’exister entre eux. Elle recouvre trois domaines différents: la classification, la nomenclature

et I’identification (Zermane, 2007).

Les actinobacteries constituent I'un des phylums taxonomiques les plus importants et les

plus anciens du domaine des bactéries et sont bien connus pour leurs métabolites secondaires

(Verma et al., 2013). La taxonomie des actinobactéries est basée sur plusieurs critéres:

morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires. La plupart des genres peuvent

étre définis par des critéres morphologiques et chimiques, tandis que la détermination des

especes repose sur les criteres physiologiques et moléculaires (Badji, 2006).
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3.2.1. Criteres taxonomiques de classification des actinobactéries

3.2.1.1. Criteres morphologiques

Les caractéristiques morphologiques d'actinobacteries est une base importante pour la
Classification. Le développement et formation des quelques structures, comme mycélium
aérien, spore, et sporange, sont affectées par les conditions de la culture (Qinyuan et al.,
2016).

Les criteres morphologiques font appel aux caractéristiques culturales sur différents
milieux de culture et aux caractéristiques morphologiques (Shirling et Gottlieb, 1966). Les
caractéres morphologiques principalement utilisés dans la classification des actinomycétes
sont:

e La présence et la disposition des hyphes du mycélium du substrat ou du mycélium
aérien et leur importance, les hyphes branchés ou non, sous forme de mycélium dispersé,

e Laprésence de spores, leur mobilité, leur disposition sur les hyphes et leurs formes.

e La présence de structures particulieres comme les sporanges, les sclérotes ou
synnemata (Schofieled et Schaal, 1981 ; Demain et Solomon, 1985).

3.2.1.1.1. Critéres macromorphologiques

Les caractéristiques culturales des actinobactéries sont déterminées sur différents
milieux de culture. Il s’agit d’observer, a 1’oeil nu (Bouras et al.,2008) :
e la présence ou I’absence de mycélium aérien (MA).
e la couleur du mycélium aérien (MA) et du mycélium du substrat (MS).
e la production et la couleur des pigments diffusibles.

e la production ou non de pigments mélanoides. (Figure 07)

Colomies
d’actimobacténes

Figure 07. Aspect macroscopique des colonies d’actinobactéries sur milieu ISP2 a 30 °C
pendant 7 jours (Harir, 2018).
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3.2.1.1.2. Critéres micro-morphologiques :

La micromorphologie des actinobactéries est realisée par observation au microscope
optique et parfois électronique des colonies poussant sur milieux gelosés (Saker, 2015).
Les criteres micro-morphologiques généralement sont basés sur (Bouras, 2008 ;
Boudjella, 2007) :
e La fragmentation ou non du mycélium de substrat ;
e la formation des spores exogenes sur le mycélium aérien et/ou le mycélium du
substrat ; leur forme ; leur taille et agencement (isolées ou en chaines).
e La présence ou non de sporanges sur le mycélium aérien ou sur le mycélium du
substrat ; la forme et la taille des sporanges ; le nombre de spores par sporange ainsi

que la longueur des sporangiophores (Figure 08).

Figure 08. Représentation schématique et clichés de microscopie électronique a balayage
montrant différents sporanges d’actinomycétes par Belyagoubi (2014).

s Mycélium aérien

Mycélium aérien ou secondaire, composé d’hyphes, dressé€s sur le mycélium du substrat
(Pine, 1970). Le mycélium aérien est généralement plus épais que le mycélium substrat, ils
sont plus épaisses que les hyphes primaires, généralement pigmenté (gris, vert, rouge...)
(figure 9a). La production de mycélium aérien est influencée par plusieurs facteurs,
notamment : la composition du milieu de croissance, la température d’incubation et la
présence de composes stimulant spécifiquement le mycélium aérien (Pine, 1970).
% Mycélium de substrat

Le mycélium de substrat est denommé mycélium primaire ou mycélium végétatif varie
en taille, en forme et en épaisseur (figure 9b). Sa couleur varie du blanc ou pratiquement
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incolore au jaune, brun, rouge, rose, orange, vert ou noir (Ranjani Anandan, 2016). Sur le
mycelium primaire (MS) va se développer un mycélium secondaire aérien. Ce myceélium se
développe sur et dans le substrat. Eventuellement pigmenté, il forme des parois transversales
isolant les zones les plus agées. Il peut se fragmenter chez les bactéries du genre
Nocardioformes (Saci, 2012).

Figure 09. Croissance d’un isolat d'actinobactérie sur milieu agar de caseine et amidon. .a.
mycélium aérien. b. mycélium de substrat (Anandan, 2016).

3.2.1.2. Critéres chimiques (chimio taxonomie)

La chimiotaxonomie est un systetme de classification et d’identification basé sur des
caractéres chimiques permettant de grouper et de distinguer des microorganismes. Ces
déterminations chimiques se montrent surtout efficaces pour délimiter des groupes et des
genres (O’donnell, 1982). Elle consiste a étudier la composition chimique de la paroi
cellulaire a savoir :

Sucres : I’é¢tude de la composition des parois cellulaires en glucides permet la
séparation des actinomycetes en différents groupes. La présence ou 1’absence de quatre sucres
(arabinose, galactose, xylose et madurose) permet de classer les actinomycetes, sont
principalement les couples arabinose-galactose, arabinose-xylose, rhamnose-galactose, ainsi
que le madurose (ou 3-0-méthylgalactose) (Lechevalier et Gerber, 1970).

Acides aminés : les actinomycéetes ont été divisés en chimio types sur la base de
I’analyse des acides aminés pariétaux comme: LL- DAP, Glycine (type I) et Lysine, acide
Aspartique (Type VI) (Becker et al. 1965 ; Yamaguchi, 1965 ; Lechevalier, 1970). Les plus
importants sont I’acide diaminopimélique (DAP) qui peut étre sous forme isométrique LL ou

DL (méso) et la glycine qui, soit présente ou absente (Backer et al., 1965). La glycine est
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également présente en quantité importante chez les Streptomyces et les Actinoplanes
(Larpent et Sanglier, 1989).

Lipides : chez certains genres d’actinomycétes, la composition en acides aminés et en
sucres n’est pas suffisante pour leur identification. Pour cette raison, il est indispensable
d’utiliser d’autres critéres chimiques, essentiels pour la reconnaissance des genres, notamment
la composition en lipides cellulaires (Lechevalier et al., 1977). Les lipides taxonomiguement
important peuvent étre représentes par trois groupes : les lipides polaires, les ménaquinones et
les acides mycoliques. Les plus importants chez les actinomycetes sont les phospholipides,
leur analyse a permis de distinguer plusieurs genres ayant entre eux méme morphologie et le
méme type pariétal (Lechevalier et al., 1977).

