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Introduction

I ntroduction

Les antibiotiques sont parmi les médicaments les plus prescrits dans le monde, mais
leur efficacité est confrontée a des préoccupations cliniques graves, surtout en raison

d’'émergence de bactéries résistantes (M aestr o et Sanz, 2007).

De nouvelles approches pour le développement de nouveaux antibiotiques ont été
adoptées, telles que les outils de la chimie combinatoire, mais seulement quelques nouveaux
antibiotiques sont produits par I'industrie pharmaceutique (Coates et Hu, 2007).D'autres
stratégies comprennent la synthése organique ( Abbanat et al., 2003 ), la modification de la
pharmacocinétique des médicaments grace a la nanotechnologie et la recherche de molécules

avec des mécanismes d'action inédits ( L ockwood et Mayo , 2003).

La recherche de nouvelles souches microbiennes, non encore testées pour leur activité
antibactérienne est toujours d’ actualité et ce pour produire des molécules innovantes ou pour
les utiliser comme modél es utiles pour le développement de nouveaux antibiotiques (Sofia et
Boldi, 2006). Les habitats peu ou pas exploités tels que les milieux sahariens et marins sont
bien indiqués en raison de leurs caracteres physicochimiques particuliers. En effet
I’environnement peut affecter le métabolisme microbien et, par conséquent, les micro-
organismes qui produisent ainsi de nouvelles molécules bioactives (Gandhimathi et al .,
2008) .

La mer, couvrant plus de 70% de la surface de la Terre, contient une diversité
biologique exceptionnelle, représentant plus de 95 % de I’ ensemble de la biosphére (Qasim,
1999). La diversité microbienne constitue un réservoir infini de composés chimiques,
constituant une source précieuse pour la biotechnologie innovante (Berdy, 2005; Fenical et
Jensen, 2006). Le fond des océans S est révélé ces derniéres années comme un écosystéme
contenant de nombreuses et uniques formes de microorganismes en particulier les
Actinomycetes (Fenical et Jensen, 2006).

Les caractéristiques dues a I'adaptation des actinomycetes (Maldonado et al.., 2005 ;
Jensen et al ., 2005b) au milieu marin en font une source de recherche intéressante pour de
nouvelles espéces et une source prometteuse de composés importants en pharmacie
(Fenical et Jensen, 2006).Malgreé cet avantage, relativement peu de travaux ont été effectués
sur les actinomycetes marins (L am, 2006).

L’ objectif de notre travail est d’isoler des souches d’ actinomycétes marines au niveau du

littoral, précisément la cote ouest de la wilaya de Bejaia pour son caractéere encore
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relativement non pollué et de tester leur aptitude a produire des substances bioactives
(antibiotiques et/ou enzymes). L’isolement et le screening sont basés sur |’ utilisation d’un
nombre important et varié de milieux de culture et de microorganismes cibles (bactéries,

levures et moisissures).
Le présent document est structuré en quatre parties :
-Une synthese bibliographique pour présenter I’ éat de la question

-Une partie expérimentale qui englobe matériel, méthodes, résultats et discussion ou nous
présentons nos résultats.

-Une conclusion générae

Et enfin, les références bibliographiques et les annexes en rapport avec cette éude.
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Chapitrel Généralités sur les actinomycétes marins

Chapitrel : Généralités sur lesactinomycetes marins

1-Historique

Le milieu marin est un habitat unique qui a des caractéristiques particulieres que
les zones terrestres n'ont pas, comme la pression hydrostatique et |la concentration en sels
élevées et lateneur faible en matiére organique. Ainsi, les micro-organismes vivants dans les
milieux marins et les milieux terrestres devraient étre totalement différents.

Waksman (1959) a rapporté qu'il y avait trés peu de rapports disponibles concernant la
présence d'actinomycetes dans la mer et ce jusqu'a I'année 1959. Une étude ultérieure a
rapporté que la présence d'actinomycetes dans cet environnement était due a la contamination
du sol ou aleur présence sur les algues flottantes a la surface de la mer, ou au fait que des
échantillons d'eau ont été obtenus a proximité des bassins versants.

L’isolement des actinomycétes de sédiments marins cotiers a été fait par Grein et
Meyers (1958). En se basant sur I'absence de différences morphologiques et biochimiques
apparentes entre les isolats marins et terrestres, ils en ont conclu que les actinomycetes ne
pouvaient provenir que de laterre maisils se sont adaptés al'eau de mer saline.

Okami et Okazaki (1974) ont étudié |e transport de spores d’ actinomycétes en mer peu
profonde. L'étude explique que ces spores pourraient étre transférées de laterre ala mer par
la pluie drainée par les rivieres. Les spores precipitent sous I’ effet de NaCl , puis atteignent
les sédiments marins, plus tard Okazaki et Okami (1975) ont montré que quelques souches
d’ actinomycétes terrestres pourraient bien pousser sur les milieux préparés avec de I'eau de
mer, et montré un large éventail d halotolérance, aors que |"haotolérance des souches
sensibles au NaCl pourrait étre induite par I'exposition progressive a des concentrations
croissantes. Cependant, I'existence d'actinomycetes marins autochtones avait été signalée par
Weyland (1969) sur la base du nombre d’ actinomyceétes isol és de sédiments marins profonds.

En outre, Jensen et al. (1991) ont également signaé que le nombre maximum
d'actinomycetes isolés des sédiments prés des cites dans deux sites d'échantillonnage;
profonds et peu profonds, montre une distribution bimodale en fonction de la profondeur.
Cea a été caractérisé par une baisse évidente des streptomycétes avec la profondeur. Par
ailleurs, 98% des streptomycetes ont été obtenus a partir de la profondeur < 3m et le
pourcentage diminue drastiguement avec la profondeur. Cependant, le nombre
d’ actinomycétes augmentait jusgu'a 33m de profondeur minimum. Ces découvertes sont de

nature a indiquer que la théorie selon laquelle les actinomycétes d'origine marine sont
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originaires de la terre pourrait étre juste. En outre, ils ont prouvé que pres des cotes les
actinomycétes des sédiments marins sont bien adaptés et font partie de la communauté
microbienne marine. Jensen et al. (1991) ont rapporté que les actinomycetes isolés
d’ environnements marins sont métaboliquement actifs et se sont adaptés alavie dans la mer.
En outre, des études sur I'isolement des actinomycétes de sédiments marins ont suggeré qu'ils
étaient capables de survivre dans les conditions marines en raison de leur tolérance au sel.
Sedlon Ghanem et al. (2000), le nombre des actinomycétes marins isolés de sédiments ont
dépasse de loin ceux trouvés dans I'eau de mer. Ainsi, les sédiments sont encore le meilleur
fournisseur de ces micro-organismes.

La confirmation de la croissance et de |'adaptation des actinomyceétes dans le milieu marin
a été signalé notamment apres I'isolement de genre Salinispora (Maldonado et al., 2005,
Jensen et al., 2005a) qui a été décrit comme le premier genre marin obligatoire en raison de

son exigence stricte de |'eau de mer pour sa croissance.

Principalement en raison de leurs applications importantes en biotechnologie et de leur
capacité a produire de nouveaux métabolites bioactifs, les efforts disolement de ces
organismes dans le milieu marin ont de plus en plus augmenté.

2-Définition et caractéristiques générales

L es actinomycétes constituent un groupe bactérien a Gram positif, qui ont une teneur
élevée en guanine et en cytosine dans leur ADN (> 55% en mole). La plupart sont aérobies et
neutrophiles. Leur morphologie, cependant, varie entre les différents genres, de cocci et
bétonnets polymorphes jusgu'aux filaments ramifiés qui se décomposent en cellules
sphériques ou qui donnent un mycelium aérien avec de longues chaines de spores (Erikson,
1949) (Fig.1).

La paroi cellulaire des actinomycétes est une structure rigide qui maintient la forme de
la cellule et empéche son éclatement sous |'effet de hautes pressions osmotiques
(Goodfellow et al., 1998 ; Manuselis ¢ Mahon, 2007). Cette paroi est constituée d'une
grande variété de complexes y compris les composés du peptidoglycane, |'acide téichoique et
teichuronique et les polysaccharides. Le peptidoglycane est constitué de glycanes
(polysaccharides) de chaines alternées de N-acétyl-D-glucosamine (NAG) et de N-acétyl-D-
acide muramique (NAM) et d acide diaminopimélique (DAP).
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e

Fig.1: Coupe transversale d' une colonie d’ actinomycéte (Prescott et al., 2003).

a: lemycélium aérien le, b : le mycélium de substrat.

La composition chimique de la paroi cellulaire des actinomycétes est similaire a celle des
bactéries a Gram positif, mais en raison de leur morphologie bien développée (hyphe) et les
caractéristiques culturelles, les actinomycétes ont été considérées comme un groupe a part, et
seéparé d'autres bactéries communes (Cummins et Harris, 1956 ; Daset al., 2008).

En général, les conditions optimales pour la croissance des actinomycetes sont une
température de 25 a 30 °C et aun pH neutre (Colquhoun €t al., 1998) .

3-ldentification et classification

La taxonomie des actinomycetes est basée sur plusieurs critéres : morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les
études morphologiques et chimiques tandis que les critéres physiologiques et moléculaires
séparent |es espéces.

Diverses approches pour l'identification des actinomycétes sont données brievement ci-
dessous:
3-1- L’ approche moléculaire

Des études phylogeénétiques basees sur le séquencage d'ADNr 16S sont utilisées dans la

systématique des actinomyceétes. En effet le sequencage d’ ADN ribosomique 16S permet de
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construire un arbre phylogénétique pour I'étude de I'évolution des actinomycetes et fournit
également la base pour I'identification (Sivakumar, 2007).
3-2- L’ approche chimiotaxonomique

La chimiotaxonomie est |'éude des variations chimiques des micro-organismes et
I’utilisation des caractéeres chimiques pour leur classification et I'identification. Elle est I'une
des méthodes intéressantes pour identifier les genres d'actinomycetes.
L’ utilisation des critéres chimiques dans un but taxonomique appliquée aux actinomyceétes a
été initiee par Becker et al. (1964) ains que par Lechevalier et Lechevalier (1970). Apres
I’'analyse des constituants de la paroi cellulaires, ces chercheurs ont défini plusieurs
chimiotypes basée sur :

» Lesacidesaminés
Les plus importants sont |’ acide diaminopimélique (DAP) qui peut étre sous forme LL

(iso) ou DL (meso) et la glycine qui est, soit présente ou absente. Cependant, chez quelques
actinomycétes, le DAP peut ére remplacé par la lysine, I’ornithine ou [I'acide
diaminobutyrique (Becker et al., 1965), ce qui définit plusieurs types pariétaux.

» Lessucres
Les sucres caractéristiques sont principalement les couples arabinose-galactose,
arabinose-xylose, rhamnose-galactose, ains que le madurose ou 3-D-méthyl galactose
(Lechevalier et Lechevalier, 1970). Sur la base de la composition des cellules en acides

aminés et en sucres, plusieurs chimiotypes ont ainsi été définis (Tableau I).



Chapitrel

Généralités sur les actinomycetes marins

Tableau | : Types pariétaux en fonction des constituants distinctifs majeurs des parois

cellulaires des actinomycétes (L echevalier et Lechevalier, 1980).

Type parietal

Legenre

Typel : LL- DAP,Glycine

Sreptomyces, Sreptoverticillium, Nocardioides,
Intrasporangium, Kineosporia, Sporichthya,
Arachnia, Pimelobacter.

Typell : Meso DAP, Glycine, Arabinose

Micromonospora, Glycomyces, Actinoplanétes
Actinoplane ,Ampullariella, Catellatospora,

Dactyl osporangium, Pilimelia.