3.2.1.3. Critéres physiologiques et taxonomie humérique

En plus des caracteres morphologiques, la détermination des especes se base également
sur les caracteres physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de différents
composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polymeéres complexes,... etc. (Athalye et al.,
1985) . D’autres tests interviennent parfois dans la détermination des especes, comme la
résistance a certains agents antimicrobiens et la tolérance a des conditions extrémes (Djinni,
2009). La croissance des actinomycetes est influencée par ces paramétres physiologiques en
particulier: I’oxygene, le pH, la température, salinité, la résistance aux certains agents
chimiques. Ces criteres incluent aussi la recherche des enzymes et des différents métabolites
intermédiaires et terminaux. Ces caracteres physiologiques discriminants permettent de
différencier les espéces appartenant & un méme genre. Cependant, ils ne sont pas suffisants
pour I’identification des espéces, car ils doivent étre complétés par des études moléculaires
(Goodfellow, 1971).

La taxonomie numérique est une méthode de classification développée a la fin des
anneées 1950 qui permet de définir des pourcentages de similarité entre les organismes grace a
I’utilisation de coefficients de Jaccard (Coefficient utilisée pour mesurer la similitude et la
diversité des ensembles d’échantillons, ces coefficient mesure la similitude entre des
ensembles d’échantillons finis et est défini comme la taille de I’intersection divisée par la
taille de I’union des ensembles d’échantillons (Paul, 1912). Plusieurs groupes ou « cluster »
sont ainsi formes suivant les ressemblances des souches définies par un indice de similarité
(Sneath., 1989).
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3.2.1.4. Critéres moléculaires

Les analyses moléculaires sont trés importantes pour retracer les parentés
phylogénétiques des souches et pour la détermination des especes. Ces analyses ont permis de
regrouper ou de séparer ces especes entre elles, et de proposer la création de nouvelles
espéces (Lamari, 2006).

Les principales analyses moléculaires utilisées dans la taxonomie des actinomycetes
pour la détermination des espéces sont le séquengage de I’ADN ribosomique 168,
I’hybridation ADN-ADN et la détermination du pourcentage de G+C .Ces criteres ont permis
de tracer toute la phylogénie des actinomycetes (Stackebrandt et Woese, 1981 ;
Stackebrandt, 1997 ; Kampfer, 2010). (Tableau I)

Tableau I. Coefficient de Chargaff (GC %) de quelques genres d’Actinomycétes

(Colombié, 2005).

Genre G+C%
Mycobacterium 64-70G
Actinomyces 63-73

Nocardia 67-69.4
Streptomyces 69-76
Micromonospora 71.4-72

Actinoplanes 70.6-76

4. Ecologie des actinomycetes

Les actinomycetes 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, I'air, I'eau douce, les océans et sur une variété de matériel comme 1’engrais, les
résidus de végétaux de compost et des produits alimentaires (kumar et al., 2003). Les
actinomycetes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow, 1983). Toutefois, ils
sont particulierement abondants dans le sol, particulierement dans les sols alcalins et les sols
riches en matiéres organiques ou ils constituent une part importante de la population
microbienne (Logman, 2009).

Les actinomycetes sont des germes tres ubiquitaires, rencontrés sur tous les substrats
naturels (Tableau.ll) (Williams et al., 1984). Ils constituent une part importante de la
microflore tellurique : 10 a 20 % ou parfois plus (Dommergues et Mengenot, 1970 ;
Ishizawa et Arargi, 1976). Toutefois, la majorité des actinobactéries est d’origine tellurique.
Ces actinobactéries ont également facult¢ de coloniser d’autres biotopes tels que les déserts
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chauds, les glaciers, les sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux lourds, les lacs
extrémement alcalins et certains milieux tres salés (Santhanam et al., 2012)

La plupart des actinomycétes sont saprophytes mais quelques-uns peuvent étre
pathogénes ou symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki et al., 1994). La fonction
écologique principale des actinomycetes au sein des écosystemes est la décomposition des
substances organiques (Prescott, 2010).

Le sol est la source d’une diversité étonnante de microorganismes. Il présente une
grande densité de population actinomyceétale. Plus de 40 genres des actinomycetes aérobies
sont décrits presque chaque année. Numériquement, ils sont moins prédominants que les
autres bactéries mais bien plus que les champignons (Harvey, 1999). Dans le sol, de
nombreuses actinomycetes sont saprophytes et participent a la dégradation de la matiére
organique et a la formation de 1’humus, tout comme les champignons. Les actinomycétes du
sol sont surtout présents en surface, entre 0 et 2 m de profondeur. Ils produisent des
substances spécifiques telles que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsable
de I’odeur caractéristique des sols (Omura, 1992 ; Zaitlin et al., 2003 ; Zaitlin et Watson,
2006).

Tableau I1. Répartition des actinomycétes dans la nature (Goodfellow et Williams, 1983).

Genre

Habitats

Actinomadura
Actinoplanes
Frankia
Microbispora
Micromonospora
Nocardia
Rhodococcus
Saccharomonospora
Streptomyces
Streptosporangium

Thermomonospora

Sol
Sol, eau, litiere
Nodules des racines
Sol
Sol, eau
Sol, eau
Sol, eau, fumier, litiére
Matiére en décomposition
Sol, eau, litiere
Sol

Matiére en décomposition et fermentation

La grande diversité métabolique leur permet d’avoir une importance €écologique majeure
dans I’environnement (Hasley et Leclerc, 1993). En effet leur nombre dépend de nombreux

facteurs, parmi lesquels la nature et I’abondance de la matiére organique, la profondeur, le
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pH, D’aération et I’humidité qui sont les plus importants (Theilleux, 1993). D’autres
actinomycetes sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985). Dans la
distribution naturelle des actinomycétes, il faut ajouter les végétaux, les animaux et ’Homme
pour les quels certaines especes sont pathogénes (Theilleux, 1993). Ainsi, dans la
rhizosphére, les actinomycetes appartenant au genre Frankia sont extrémement importants
pour de nombreux types de plantes. Cette bactérie fixatriced’azote (capable d’utiliser 1’azote
atmosphérique comme seule source d’azote) forme des nodules aux niveaux des racines des
angiospermes, et confére donc un avantage a la plante pour croitre en sol pauvre en azote.
Cette association est appelée association actinorhizienne (Prescott et al., 2007). Peu
d’espéces sont phytopathogénes, 1’exemple le plus étudié est Streptomyces scabies,
responsable de la gale de la pomme de terre (Lindholm, 1997).

Les actinomycétes sont importants en raison des maladies humaines et animales que
ceritains provoquent, ils peuvent occasionner certaines tumeurs (mycétomes) chez ’Homme
(Noyal et al., 2010). Malgré le nombre important d’espéces de Streptomyces, seulement trois
d’entre ellessont habituellement citées en pathologie humaine : S. paragauyensis, S. griseus,
S. somaliensis (Borelli et Middelveen, 1986). (Tableau I1)

5. Croissance et cycle de développement des actinobactéries

La croissance des actinomycétes est influencée par plusieurs parameétres physiologiques
(conditions environnementaux) en particulier : [’oxygene, le pH, la température...etc.
(Djaballah, 2010). Ces critéres incluent aussi la recherche des enzymes et des différents
métabolites intermédiaires et terminaux.