Type lll : Meso DAP, Galactose

Thermomonospora, Spirillospora,
Thermoactinomyces, Nocardiopsis,
Streptospor angium, Geoder matophilus,
Microtetraspora.

Type IV : Meso DAP, Arabinose, Galactose

Kibdel osporangium, Actinopolyspora,
Amycolata, Amycolatopsis, Saccharopolyspora,
Kibdel osporangium, Pseudonocardia,
Saccharomonospora.

TypeV : Lysing, Ornithine

Actinomyces isradlii

Type VI : Lysine, acide Aspartique

Actinomyces bovis, Microbacterium, Oerskovia,
Promicromonospora, Arcanobacterium.

Type VIl : DAB Glycine, Lysine (+/-)

Agromyces, Clavibacter.

Type VIII : Ornithine

Aureobacterium, Curtobacterium, Cellulomona.

DAP : Acide Diaminopiméique.
DAB : Aide Diaminobutyrique.
» Leslipides

Il est indispensable d analyser les lipides cellulaires (pariétaux et membranaires),

principalement les phospholipides (lipides polaires), les ménaquinones (& noyau quinone

méthylé), les acides gras et les acides mycoliques (ce dernier éant des lipides complexes

insaturés).
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La diversité des phospholipides a permis a Lechevalier et al.(1977) de distinguer cing
chimiotypes notés de Pl a PV et caractérisés par la présence généralement d’un ou de deux
phospholipides caractéristiques (Tableau I1).

Tableau Il : Types de phospholipides rencontrés chez les actinomycetes (L echevalier et al.
,1977).

Typesde Phosphatidyl Phosphatidyl Phospholipides Phosphatidyl
phospholipides Ethanolamine Choline (PC) avec glucosamine glycérol
(PE) (PG)

PI - - - Y

Pl +
Pl - T - Y
PIV + - +

PV = + +

Note : Tous les actinomycétes possedent le phosphatidyl inositol, (+) : présent, (-) : absent, V: variable suivant

les especes d’ un méme genre.

3-3- L’ approche classique

L’approche classique de la classification des actinomycétes emploi |’ aspect
morphologique, physiologique, et les caractéres biochimiques. Les méthodes classiques
décrites dans la clé didentification par Nonomura (1974) et dans le “ Bergey's Manual de
systématique et de la classification en Bactériologie ” (Buchanan et Gibbons, 1974) sont tres
utiles dans l'identification et dans la taxonomie des streptomycétes depuis de nombreuses

années et elles sont les suivantes:

» Lacouleur de mycélium aérien
La couleur du mycélium aérien mature et sporulé enregistrée est généralement
(blanche, grise, rouge, verte, bleue ou violette). Lorsque le mycélium aérien présente deux

couleurs, alafoisles couleurs sont enregistrées.
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» Lespigments mélanoides
On peut regrouper les actinomycetes par rapport a la production de pigments
mélanoides (brun verdétre, brunétre noir ou brun distinct, ou pigment modifié par d'autres
couleurs). Les souches sont regroupées comme productrices de pigments méanoides (+) ou
non productrices (-).
» Lespigments non diffusibles ou de substrat
Les souches sont divisées en deux groupes, en fonction de leur capacité a produire des
pigments caractéristiques sur la face arriére de la colonie, a savoir, distinctif (+) et non
distinctif (-). Dans le cas, d'une couleur avec une faible saturation comme le jaune pale, olive
ou brun jaunétre, il est inclus dans le second groupe (-).
» Lespigmentssolubles
Les souches sont divisées en deux groupes selon leur capacité a produire des pigments
solubles autres que la mélanine: a savoir, une souche productrice (+) ou pas (-). Les couleurs
enregistrées sont (rouge, orange, verte, jaune, bleue ou violette).
» Lachainede spores et morphologie
En ce qui concerne les chaines de spores, les souches peuvent étre regroupées en
"sections'. Les espéces appartenant au genre Streptomyces sont divisées en trois sections
(Shirling et Gottlieb, 1966), a savoir Rectus flexibilis (RF), Retinacula aperti (RA) et
Spiralis (S). Quand une souche forme deux types de chaines de spores, les deux sont notés
(par exemple SRA).(Fig.2)

Chaines de spores de type RF Chainesde sporesdetype S

Chaines de spor es de type RA

Fig.2: Photographie de différentes chaines de spores au microscope optique. Gr: X400
(Sivakumar, 2007).
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Les caractéristiques des hyphes et les chaines de spores peuvent étre déterminées par
I’ observation directe de la surface de la culture au microscopique. Le grossissement (X400)
pourrait étre utilisé pour voir la présence ou |'absence de chaines de spores et la nature des
sporophores.
» lasurfacedela spore
La morphologie des spores et ses caractéristiques de surface sont fournées gréce au
microscope éectronique a balayage. La grille d'éectrons doit étre nettoyée et un ruban
adhésif est placé sur la surface de la grille. Les spores matures de la souche doivent étre
soigneusement placées sur la surface de la bande adhésive et le revétement d'or doit étre
appliqué pendant une demi-heure. L’échantillon peut étre examiné sous le microscope
électronique a des agrandissements différents et la spore peut étre caractérisée comme lisse,
épineuse, crénelée et ondulée.

» L’assimilation dela source de carbone

La capacité de différentes souches d'actinomycetes pour I'utilisation de divers
composés carbonés en tant que source d'énergie doit étre éudiée sedlon la méthode
recommandeée par " I’ International Streptomyces Project " (Shirling et Gottlieb, 1966).

Les sources de carbone a tester pourraient étre |’arabinose, le xylose, I'inositol, le
mannitol, le fructose, le rhamnose, le saccharose et le raffinose. En comparant les propriétés
des souches isolées avec |es espéces représentatives trouvees dans la clé de Nonomur a (1974)
et le “Bergey’s Manual de systématique et de la classification en Bactériologie ” (Buchanan
et Gibbons, 1974) cela peut aider al'identification de I'espece. Si la souche isolée ne peut pas
étre attribuée al'un des représentants valables énumérés dans la clé du Manuel de Nonomura
(1974) et dans le “Bergey’s Manual de systématique et de la classification en Bactériologie ”
(Buchanan et Gibbons, 1974), il est possible de I'identifier sur la base de la taxonomie
numerique.

3-4- L’ approche de taxonomie numérique

La taxonomie numérique implique I'examen de nombreuses souches par rapport a un
grand nombre de caracteres avant d'attribuer I'organisme d'essai a cluster sur la base de
caractéristiques communes (Sivakumar, 2007).

. Dans le “Bergey’s Manua de systématique et de la classification en Bactériologie ”, les
actinomyceétes ont éé inclus dans plusieurs sections du quatriéme volume, dans I'ordre des
Actinomycetales divisé en quatre familles Sreptomycetaceae, Actinomycetaceae,

Actinoplanaceae et Mycobacteriaceae (Williams et al., 1989).

10
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Dans le “Bergey’s Manual de systématique et de la classification en Bactériologie ” (édition

2) laclassification des actinomycétes a été réarrangée comme montré sur la figure 3 :

Phylum

des actinobactéries (volume 5)

v

6 classes

|

Pseudonocardiales

Nitriliruptoria Acidimicrobiia || Actinobacteria || Rubrobacteria Coriobacteria
16 ordres
Actinopolysporales || Catenulisporaleses Micrococcales
| ncertaesedis Micromonosporales | | jjangellales

Corynebacteriales

Kineosporiales

Streptosporangiales | | Frankiales

Glycomycetales

Actinomycetales Streptomycetales Bifidobacteriales

Propionibacteriales

\ 4

\ 4

Famille Actinomycetaceae

Famille Streptomycetaceae

l

L

es actinomycétes

Fig. 3: Diagramme de la classification des actinomycétes selon le “ Bergey’s Manual de
systématique et de la classification en Bactériologie” (Goodfellow et al., 2012).
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4-L’ isolement
Au cours de ces derniéres années, |’isolement des actinomycétes du milieu marin s est

développée afin de découvrir de nouveaux meétabolites bioactifs (Hughes et al., 2009;
Gartner et al., 2011).Et les techniques disolement peuvent étre tres importantes pour la
réussite de la culture de ces microorganismes. Bien que certaines des méthodes d'isolement
des actinomycétes a partir des échantillons terrestres sont utilisés pour isoler leurs
homologues marins, différentes approches pour atteindre les différentes especes sont a |'essai
dans plusieurs projets de recherches.
4-1- Echantillonnage et préévement

Le développement de dispositifs autonomes de prélévement d’ échantillons de sédiments
a des profondeurs jamais atteintes a permis |’accés a de nombreuses niches écologiques
inexploitées et par conséquent a des petites nouvelles mol écul es biologiquement actives.
4-2-L e prétraitement

Les sédiments et les éponges sont les échantillons marins les plus étudiés pour
I’isolement des actinomyceétes. L’ échantillonnage loin de la cote permet d’ éviter |'isolement
des actinomycétes terrestres provenant du ruissellement (Fenical et Jensen, 2006). Les
échantillons de sédiments ou de boues sont dilués avec de l'eau distillée, eau de mer stérile ou
avec une solution de Ringer diluée au quart (Bredholdt et al., 2007) et ensuite transférés dans
des boites de Pétri aprés avoir éé vortexés ou agités (Jensen et al., 1991). Cependant,
différentes applications de prétraitement ont été utilisees par plusieurs chercheurs en
particulier, le sechage dans une hotte a flux laminaire, la dilution avec I'eau de mer et
chauffage avant l'inoculation (tableau I11). Ces prétraitements inhibent la croissance des
genres non recherchés et stimulent la germination des spores d'autres genres appartenant aux

actinomycetes.

12
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Tableau IIl1: Différentes méthodes de prétraitement pour

actinomycétes marins (Uzel et al., 2012).

isolement sélectif des

Prétraitement des sédiments

Laréférence

M écanique

-Agiter avec des hilles en verre pendant 1 h dans un tube a hémolyse.

Maldonado et al., 2009

Physique

Séchage

-Séchage sous hotte a flux laminaire, estampillage.

Gontang et al., 2007

-Séchage sous hotte a flux laminaire, dilutions.

Jensen et al., 2005

Chauffage

-Dilutions, incubation au bain Marie (50 °C, 60 min).

Jensen et al., 1991

-Incubation au bain Marie a 55 °C pendant 6 min.

Mincer et al., 2002; 2005

-Dilution, Incubation au bain Marie a55 °C pendant 6 min.

Jensen et al., 2005

-Dilution, Incubation au bain Marie a 55 °C pendant 6 min et a 60 °C,

10 min.

Jensen et al., 2005

-Echantillons séchés (speedvac 30 °C, 16 h), chauffage (120 °C, 60

min).

Bredholdt et al., 2008

Congélation

-Congélation (—20 °C, 24 h), décongélation, dilutions.

Jensen et al., 2005

13
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Tableau 11 : (suite)

-Conggélation (—20 °C, 24 h), décongélation, dilutions, incubation a

température ambiante pondant 48 h.

Jensen et al., 2005

-Conggélation a (=18 °C).

Bredholdt et al., 2007

Radiation

-Radiation UV pendant 30 s (distance 20 cm, 254 nm15 W).

Bredholdt et al., 2007

-Radiation atrés haute fréguence dans un four a micro-ondes pendant
45 s (2460MHz, 80W).

Bredholdt et al., 2007

-Radiation afréquence extréme (1 kHz dans une bonde a une longueur
d’ onde de 8-11.5 mm).

Bredholdt et al., 2007

Séchage et radiation

-Séchage atempérature ambiante pendant 14 jours,
Séchage (55 °C, 30min), radiation au micro onde (80W30 s).