D’autre part et comme tous les autres eucaryotes, les actinobactéries possédent un cycle
de vie complexe, qui ressemble a certains champignons, qui est le résultat de trois processus
physiologiques majeurs : la croissance végétative, la différenciation et la sénescence cellulaire
puis la mort. Ce cycle est composeé de plusieurs étapes (figure. 10) (Floyd et al., 1987 ;
Sanglier et Trujillo,1997). 1l débute par la germination d’une spore, qui donne naissance a
un mycélium primaire formé d’hyphes qui se ramifie. Le développement du mycélium de
substrat vers lapartie superficielle donne le mycélium "secondaire” ou aérien, les extrémités
des hyphes aériens se différencient pour former des spores, qui sont des agents de
dissémination (Kim et al., 2004). En milieu liquide, les cellules se developpent uniquement
sous forme de mycélium primaire, méme si de trés rares actinomycétes peuvent sporuler dans

cet environnement (Hodgson, 1992) (Figure 10) .
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Figure 10. Cycle de développement des actinomycetes sur milieu solide
(Breton et al., 1989).

6. Importance des actinomycetes dans les differents domaines

Les actinobacteries sont bien reconnues pour leur production de métabolites primaires et

secondaires qui ont des applications importantes dans divers domaines :

6.1. Importance écologique des actinobacteries
Les actinomycetes sont presque partout dans la nature. lls sont présents dans des sols
polaire gelés en permanence tout comme dans des sols désertiques chauds et secs, dans le
pétrole brut, les sols hautement contaminés avec des métaux lourds, les lacs extrémement
alcalins et les lacs salés (Kitouni, 2007) .La géosmine qui donne a la terre une odeur de moisi
(terreux) et a ’eau des réservoirs un gotit et une odeur désagréables, est produite par certaines
espéces d’actinomyceétes appartenant aux genres Streptomyces, Nocardiopsis, ......... etc.

(Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983).
Les actinomycetes sont des microorganismes qui ont un réle écologique majeur grace
a Leur capacité des enzymes ; telles que, les hydrolases extracellulaires, qui leur conferent un
role dans la décomposition de la matiére organique et des éléments minéraux dans le sol et
contribuent ainsi a la fertilisation des sols. Ils sont caractérisés par leur grand pouvoir de
transformation des substances organiques complexes, tels que les polysaccharides, les
lignocelluloses, la chitine, qui sont difficilement ou non dégradables par les autres

microorganismes (Valois, 1996 et William, 1983).

6.2. Importance en domaine médicale et vétérinaire
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Les actinomycetes ont fourni un nombre considérable de composeés bioactifs de haute
valeur commerciale, et sont recherchés de fagon routiniére dans le but de découvrir de
nouvelles substances bioactives (Vijayakumar et al., 2007).En effet ils sont capables de
synthétiser de nombreux produits naturels y compris les alcaloides, les peptides, les stérols et
autres. Ces produits naturels ont des potentialités de lutter contre certaines maladies majeures
comme le cancer, le HIV, I’infections du protozoaires et d’inflammations séveres et autres
(Hassan et al., 2017). Ces microorganismes produisent aussi des antioxydants cytotoxiques
(la défense contre le stress oxydant de 1’organisme (déséquilibre radicalaire et absence la
capacités de défense antioxydant) qui peut favoriser la survenue de pathologies (cancer,
maladies cardiovasculaire ...) (Amandine, 2016), des agents antitumoraux, des agents
immunosuppresseurs (agents travaillant pour inhiber ou prévenir ’activité du systéme
immunitaire par exemple (prévenir le rejet de greffe d’organes ou traiter les maladies auto-
immunes ou maladies susceptibles d’étre d’origine auto-immune), des inhibiteurs d’enzymes
et des pigments (Dharmaraj, 2010).

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élevages industriels
d’animaux. lls sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des
plantes, mais aussi dans 1’alimentation pour augmenter les rendements zootechniques

(Vijayakumar et al., 2007).

6.3. Importance en agronomie

Dans [I’agriculture, les actinomycétes protégent les racines des plantes contre les
invasions des champignons (Lamari, 2006). Il a été rapporté que les actinomycetes
influencent la croissance des plantes grace a leurs activités antimicrobiennes au niveau du sol
et augmentent la vitesse de synthese et de minéralisation de la matiére organique permettant
ainsi une bonne nutrition pour les plantes (Yilma, 2008).

Les actinobactéries jouent un rdle important dans le domaine agronomique .ainsi,
legener Frankia est capable de fixer 1’azote atmosphérique chez plusieurs plantes
dicotylédones autres que les fabacées (Goodfellow et williams, 1983). Le genre Frankia est
également trés important pour un bon nombre de plantes, provoquant des nodulations aux
racines permettant ainsi la fixation de 1’azote par la plante héte (Zaitlinet Watson, 2006).

En plus de la production d’un grand nombre de métabolites d’importance commerciale,
les actinomycetes possédent d’autres potentiels intéressants tels que leur implication dans le
processus de recyclage (exemple). Les actinomycétes ont un réle important dans le recyclage

de la matiere organique grace a leur capacité de dégrader des substances complexes et
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incapables d’étres décomposé par les autres bactéries non mycéliennes et les champignons
(Lamari, 2006). Elles sont capable aussi de degrader ou de recycler certaines toxines
produites par des champignons toxinogénes et réduire aussi leur teneur dans les produits fine

aux en agro-alimentaire (Valois, 1996 et William, 1983).

6.4. Importance en biotechnologie

Les actinomycetes jouent un role important dans la production de divers agents
antimicrobiens et d'autres substances industriellement importantes telles que des enzymes
(Mukesh, 2014). Le potentiel d'actinomycetes dans la découverte de nouveaux composes
ayant une activité contre les micro-organismes et qui sont intéressantes dans le domaine de la
biotechnologie et de la recherche biomédicale. Le point de vue métabolique des
actinomycetes fournit non seulement un domaine intéressant pour la recherche, mais offre
également la possibilit¢ de commercialisation des métabolites générés dans le processus.
(Mukesh, 2014). De nombreux actinomycétes peuvent dégrader différents polluants, y
compris plusieurs pesticides, par exemple, des membres du genre Arthrobader dégradent le
chlorophénol (Pizzul, 2006) et certains genres comme Nocardia, Rhodococcus,
Arthrobacter,Mycobacterium et Corynebacterium, se révélent étre d’une grande importance
dans la dégradation des hydrocarbures (Lacey, 1997).

Les actinobactérie ce sont des microorganismes d’intérét industriel par excellence, un
producteur important des antibiotiques et d’autres molécules et substances bioactives (Yala,
2001). 1l a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont produits par les
actinomyecetes dont 6550 (40%) par des espéeces de Streptomyces (Choulet, 2006). En plus de
la production d’antibiotiques, les actinomycétes produisent un grand nombre d’autres
métabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités, tels que des inhibiteurs
d’enzymes, immunosuppresseurs, toxines et pesticides (Dairi, 2005 ; Pizzul, 2006).

Des enzymes telles que I'amylase, la lipase et les cellulases produites a partir des
actinomycetes jouent un role important dans [l'industrie alimentaire, la fermentation,

I’industrie du textile et du papier. (Sommer et al., 1997 ; Hasegawa et al., 2006).

7. Métabolisme des actinomycetes

Deux propriétés les plus significatives des actinomycétes sont leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de tres nombreux
métabolites bioactifs parmi lesquels on compte les deux tiers des antibiotiques produits par
des microorganismes. Ces propriétés traduisent la richesse tout a fait remarquable du

métabolisme cellulaire de ce groupe microbien (Theilleux, 1993). Les metabolites bioactifs
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sont des produits du métabolisme primaire et secondaire de différents organismes (plantes,
animaux, champignons, bactéries) (Demain et Sanchez, 2009).

Les métabolismes des actinomycetes peut étre divisé en deux parties : le
métabolismeprimaire et le métabolisme secondaire (Strub, 2008). Leurs propriétés sont
différentes en fonction de la phase au cours de laquelle ils sont synthétisés (Delaunay et al.,
2003).

La principale caractéristique des actinomycétes est leur capacité a produire des
métabolites secondaires dotés de propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et

antitumorales (Hasani et al., 2014) (Figure 11).

8. Substances bioactives
Les actinomyceétes représentent une grande proportion de la biomasse microbienne. lls
ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives entre autres des

antibiotiques et d’enzymes extracellulaires.....etc.

pharmacoclogiquement

ologiquement actifs

Antibiotiques

Régulateu @

croissance de
plantes

Figure 11. Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycetes (Conn, 2005).
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8.1. Antibiotiques

Etymologiquement, le terme «antibiotique » est dérivé des mots grec « anti » qui veut
dire contre et « bio » qui signifie la vie, c’est a dire, « contre la vie ». Un anntibiotique est une
substance qui peut étre naturelle, synthétique ou semi-synthétique inhibant ou tuant les
germes pathogene a faible concentration (Demain, 1999 ; Barka et al., 2016;
Mohammadipanah et Wink, 2016) .

Le plus grand intérét des actinobactéries reste leur grande capacité a produire des
antibiotiques qui peuvent potentiellement détruire ou inhiber divers microorganismes
(Sibanda et al., 2010). Les actinomycetes sont les plus prolifigues 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
actinomycetes. D’ailleurs, 45% des antibiotiques connus, sont naturellement issus des
actinobactéries et plus précisément du genre Streptomyces (Sibanda et al., 2010) Les
antibiotiques produits par les actinomycetes manifestent des activiteés biologiques de nature
principalement antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antivirale ou antiparasitaire
(Leveau et Bouix, 1993 ; Oskay et al., 2004 ; Gebreselema, 2013).

La figure n° 12 représente respectivement la répartition de production des antibiotiques
entre les bactéries et les champignons, et celles des molécules bioactives antibiotiques et non
antibiotiques entre les Streptomyces et autres genres d’actinomycétes dont la dominance de

production est affectée aux bactéries appartenant au genre Streptomyces (Berdy, 2005).

22 %

W Streptomyces d'autres actinomyceétes

Bacténies non filnmenteuses Champignons

Figure 12. Répartition de production des antibiotiques entre les actinomycetes, les
champignons et d’autres bactéries non filamenteuses (Berdy, 2005)
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8.2. Intéréts des antibiotiques

Les antibiotiques présentent un intérét significatif dans le domaine de la santé humaine,
animale, de I'élevage et de I'agriculture (Leveau et Bouix, 1993). Les Streptomycesont la
capacité de produire différents types d’antibiotiques environ plus de 80% a 1’heure actuelle
(Demain, 2000). Les actinomycetes possedent une importance économique majeure (Djinni,
2009). Une analyse a été réalisé sur le nombre de substances médicamenteuses utilisées en
chimiothérapie cancéreuse indique que plus de 60% des médicaments approuvés dérivent de
composés naturels et la plupart ont ¢été extraient a partir d’actinomycetes, tels que
I’actinomycine D et la mitomycicne (Demain et Lancini, 2006).

Les actinomycétes 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).

Selon Berdy (2005), les antibiotiques des actinomyceétes peuvent étre classés en
groupes chimiques a savoir :

- 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 polyénes (nystatine, candicidine, amphotéricine B);

- Les polyéthers (monensine).

8.3. Enzymes
Aprés les antibiotiques, les enzymes représentent le second grand groupe de produits
industriels synthétisés par les actinomycetes. En effet, ce sont d’excellents producteurs
d’enzymes a utilisation industrielle telles que des protéases, des chitinases (Tanaka et
Omura, 1990 ; Vonothini et al., 2008), des amylases, des cellulases, des xylanases (Park et
al., 2002). Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomycetes, ces enzymes
catalysent I’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, monoglycérides, glycérol et en acides

gras (Sommer et al., 1997 ; Hasegawa et al., 2006) (Tableau I11).
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Tableau I11. Quelques actinobacteries producteurs d’enzymes (Saci, 2012).

Genre ou espéce d’actinomycete Enzyme

Streptomyces Cellulases

-Streptomyces thermoviolaceus
Streptomyces viridosporus Laccases
Streptomyces fusca

Micromonospora
-Microbispora

-Actinoplanes Pectinases
-Streptosporangium

-Streptomyces

-Streptomyces

- Promicromonospora
-Microbispora Microbispora Xylanases
--Micromonospora Micromonospora

-thermomonospora thermomonospora

--Thermoactinomyces vulgaris

--Thermomonospo ra curvata

-Saccharomonospora viridis Amylases
-Streptomyces

--Thermoactinomyces vulgaris

-Streptoverticillium Lipases

-Micromonospora chalcea

8.4. Vitamines
La vitamine B12 telle qu’elle existe dans la nature peut étre produite par des bactéries
ou des actinobactéries. L’isolement de la vitamine B12 a partir des fermentations
d’actinobactéries a suscité un intérét considérable pour la production possible de vitamines
par des fermentation microbiennes (Rickes et al., 1948 ; Lichtman et al., 1949). Les
actinobactéries produisaient d’autres vitamines hydrosolubles, telles que, la thiamine et le
dérivé d’acide ptéroyl glutamique qui favorise la croissance de certaines souches de

Leuconostoc citrovorum et de la coenzyme A (Anandan, 2016).
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8.5. Pigments
Les actinobactéries sont caractérisées par la production de divers pigments sur des
milieux naturels ou synthétiques, ces pigments sont considérés comme une des
Caractéristiques culturales importantes dans la description des organismes (Goodfellow et al.,
2012). Ces pigments apparaissent habituellement dans différentes nuances de bleu, violet,

rouge, rose, jaune, vert, brun, et noire (Harir, 2018).
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Les articles choisis regroupent 1’isolement des actinbactéries isolée a travers différentes

milieux a savoir le sol :