Eccleston et al., 2008

Centrifugation

-Centrifugation differentielle.

Maldonado et al., 2005b

Physique et /ou chimique

-Phénol (1.5%, 30 min &30 °C) pour échantillon sec (speedvac 30 °C,
16 h).

Bredholdt et al.,2008

-Séchage a sec (120 °C, 60 min), phénol (1.5%, 30min a 30 °C) pour
échantillon sec (speedvac 30 °C, 16 h).

Bredholdt et al.,2008

-Séchage a sec (120 °, 60 min) et chloride de benzethonium (0.02%,
30min a 30 °C) pour échantillon sec (speedvac 30 °C, 16 h).

Bredholdt et al.,2008

14
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4-3- L’ enrichissement

Magarvey et al. (2004) ont décrit une nouvelle procédure d’ enrichissement sdlectif, a
base de cellulose ou d'agar pour I'isolement des actinomycétes a croissance lente a partir
d'échantillons de sédiments. Dans cette procédure, du papier Whatman N°.1 coupé pour
sadapter ala boite de Pétri est stérilise, puis déposé sur des boites de gélose (NaST21Cx) et

ensuite |’ échantillon de sédiment est dispersé sur les surfaces du papier en cellulose.
4-4- L’ isolement

Plusieurs méthodes sont utilisées pour réussir |”isolement des actinomycetes marins citant :
4-4-1-1 "isolement par les méthodes classiques

Il est évident que I’ éément le plus important pour la croissance des microorganismes
autochtones du milieu marin y compris les actinomycétes est le sodium (Maldonado et al.,
2005). En effet, les milieux contenant différentes concentrations de I'eau de mer, eau de mer
artificielle ou de I'eau déeminéralisée complétée avec 3% de NaCl ont été utilises avec succes

pour cultiver les actinomycétes marins.

L’ utilisation de I'amidon soluble, le glycéral, le mannitol et e raffinose comme sources
de carbone et les sources d'azote telles que la peptone, |'extrait de levure, la caséine, le nitrate,
I'histidine et L-asparagine dans les milieux de culture ont permit de réussir I'isolement des
actinomycétes marins , de plus, I’extrait des sédiments, I’ extrait des éponges et les extraits
d'eau de mer naturelle ont également été utilisés seuls ou en complément afin de reproduire

les conditions environnementales naturelles ( Gontang et al., 2007; Kennedy et al., 2009).

En général, les milieux de culture les moins riches en ééments nutritifs sont les plus
favorables pour un meilleur isolement des actinomycétes marins obligatoires provenant de
différentes sources marines (Cho et Giovannoni, 2004 ; Gontang et al., 2007).

» Latechniquedel'estampillage

Dans ce procédé, la teneur en humidité de |'échantillon est retirée par séchage sous une
hotte a flux laminaire; I'échantillon est ensuite |égérement broyé avec un pilon et un mortier.
Un écouvillon stérile qui contient une éponge ronde en fibre de polyester (2 cm de diametre)
est enfoncée sur I'échantillon séché et estampillé sur la surface de milieu de culture solide.

Cet «éiquetage » est effectué en tapotant doucement la tige sur la surface d'agar. Un
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processus d’estampillage continu avec le méme écouvillon donne un effet de dilution en

série (Mincer et al., 2002, Gontang et al., 2007).(Fig.4).

Eponge en fibre de polyester
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Fig.4 : Schéma démonstratif de la méthode d’ estampillage (Uz€l et al., 2012).

4-4-2-Culture a haut débit

Des études moléculaires et microscopiques indiquent qu'un pourcentage tres élevé des

micro-organismes présents dans |’environnement naturel, y compris les habitats marins,

restent non caractérises car ils sont incultivables (Amann et al.,, 1995). En effet

I'échantillonnage a partir d’ environnements variés, tels que les sols, les sédiments marins ou

sources d'eau chaude montre que seulement 0,01-1% de cellules visibles sous le microscope

peuvent former des colonies sur une boite de Pétri, et la mgorité reste non cultivable

(D'Onofrio et al., 2010).
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D’autre part dans les méthodes d'enrichissement et disolement en culture pure, les
microorganismes a croissance rapide ont souvent €été source de contamination. Alors, au
cours de la derniere décennie, des stratégies de culture innovantes ont été développées pour
surmonter ces limitations parmi elles les stratégies HTC. En général, le succes des procédés
HTC repose sur deux principes essentiels: en premier lieu ; les bactéries dans |'échantillon
sont séparées et mises aincuber individuellement, ainsi, la répression de la croissance souches
a croissance lente y compris les actinomycetes par les bactéries a croissance rapide peut étre
évitée. Deuxiemement ; les milieux de culture utilisés pour la croissance des bactéries sont
des milieux pauvres en ééments nutritifs, ains, les bactéries qui ont besoin de faibles
concentrations en nutriments et une période d'incubation longue auront une chance de se
développer. Les techniques de HTC peuvent étre classées comme indiqué ci-dessous.

» Extinction delaculture

Dans I'approche d extinction de la culture, la charge microbienne est diluée a un
nombre tres petit alant d’'une cellule a 10 par tube; ensuite, la croissance microbienne est
estimé par cytométrie de flux (Button et al., 1993). Connon et Giovannoni (2002) ont
développé le concept de culture en extinction en utilisant les matrices de cellules dans des
micoplagues. Bruns et al. (2003) ont entiérement automatisé cette approche en utilisant le
systeme "MicroDrop®microdispenser” pour la détermination du nombre de bactéries
cultivables. Avec cette technique, des échantillons d'eau naturelle ou des suspensions
chargées en bactéries obtenues a partir d'échantillons de sédiments peuvent étre divisés en
volumes aussi petits que 170 pl par I'gustement d une bactérie dans un seul aliquote. En
outre, I'inoculation de 96 échantillons en moins de 1 min sans passer par la dilution des
échantillons initiaux, qui est un processus laborieux, est devenue possible.

Un inconvénient majeur de cette approche est que les bactéries a croissance rapide
peuvent empécher |a croissance des bactéries a croissance lente en les étalant sur les boites de
Pétri  qui contiennent le milieu de culture ou par leur introduction dans les bouillons de
culture, et il est difficile alors de cultiver les souches a croissance lente a partir d'échantillons
naturels comme les sédiments et éponges, bien que les sédiments sont principalement
colonisés par |es bactéries a croissance lente.

Connon et Giovannoni (2002) ont apporté un degré d’'innovation a ce concept en
utilisant des milieux de culture de trés faible concentration en ééments nutritifs dans les
microplaques. Ainsi, les bactéries a croissance lente auront une chance de se développer dans

un milieu a faible concentration en ééments nutritifs pour une incubation plus longue
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périodes sans étre réprimeées par des bactéries a croissance rapide. Bien que seulement un petit
nombre d'actinomycetes marins ont éé obtenus en utilisant la méthode extinction de la

culture cette derniére asuscité un intérét scientifique.

» L'encapsulation descellulesindividuelles
En 2002, Zengler et al. ont développé une technique qui combine I'encapsulation en
paraléle des cellules environnementales contenues dans une culture microbienne chargée
dans un gel en "microdroplet”( dans des conditions d’ un flux en faible nutriments) , suivie par
une cytométrie de flux afin de détecter des microgouttel ettes contenant les microcolonies.

Les cellules provenant de différents échantillons de I'environnement tels que I'eau de
mer, les éponges et les sédiments marins sont concentrées par un gradient de centrifugation.
Les cellules sont d'abord mélangées avec de I'agarose fondu puis émulsionnées avec de
I'huile pour produire des microgouttelettes qui ont des diamétres variant entre 20 et 70 um.
La concentration cellulaire initiale est gjustée de sorte que la mgjorité de microgouttel ettes qui
contiennent une seule cellule soit un facteur critique (Czechowska et al., 2008).

Zengler et al. (2002) ont formé environ 10’ microcapsules on utilisant de I'agarose et les
microgouttel ettes formées. Environ 10% d entre-elles éaient occupés par une seule cellule.
Les microgouttelettes ont été placées dans une colonne de chromatographie stérile équipée
d'unfiltrede 0,1 um al’entrée et un filtre de 8 pm ala sortie et contenant 25 ml de milieu.

Le milieu est pénétré dans la colonne de fermentation a travers un filtre de 0,1 um et le filtre
alasortie permet le lavage de cellules sans vie (morte). Aprés un certain temps, la colonne ne
contient que les microcapsules. Cette colonne peut étre remplie avec un milieu de culture qui
simule l'environnement naturel tel que I'eau de mer naturelle, éponges ou extraits de
sediments dilués, apartir duquel on recueille les cellules. (Fig.5).

Membrane de 0,1um de diametre Microcapsules de 20-70 um de diamétre

Ve . .

Membrane de 8 pm de diametre
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Fig. 5: lllustration de I'utilisation d'encapsulation a haut debit pour la culture de micro-
organismes de I'environnement. (Uzel et al., 2012).
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L'un des principaux avantages de cette approche est qu'elle permet aux especes a
croissance lente présentes dans les milieux naturels de former des microcolonies dans les
microcapsules. Apres une période d'incubation appropriée, 1es micro-organismes a croissance
lente, qui restent dans les microcapsules, sont distingués de ceux a croissance rapide qui
envahissent et éclater la microcapsule en triant les cellules active par fluorescence (FACS).
De nombreux chercheurs ont suggéré que les interactions cellule-cellule sont également des
facteurs importants pour les micro-organismes incultivables (Zengler et al., 2002; D'Onofrio
et al.,2010). L’encapsulation sépare les cellules, mais elle permet a leurs métabolites de
traverser les microcapsules; par conséquent, différentes microcolonies peuvent communiquer

les unes avec les autres, comme en leur environnement naturel.
» Chambresdediffusion, les pieges microbiens et puces d'isolement

Un autre progres récent est basé sur I'hypothése que les micro-organismes non cultivable
parmi eux les actinomycétes peuvent croitre in vitro si les composants chimiques de leurs

milieux naturels sont fournis.

Kaeberlein et al. (2002) ont rapporté que les micro-organismes ont besoin des signaux
spécifigues de microorganismes voisins qui indiquent la présence d'un environnement
favorable ou connu, alors des chambres de croissance spécialisées ont été congues pour
simuler I'environnement marin naturel de ces micro-organismes afin d'augmenter le taux
disolement de cultures pures .Dans le cas des actinomycetes marins, les échantillons des
sédiments sont dilués en série avec I'eau de mer, mélangés avec de I'agar et placés dans des
chambres de diffusion. Ces derniéres sont ensuite incubées dans un agquarium qui ssimulé les
conditions environnementales du site d'échantillonnage ou, quand c'est possible, les
chambres sont placées dans le site d'échantillonnage naturel. Ainsi, 2 a 40% des cellules ont
été inoculées, ce taux est beaucoup plus élevé par rapport a l'isolement en utilisant des

méthodes de culture conventionnélles.
% Leschambresdediffusion

Sont congues pour mettre les cellules dans leur environnement naturel en fournissant une
incubation environnementale «in situ»qui est trés similaire a leur habitat naturel
(Kaeberlein et al., 2002; Zhang et al., 2005). Une membrane ayant des pores de taille 0,03-

um est collée a un coté d'une bague d'étanchéité en acier inoxydable; l'anneau est ensuite
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rempli avec un inoculum de cellules de I'environnement et de I'agar chaud. Apres
solidification de la gélose, une seconde membrane scellée I'anneau de diffusion de coté
oppose. Une fois que la chambre est assemblée, elle est ensuite placée dans le mileu
d'échantillonnage ou dans un environnement ssmulée a |’endroit naturel dans le laboratoire.
Les membranes ayant des pores de taille 0,03-um permettent la diffusion des nutriments a
partir du milieu (environnement) dans la chambre et la diffusion des métabolites vers le coté
oppose (Lewis et al., 2010).