1. Isolement

Tableau IV. Isolement d’actinobactéries par différentes auteurs

. o Nombre o
Espece Region Méthode d’isolement Réferences
D’isolat

sol saharien suspensions-dilutions | Une seule )
Streptomyces sp. o ] N Aouiche et al .,
région de la | et étalement sur milieu | souche
PAL111 o 2012
Ghardaia Chitine-vitamine agar | PAL111

Différents
) . Soles de 7 sites ) o Selamaetal .,
Actinobactérie .Sp ] Suspension-dilution 13
du désert du 2014
Sahara algeérien
Diverses
o régions suspensions-dilutions ) )
Nocardiopsis et _ - ) Zitouni et al .,
) sahariennes du | sur milieu humique- 86
Saccharothrix o 2005
sud de vitamine-B-agar
I’Algérie
Hoggar,
) . Tamanrasset ) o Lahoum et al.,
Actinobactérie sp Suspension-dilution 15
(sud de 2016
I'Algérie)
Ouargla, ] o Bouaziz et al.,
Streptomyces sp. . suspension-dilution 112
Algérie 2016

Aouiche et al., (2012), ont travaillé sur une seul souche isolée de sol saharien de la
région de Ghardaia, sud est. de I’ Algérie, par la méthode des suspensions-dilutions, Selama et
al ., (2014), Zitouni et al., (2005) et Lahoum et al., (2016) ont utilisés la méme méthode
pour isolées des actinobactéries, ou ils ont pu isolées 13, 86 et 15 souches a partir des sols de
désert du Sahara algérien, de diverses régions sahariennes du sud de I’ Algérie et de la Hoggar

de Tamanrasset (sud de I'Algérie) respectivement, alor que Bouaziz et al., (2016) ont isolées
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112 de la région de Ouargla, avec la méme méthode (tableau IV) .D’aprés les résultats
précédentes, ils semble étre que la méthode de suspension dilution est la meilleur de point de
vu isolement, dont 100 % des références choisi ont I’utilisé, d’autre part le nombre des isolats
trouvés différent d’une référence a I’autre, cela est peut étre du aux objectifs de chaque
référence, et d’autre part aux utilisations ou non des prétraitement de sol avant 1’isolement ce
qui a permet de donnée un nombre plus important d’isolats comme c’est le cas pour Bouaziz
et al., (2016).

En Algérie, plusieurs études portant sur I’isolement des actinobactéries, ces travaux
ont montré que les sols saharien, qui représentent un écosysteme particulier, renferment un

potentiel assez riche en actinobactéries tant du point de vue quantitatif de biodiversité et

qualitative.

2. Activité antimicrobienne

Tableau V. Activités antimicrobiennes

Espece Méthode Souche testé Zl (mm) Références
Bacillus subtilis ATCC a1
6633
PAL111 ] o Saccharomyces Aouiche et
Stries croisees o 26
Streptomyces sp. cerevisiae ATCC4226 al ., 2012
Fusarium culmorum 26
FC200
Differe
d’une
Different Souches tests Souches a
) o Diffusion de I’autre (+ou- | Selama et
Actinobactérie .Sp ]
cylinder d’agar ) al ., 2014
Negative
S. typhimurium pour touts les
Souches
Differe
Nocardiopsis et ) o Différentes Souches d’une souche | Zitouni et
) Stries croisee ) )
Saccharothrix cibles ciblea al ., 2005
I’autre
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Saccharomyces Activité
cerevisiae ATCC4226 positif
] ) diffusion de S. aureus 10
Actinobacterie . Lahoum et
cylinder d’agar
.Sp , al., 2016
methode Aspergillus carbonarius 25
Bacillus subtilis ATCC 18
Actinomycete Diffusion de 6633 Bouaziz et
(Streptomyces sp.) | cylinder d’agar Aspergillus niger al., 2016
30
2CA936

Pour déterminer les specters antimicrobienne des actinobactéries isolées, les auteurs ont
utilisées des microorganisms cibles catalogués dans des collections mondiales telles que
I’American Type Culture Collection (ATCC) et autres, pour faire un screening antimicronein
de I’ensemble des Souches isolées.

Les auteurs ont utilisé deux méthodes, celle des stries croisées comme c’est le cas pour
Zitouni et al ., (2005) et Aouiche et al., (2012), les autres ont utilisées la méthode des
cylinders d’agar, vis a vis différentes Souches pathogénes, bactéries et champignons. Les
résultats obtenuent sont variables, ils montrent un large spectre vis a vis les bactéries que les
champignons, ainsi vis a vis une large gamme des bactéries a Gram positif et a Gram
negative.

Les diamétres des zones d’inhibitions obtenus sont variables, Aouiche et al., (2012),
ont trouvé une activité de 31 mm contre Bacillus subtilis et 26 mm vis a vis Saccharomyces
cerevisiae ATCC4226 et Fusarium culmorum FC200. Bouaziz et al., (2016) ont trouvé une
activité antifongique de I’ordre de 30 mm contre Aspergillus niger 2CA936 (tableau V). Ces
variations des zones d’inhibitions sont dues au fait qu’une souche d’actinobactérie peut
produire plusieurs molécules antimicrobiennes avec différents modes d'action selon la
composition du milieu de culture.

Le criblage antimicrobienne est une étape importante qui permettre aux chercheurs de
sélectionnée les Souches ayant un large spectre antimicrobien (antibactérien et antifongique),

et cela pour orienté le travaille vert I’étape d’extraction et d’identification des principes actifs.
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3. Identification des isolats

L’identification des souches ayant montré des capacités antimicrobiennes élevées, est
une étape importante, qui a pour objectif de savoir I’espece avec la qu’elle I’étude va étre
continue.

Les différentes auteurs, ont passé, pour identifier leurs isolats, par deux étapes
principales, a savior, une identification phénotypique qui regroupe 1’identification
morphologique, chimiotaxonomique, qui est indispensable pour compléter 1’identification
des isolats au niveau du genre en plus des analyses morphologique et physiologique; suivi par
une identification moléculaire qui permeétre une connaissance plus précise de I’éspeéce étudier
sauf pour Zitouni et al., (2005) et Bouaziz et al. (2016).

Aouiche et al. (2012), ont rattaché la souche désignée PAL111 a I’épéce Streptomyces
ambofaciens avec un degree de similitude de 99,7 %, Selama et al., (2014), ont identifié les
Souches isolées comme suit: Streptomyces, Nocardiopsis  sp., Pseudonocardia sp.
Actinopolyspora sp., Nocardia jejuensis, Thermoactinomyces sp., Marinococcus et Bacillus
mojavensis. Zitouni et al., (2005), ont fait un isolement sélectif de deux Souches de
Nocardiopsis et Saccharothrix. Lahoum et al., (2016), ont rattaché la souche désigné ACD1
a I’espece Actinomadura sediminis avec un dégrée de similitude de 98,5 ou Actinomadura
cremea subsp. avec un degrée de similitude de 98,3 %. Bouaziz et al., (2016), ont rattaché la
souche 14 au genre Streptomyces sp (tableauV1).

L’¢étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques, des
souches d’actinobactéries est largement utilisée pour caractériser les genres des
actinobactéries. Les caracteres biochimiques et physiologique sont d’une grande importance
dans la caracterisation des genres d’actinobactéries.

Tableau VI. Identification des isolats.

Espéce Meéthodes utilisé Résultats trouveées Références
Morphologique,
Streptomyces sp. | chimiotaxonomique, ) Aouiche et al .,
] ) Streptomyces ambofaciens
PAL111 physiologique et 2012
moléculaire
Streptomyces,
) ) Morphologique, Nocardiopsis sp.,
Actinobacterie ) ) ) Selama et al.
physiologique et Pseudonocardia sp.
.Sp o ) ,(2014)
moléculaire Actinopolyspora sp.,
Nocardia jejuensis,
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Thermoactinomyces sp.,
Marinococcus et Bacillus
mojavensis.
o Morphologique, o N
Nocardiopsis et o _ Nocardiopsis et Zitouni et al.,
) chimiotaxonomique, )
Saccharothrix ) ) Saccharothrix (2005)
physiologique
_ . ] Actinomadura sediminis Lahoum et al.
Actinobactérie Morphologique, et )
o ou Actinomadura cremea ,(2016)
Sp moléculaire
subsp.
Actinomyceéte Morphologique, )
o _ Bouaziz et al.,
(Streptomyces chimiotaxonomique, Streptomyces sp (2016)
sp.) physiologique

4. Extraction des principes actifs et choix des solvants d’extraction

Les molécules bioactives sont des métabolites secondaires non essentiels pour la
croissance et la reproduction de certains microorganismes mais sont une forme de défense.
Ces molécules actives sont généralement extracellulaires et leur purification a partir de
surnageant de culture complexe a besoin de I'application de divers techniques de séparation
telles que d’extraction par Solvant, la précipitation chimique, HPLC, les études
spectroscopiques... etc. Le nombre de techniques a utiliser dépend de la nature de la
molécule.

La majorité des auteurs ont utilis¢é pour I’extractions des antibiotiques, la technique
d’extraction liquide-liquide, par les solvants organiques, dans la qu’elles, on réalisé des
cultures liquides dans des Erlenmeyers pour chaque souche et obtenu le filtrat de culture, suivi
d’une extraction par des solvants organiques de différentes polarities tels que: I’hexane, la
dichlorométhane, n-butanol et 1’acétate d’éthyle et cela pour choisir le meullieur Solvant
d’extraction de point de vu qualitative (la molecule qui représente la plus important activité),
et quantitative, et cela par le choix de 1’antibiotique ou la molécule qui represent le spectre le
plus large. Il est a signaler que les antibiotiques produits peuvent étre extraits a partir du
mycelium, du filtrat de culture ou a partir de la phase aqueuse.

Zitouni et al., (2005), ont trouvé que le meilleur Solvant organique pour I’extraction
est le n-butanol ; Aouiche et al., (2012) ont trouvé que 1’activité est retrouvée au niveau des

phases aqueuses et aucun des solvants organique (2 polarité croissant) utilis€é n’a extrait
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I’antibiotique, alors que Bouaziz et al., (2016), on ont trouvées une meuilleur activité an
niveau de I’extrait hexanoique. Lahoum et al., (2016), ont trouvé une meuilleur activité au
niveau de 1’extrait butanolique (tableau VII).

Pour faire une extraction, il est préferable de testé I’activité des différentes phases,
aqueuse et organique, ainsi qu’au niveau de mycelium, et d’utilisé¢ different Solvant et cela
pour faire un balayage de I’activité au niveau des différentes phases et avoir une idée sur
I’antibiotique extrait.

Tableau VII. Extraction des principes actifs et choix des solvants d’extraction

Espece Méthode utilisé | Solvents utilisé Références
N-hexane,
Streptomyces sp. Extraction dichlorométhane, )
o Aouiche et al ., 2012
PAL111 liquide-liquide N-butanol et
acétate d’éthyle
N-hexane,
Nocardiopsis et Extraction dichlorométhane, ) _
_ o Zitouni et al.,(2005)
Saccharothrix liquide-liquide N-butanol et

acétate d’¢thyle

N-hexane,

) o Extraction dichlorométhane,
Actinobacterie sp o Lahoum et al., (2016)
liquide-liquide N-butanol et

acétate d’¢thyle

N-hexane,

Actinomycete Extraction dichlorométhane, _
S Bouaziz et al., (2016)
(Streptomyces sp.) | liquide-liquide N-butanol et

acétate d’¢thyle

5. Caractérisation et purification des principes actifs

Les molécules bioactives présentes dans les extraits testés, sont analyses et purifier par
différentes techniques de caractérisation a savoir les techniques chromatographiques,
I’HPLC.. .etc.

Aouiche et al. (2012), ont utilisés la chromatographie sur couche épaisse de gel de
silice (avec utilisation paralléle de bioautographie et revélation chimique) et chromatographie
sur colonne de Séphadex LH20, I’antibiotique 111A trouvé est classé permit les molécules

nucléotidique et n’est pas de nature polyénique. Zitouni et al., (2005) ont utilisés pour la

37



Chapitre 111 Synthese des articles

purification de molécules actifs, différente technique chromatographiques, a savoir celle sur
couche épaisse de gel de silice, chromatographie sur colonne de Séphadex G25-80 et une
HPLC en phase inverse, ils ont abouti que les antibiotiques purifier sont de nature
nucleotidique ou nucléosidique. Lahoum et al., (2016), ont utilisés pour la purification de
molécules actifs, une HPLC en phase inverse a colonne C18, le spectre UV-visible des
antibiotiques est déterminé par un spectrophotometer. Le spectre de masse a été enregistré sur
un piege a ions LSQ spectrométre de masse avec nanospray source d’ionisation par
¢lectropulvérisation ionique (ESI). Ils ont aboutient que I’antibiotique extrait est de nature non
polyénique, et contient des fractions aromatiques. Bouaziz et al., (2016), ont utilisés pour la
caractérisation partielle de molécules actifs, différente technique chromatographiques,a savoir
chromatographie sur couche mince de gel et ils ont abouti au ils que I’antibioques extrait n’est
pas de nature polyenique et contient des résidus glucidiques (tableau X).

Tableau X. Caractérisation et purification des principes actifs.

Espéce Meéthode utilisé Résultat obtenus Références
Streptomyces | TLC, chromatographie sur molécules classé )
] . o Aouiche et al ., 2012
sp. PAL111 colonne de Séphadex permit nucleotide

Nocardiopsis
et

Saccharothrix

TLC, chromatographie sur
colonne de Séphadex G25-
80 et HPLC en phase

inverse

antibiotiques purifier
de nature
nucléotidique ou

nucléosidique.

Zitouni et al., (2005)

Actinobactérie
.Sp

HPLC en phase inverse a

colonne C18

I’antibiotique extrait
est de nature non
polyénique, et
contient des
fractions

aromatiques.