% Lespiéges microbiens

Sont une autre version de chambres de diffusion qui sont spécifiquement destinées ala
culture de micro-organismes filamenteux, en particulier les actinomycetes. Dans ce cas, une
membrane ayant des pores de taille de 0,03 um est collée d’un cété d'une bague d'éanchéité
en acier inoxydable, et la chambre est remplie seulement avec |’ agar stérile. L’ étanchéité de
['autre cOté est obtenue a l'aide d’une membrane a pore de talle de 0,2 um qui  permis aux
filaments minces des actinomycétes de pénétrer dans la chambre au cours de l'incubation . Les
actinomycetes peuvent passer a travers les pores de 0,2 um, et ils peuvent pénétrer dans la
chambre stérile aprés une période dincubation de 2-3 semaines. Une fois que les
microcolonies auront formé une tranche de gélose cette derniére est découpée a partir de la
chambre et placée sur boite de Pétri pour une subculture (Gavrish et al., 2008). Lewis et al.
(2010) ont utilisé cette méthode pour analyser la terre d’un jardin. Ils ont constaté que la
majorité des micro-organismes qui ont poussé dans les trappes sont des actinomycetes, dont
certains représentent des espéces rares et inhabituelles. Etant donné que ce procédé est tout a
fait nouveau, il n’est pas couramment utilisé dans les environnements marins, mais il peut
étre facilement adapté pour I’isolement des actinobactéries incultivables a partir des sédiments

marins.
+» Puces d'isolement

Les (iChip) sont une version plus sophistiquée de chambres de diffusion qui ont été
introduites par Lewis et al. (2010). Les ichips consistent en des centaines de chambres de
diffusion miniaturisés qui sont assemblées dans une partie, appelée I'unité centrale. Les
membranes semi-perméables qui recouvrent l'unité centrale permettent la diffusion des
nutriments dans les cellules et limitent le mouvement de ces derniéres vers |'extérieur dansla
chambre de diffusion. Deux panneaux de supports tiennent des deux cotés le systeme en

méme temps. Contrairement aux chambres de diffusion, I'iChip contient des centaines de
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cellules d’un diameétre approximatif de 1 mm. La dilution initiale des micro-organismes isolés
a partir d'un environnement tel que les sédiments marins est ajustée a une concentration
précise de sorte que chaque cellule de I'iChip contient une cellule en moyenne. Nichols et
al.(2010) ont récemment compare I'iChip et les boites de Pétri classiques pour |’isolement
des bactéries d'eau de mer et du sol. Ils ont obtenu plus de 40% et 50% d'isolats a partir
d'eau de mer et du sol, respectivement, et les transferts répétés des isolats a travers les
chambres typiques conduit a la capacité des cellules a se développer durablement dans des
boites de Pétri. Cela signifie qu'une fois une bactérie incultivable est cultivée dans une
chambre d'isolement, il est alors possible de la cultiver en boite de Pétri classique. Il est
intéressant de signaler que Nichols et al. (2010) ne pouvaient pas isoler des actinobactéries
avec le iChip. Cela est probablement di a la période d'incubation limitée utilisée, (a savoir

deux semaines).
4-4-3- La méthode de co-culture

Parmi toutes ces méthodes, la co-culture a fait ses preuves qu’ elle est la méthode la plus
largement utilisée pour la culture de micro-organismes rares et non cutivables. Récemment,
D'Onofrio et al. (2010) ont décrit expérimentalement le succes des méthodes de co-culture
sur la culture de bactéries non cultivables. En bref, des paires de colonies distantes de 2 cm
les unes des autres ont été sélectionnées a partir des boites trés chargée (50-200 colonies par
boite) et sont ré étalées a proximité les unes des autres. Chacun des deux isolats est étalée

sur une moitié d'une plaque et en croix-striés par le centre de la boite.

Le résultat était des régions proximales, distantes, ou chevauchantes. En utilisant cette
méthode, une bactérie marine incultivable Maribacter polysiphoniae a été isolée en présence
de la souche de Micrococcus luteus qui a été isolé du méme environnement. Ceci est due au
fait que certains micro-organismes non cultivables ne peuvent se développer sur une boite de
Pétri qu’en présence d'autres especes du méme environnement via la syntrophie (D'Onofrio
et al., 2010).

4-5-1." approche moléculaire pour larecherche des actinobactéries marines

La présence des actinobactéries autochtones a été confirmée par des études d'approche
moléculaire (les cultures indépendantes) (Sun et al., 2010). Ces méthodes de culture
indépendantes utilisent I'extraction directe des acides nucléiques des échantillons (Mincer et
al., 2005). Elles impliquent souvent I'amplification dADN ou dADNCc a partir d’ARN extrait
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a partir d’échantillons de I'environnement par PCR et I'analyse subséquente de la diversité
des molécules amplifiées (communauté d'empreintes digitales) (Bull et al., 2005). Les
produits amplifiés peuvent étre clonés et sequencés pour identifier et dénombrer les
nouvelles ou rares actinobactéries présentes dans les échantillons (Riedlinger et al., 2004).
Monciardini et al. (2002) ont élaboré des ensembles d'amorces pour |'amplification par PCR
sdlective d'ADNr  16S de familles d Actinomycetales: Micromonosporaceae,
Sreptomycetaceae, Sreptosporangiaceae et Thermomonosporaceae, et du genre
Dactyl osporangium. Chaque jeu d'amorces, évalué sur 'ADN génomique a partir de souches
de référence, a montré une forte spécificité et une bonne sensibilité. L'application de ces
amorces d’échantillons environnementaux a permis |'apparition fréquente de ces groupes
d’ actinobactéries.