Lahoum et al., (2016)

Actinomycete

(Streptomyces

sp.)

CCM (chromatographie sur

couche mince de gel)

I’antibioques extrait
n’est pas de nature
polyenique et
contient des résidus

glucidiques

Bouaziz et al.,(2016)
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Conclusion

L’importance des actinobactéries a été soulignée dans divers domaines : industriel,
médical et vétérinaire, ainsi que dans le domaine de I’agriculture et 1’agro-alimentaire
(George et al., 2012 ; Solecka et al., 2012). Les actinobacteries sont des microorganismes
d’intéréts industriels par excellence. Ces microorganismes sont les plus recherchés pour leur

capacité de produire beaucoup de métabolites secondaires.

Aujourd'hui on recherche de nouveaux composés antimicrobiens d'origine biologique
a partir d'une grande variété d'organismes et de nombreux habitats naturels (Melouah, 2015).
Les métabolites secondaires microbiens représentent une source importante de composés
dotés d'ingénieuses structures et d'activités biologiques puissantes. Les bactéries du sol et les
champignons ont joué un role significatif dans la découverte d'antibiotiques. La capacité de
produire un grand nombre de métabolites secondaires chimiquement différents est associée
surtout aux actinomyceétes. lls acquierent une importance particuliere, car ils sont la source la
plus puissante pour la production d'antibiotiques et d'autres métabolites secondaires bioactifs,
avec pres de 70% des molécules actives commercialisées (Melouah, 2015).

Ainsi, la recherche de nouveaux écosystémes pour I’isolement d’actinomyceétes est
crucial pour la découverte de nouvelles espéces et par conséquent la découverte de nouveaux

produits naturels bioactifs (Hozzein et al., 2008).

Dans cette étude, nous nous sommes intéresses en premier lieu, a la description de
données bibliographiques concernant le sol et les actinomycetes, deuxiemement notre travail
est base sur des synthese des articles ; étude comparative des résultats des études précédentes
sur les isolements des actinobactéries. Les souches isolée a partir du sol de différentes
régions de Sahara algérienne, ou tous les auteurs ont isolé les actinobactéries on utilisant la
méme méthode, celle des suspensions-dilutions, mais les résultats abouti sont différentes,

dont Bouaziz et al., (2016) ont isolées 112 de la région de Ouargla, avec la méme meéthode.

D’apres les résultats précédentes, ils semble que la méthode de suspension dilution est la
meilleur de point de vu isolement, dont 100 % des références choisi ont 1’utilisé, d’autre part
le nombre des isolats trouves différent d’une référence a I’autre, cela est peut étre du aux
objectifs de chaque référence, et d’autre part aux utilisations ou non des prétraitement de sol
avant I’isolement ce qui a permet de donnée un nombre plus important d’isolats comme c’est

le cas pour Bouaziz et al., (2016).
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Pour déterminer les activités antimicrobiens des actinobactéries isolées, les auteurs ont
utilisés deux méthodes, celle des stries croisées et méthode des cylindres d’agar, vis a vis
différentes souches pathogenes, bactéries et champignons. Les résultats obtenues sont
variables, ils montrent un large spectre vis a vis les bactéries que les champignons, ainsi vis a
vis une large gamme des bactéries a Gram positif et a Gram négative, dont les diametres des
zones d’inhibitions obtenus sont variables. La meilleure activité est obtenue par Aouiche et
al., (2012), qui ont trouve une activité de 31 mm contre Bacillus subtilis.

Les auteurs, sont ensuite passes a I’identification de leurs isolats, par des tests
morphologique, chimiotaxonomiques, physiologique et moléculaire 1a ou ce derniére donne
une connaissance plus précise des especes étudiées. La majorité des auteurs ont rattaché leurs
isolats au genre Streptomyces

Les actinobactéries sont d’importants producteurs d’antibiotiques (75% par
Streptomyces) et autres métabolites secondaires. Les deux tiers des quelque milliers
d’antibiotiques isolés sont produits par les actinobactéries. Ceux-ci ont été largement étudiés
surtout chez le genre Streptomyces, largement dominant dans de nombreux écosystemes.

La majorité des auteurs ont utilisé pour I’extraction de leurs antibiotiques, la technique
d’extraction liquide- liquide, par des solvants organiques de différentes polarités. Ainsi que
différentes techniques de caractérisation et de purification de molécules actifs, ont été utilisé,
a savoir celle sur couche épaisse de gel de silice, chromatographie sur colonne de Séphadex
G25-80 et une HPLC en phase inverse, dont les résultats ont montré que les antibiotiques
extrait ont a une nature différent : nucléotidique ou nucléosidique, nature polyénique et non
polyénique...etc.

Nous concluons alors que les sols renferment des souches d’actinomycetes aptes a
produire des molécules d’antibiotiques qui peuvent étre utilisées dans le traitement de

plusieurs maladies et ont des réles bénéefiques dans les différents domaines.
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Annexe 01

Schémas repreésentatifs des mycéliums aériens et de substrat de Quelques genres
d’actinomycetes.

chamme de spores

yoélium actien

— .
veelum de substrat ~

Streptomyces Streptoverticillium

Rhodococcus Nocardia Actinopolyspora

Saccharomonospora Aclinoplanes Thermomonospora

Figurel3. Le mycélium de substrat et le mycélium aérien chez certains genres
d’actinomycetes (Chandrakant, 2008).
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Annexe 02

Tableau IX : Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomyceétes (Loucif.,
2010)

Actinomycetes producteurs Antibiotiques

1/Les agents antibacteriens

Micromonospora sp. Clostomyeine
Streptomyces griseus Candicidine
Streptomyces lydicus Streptolydigine
Streptomyce lindensis Rétamycine
Marinispora sp. Marinomycine
Verrucosispora sp. Abyssomycine

2/ Les agents antifongiques

Streptomyces griseochromogenes Blasticidine
Streptomyces humidus Phenylacétate
Nocardia transvalensis Transvalencine
Streptomyces nodosus Amphotéricine B

3/Les bioherbicides et bioinsecticides produits par les actinomycetes

Spinosad. Insecticide
Saccharopolyspora spinosa

neurotoxigque
Actinomadura sp Herbicides.
Streptomvcees hveroscopicus Herbimyeine
. (=)
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Abstract

This work aims to smdy the antifongal activity of strain encoded Iy, The strain was isolated from Saharan soil of
Omargla region (Southeast of Algeria). The sdentification of the isolate 14 was carmied out on the basis of
morphological, biochemiral and physiological criteria whose taxonomy suggested that this isolate belonged to
Streptomyces geons. The antifongal activity by the agar cylinder method on s0lid medinm revealed that isolate
L4 showed stromg activity agaimst varions pathosenic fongi as well as gram-positive and gram-negative bacteria,
hence the best activity observed against Aspergillus nigerzCag36 with an inhibition zone of 30 mm in diameter.
The production kinetics of the antibiotic ware made on M2 liquid medinm The optimal actrvty was achieved at
the end of exponential growth phase and beginning of decline phase, m the fifth day of incobation The
antibiotics secreted by the strain I4 were hydrophobic, and more extractable by apolar solvents, it were revealed
by bicantography amd chemical development. The result obtained showed the presence of a single active zone,
chemical developers suggested that the active molecule contains carbohydrate residues not of polyenic natare.

* Correspending Author: Sabna Bouazz [ bz zaboine(fiyahoo.
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KEYWORDS Summary A new strain of actinobacteria, designated ACD1, was isolated from a Saharan soil
Actinobacterium; sample in the Hoggar region (Algeria). Morphological study led to this strain being classified as a
Actinomadura; member of the Actinomadura genus. Phylogenetic analysis based on the 165 rRNA gene showed
Pathogenic that the strain is closely related to Actinomadura sediminis DSM 455007 (98.5% sequence
microorganisms; similarity). Furthermore, strain ACD1 presented a strong activity against mycotoxigenic and
Antimicrobial activity phytopathogenic fungi, including Aspergillus and Fusarium strains, and other pathogenic micro-

organisms. The kinetics of antimicrobial activity were investigated on ISP-2, Bennett and TSB
media. Four solvents (n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol) were used for
the extraction of the produced antibiotic. The highest antimicrobial activity was obtained using
the butanolic extract from the ISP-2Z medium after seven days of fermentation culture. The
active antibiotic was purified by reverse-phase HPLC using aC18 column. The UV-visible and mass
spectra were determined. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of this antibiotic were
determined against pathogenic microorganisms.
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Nocardiopsis and Saccharothrix genera in Saharan soils in Algeria:
Isolation, biological activities and partial characterization of antibiotics
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Abstract

Tweaty-five soil samples were collected in the Algerian Sahara and analyzed to isolate rare actinomycetes. Eighty-six isolates with the same
Nocardiopsiz or Saccharothrix morphology were 1solated on humic—vitamin B agar medium using dilution techmiques and several antibiotics
as selective agents. Certam of these anabiotics seemad to be very selective for some phenotypes. Morphological and chemotaxonomic
charactenisucs led to idennfying 54 1solates belonging to the Nocardiopsis genus and 32 1solates belonging to the Saccharothrix genus. An
assessment of the antimicrobial properties of the isolates showed activities against Gram-posiave bacteria, fungi and yeasts. Saccharothrix
isolates possessed beter antifungal activity than Nocardiopsis. One of them. labeled SA 103, was therefore selected for identification of its
antifungal anabiotic activities. Production of overall antifungal and andbacterial acuvities was checked on the complex medium ISP2 and
3 synthetc medium (SM) that contains ghicose or starch as carboa source, and ammonium or nitrate as nitrogen source. The SM medium
contaimng ammoninm sulfate (0.2%), supplemented with starch (0.5%) and yeast extract (0.3%), was retained for production of antibionics.
Active substances were purified by a G25-80 Sephadex column and reverse phase HPLC. Two pure substances were obtained and named
ZAOI and ZAQ2; they were charactenzed on the basis of combined data resulting from chemical tests, UV visibile and IR spectra and mass
spectrometry. The two antbioncs were found to be related and were partially charscterized as oucleotidic or nucleosidic antibiotics. Their
structures consisted of a chain of three suzar units linked to an aromanc base containing a phosphate residue.
© 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Taxonony, Biological activaty: Antifungal anfiblotics; Structural deternunation

1. Introduction number of antibiotics and other broactive secondary metabo-
lites. The search for such substances of microbial ongin

Actinomycetes are filamentous bactena that naturally in- i:. Largely baf.'ed o, thg tsolation. fmm diverse sources, of
habit so1ls. They are of great importance in biotechnolog- different strains. As with every screening program, the prob-

ical processes because of their ability to produce a large ability of finding bioactive metabolites with desired proper-
ties depends on the number and dwersity of stramns 130lated
and screened [23]. Moreover. one of the strategies for en-

: Corresponding author. Current address: Dr N. Sabaou. Laboratoire de : ek ; :
Microbiolgie. De de Biologje, Ecole N Sipiciniie g hancing the hkehhood of obtainmg particular 1solates and

Kouba, Vieux-Kouba 16050, B.2 02, Alger, Alzésie. secondary metabolites 15 to analyze uncommon ecosystems
E-mail address: sabacudiyahoo & (N. Sabaou) which exist under extreme conditions and to consider genera

0023-2508/3 - see front matter © 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.
doi:10.10167 resmuc 2005.05.006
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Extreme environments mey oflen contaln unusual bacterial groups whose physiology Is distinct from those of normal
environments. To satisfy the nead for new bioactive pharmaceuticals compounds and enzymes, we report here the isolation of
novel bacterta from an extreme environment. Thirtaen selectad halozlkalitolerant and haloalkaliphilic bacterta were isolatad from
Algerian Sahara Deseri soils. These 1solates were screened for the presence of genes coding for putative antitumaor compounds using
PCR basad methods. Enzymatic, antibacterial, and antifungal activitles were determined by using cultural dependant methods.
Sevesal of these Isolates are typical of desert and alkaling saline solls, but, In addition, we report for the first time the presence of 2
potential new member of the gentss Nocardia with particalsr activity against the yeast Saccharomyres cerevisiae. In 2dditson to thelr
haloalkall character, the presence of genes coding for putative antitumor compounds, combined with the antimicrobial activity
agatost 2 broad range of Indicator strains and thelr enyymatic potential, makes them suttable for biotechnology applications.

1. Introduction

There is an increasingly urgent need for new active biomole-
cules and enzymes for use in industry and therapy [1].
However, the rate of discovery of new useful compounds has
been in dedine |2, 3] and because of this there isan interest in
investigating previously unexplored ecological niches [4, 5],
particularly extreme environments. These environments have
provided a useful source of novel biologically active com-
pounds in recent years {1, 6, 7}.

Extreme environments are distributed worldwide. These
ecosystems were thought to be lifeless as insurmountable
extreme physical and chemical barriers to life exhibit. With
the advancement of our knowledge, we now see them as yet

60

another niche harbouring "extremophiles” [8}; major catego-
ries of extremophiles include halophiles, thermophiles, aci-
dophiles, alkaliphiles, and haloalkaliphiles [6, 9].

The haloalkaliphiles bacteria have attracted a great deal of
attention from researchers in this last decade [9]. In 1982, the
term haloalkaliphile was used for the first time to describe
bacteria that are both halophilic and alkaliphilic [10]. This
group of bacteria is able to grow optimally or very well at pH
values at or above 10 along with high salinity (up to 25% (w/v)
NaCl) [

To encounter such harsh conditions, halealkaliphilic
microorganisms have found various physiological strategies
to sustain their cell structure and function |12, 13]. These
bacteria have widely been identified and studied from the
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Activité antimicrobienne de Streptomyces sp.
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microorganismes cliniques et toxinogénes résistants
aux antibiotiques

Antimicrobial activity of a Saharan Streptomyces spp. PAL1TT strain against
various clinical and toxinogenic microorganisms resistant to antiblotics
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