Une méthode avancée est |e polymorphisme de longueur des fragments de restriction de
I'ADN (T-RFLP), le polymorphisme de mesure de taille des fragments de restriction
terminaux a partir d'un marqueur amplifié par PCR (Wawrik et al., 2005). Il combine au
moins trois technologies, y compris la génomique comparative RFLP, la PCR et
I’ électrophorese. De plus, une éectrophorése sur gel en gradient dénaturant (DGGE) et en
TGGE (GES thermique) sont des méthodes par lesquelles des fragments dADN de la méme
longueur mais de différentes séquences peuvent étre résolus par électrophorese (Wawrik et
al., 2005). La séparation est basée sur |'éectrophorese des ADN double brin partiellement
dénaturé et dont la mobilité est réduite dans des gel's de polyacrylamide contenant un gradient
linéaire d'un réactif dénaturant ou un gradient de température linéaire. La PCR-DGGE aété
largement utilisée pour déterminer la diversité de la communauté des actinobactéries dans les

échantillons environnementaux (Nimnoi et al., 2010).
5- Larépartition et la diversité des actinomycétes dansle milieu marin
5-1-Larépartition

Dans le milieu marin, deux localisations ont été distinguées: la zone littorale et cotiere et
la zone des sédiments de fonds marins. Il a été constaté que la population des actinobactéries
ains que d'autres micro-organismes est plus dense dans la mer peu profonde gu’ en mer
profonde (Weyland, 1969), cependant, des études récentes ont confirmé que les actinimycetes
sont largement distribués dans les différents habitats marins. En effet, les deux méthodes de
cultures: dépendantes et indépendantes ont montré que les actinomycétes marins sont

omniprésents dans les sédiments marins (Maldonado et al., 2005; Jensen et al., 2005a) et
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sont présents sur toute la gamme de profondeurs océaniques (Madrid et al., 2001) , de la
surface des océans, comme dans le littoral et les environnements inter-marée , jusqu’a dans
['abime le plus profond, comme |es sédiments sous-sol (Parkes et Wellsbury, 2004), et dans
les fonds océaniques pour les recifs coraliens, et en symbiose avec les invertéorés et les
plantes (éponges et algues ). Sachant que les sédiments des océans profonds contiennent plus
de 1 milliard de cellules /cm® (Fenical et Jensen, 2006), Bull et al. (2005) ont montré que les
Actinobactéries comptent jusgu'a 9% dans les sédiments marins. Cette répartition des
actinomycetes dans I’ environnement marin est influencée principalement par des parameétres
environnementaux qui sont; la pression, la température, les concentrations de nutriments er
lasainité (Tableau IV).

Tableau IV : Larépartition des actinobactéries cultivables dans les sédiments marins (Bull et
al., 2005).

Profondeur Actinobactéries (%)
(m)
Weyland (1981) | Goodfellow et Haynes | Takizawa et al. Colquhoun et al.

(1984) (1993) 1998)

0-200 0,06-6.0 0,04-2.0 0,2-9,0

200-2000 | 0,2-17 (604) <0,01-0,4 (65b)

2000-6000 | 4,7-14 (26c¢) 0 00,8

>6000 0,8 0-05

a Océan Atlantique Nord. b: Fosse Okinawa ¢ : Golfe de Gascogne

5-2-Ladiversité

Des études de cultures indépendantes ont montré que les sédiments marins contiennent

une grande diversité d'actinomycetes et de nombreux taxons uniques sont tres différents de
leurs homologues terrestres (Gontang et al., 2007).
Ainsi, cette diversité énorme constitue une portée immense pour la découverte de nouveaux
meétabolites bioactifs. Cependant, la distribution des actinomycétes dans la mer est largement
inexplorée et la présence de actinomycétes marins autochtones dans les océans reste
insaisissable (L am, 2006).
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Les représentants des genres Micromonospora et Streptomyces sont largement
abondants dans les écosystemes aquatiques et I'emportent souvent sur les autres groupes
d'actinomyceétes (Terkina et al., 2006), en effet, un grand nombre de Micromonospora, , peut
étre isolée a partir des sediments lacustres autant que 10-50% de la population microbienne
totale.

Dharmaraj (2010) a examiné en détail la diversité des genres d’ actinomycetes marins
et leur potentiel bioactif. Les genres d Actinobactéries représentatifs d'aires marines
comprennent  Actinomadura, Aeromicrobium, Dietzia, Gordonia, Marinophilus,
Micromonospora, Nonomuraea, Rhodococcus, Saccharomonospora, Saccharopolyspora,
Salinispora, Streptomyces, Solwaraspora, Salinibacterium, Williamsia, Verrucosispora et
plusieurs autres. Ces derniers, difféerent largement dans leur morphologie, physiologie, et

leurs activités biochimiques de leurs homologues terrestres.
+ Lesactinomycetes marinsobligatoires

Le genre Salinispora, un actinomycete marin obligatoire a été rapporté en 2005
(Maldonado et al., 2005),cette découverte a été suivie par la découverte d'autres genres tels
gue Demequina, Lamerjespora, Serinicoccus, Marinactinospora et Sciscionella qui semblent

étre des microorganismes marins obligatoires (Subramani et Aalber sberg, 2012).
6-Role des actinomycétes en milieu marin

Les Actinomycetes ont un réle multiple dans le milieu marin (Das et al., 2006).
L’ activité cellulolytique des actinomycetes marins a été décrite par Chandramohan et al.
(1972), les actinomyceétes chitinolytiques ont été signalés par Pisano et al. (1992) et diverses
enzymes importantes dans la production industrielle sont produites par des actinomycetes
(Ramesh et Mathivanan, 2009). Ces dernieres sont également signalées comme pouvant
contribuer au recyclage des composés organiques (Goodfellow et Haynes, 1984). En outre,
ils jouent un réle important dans la minéralisation de la matiére organique, I'immobilisation
d'ééments nutritifs minéraux, de fixation d’ azote, I'amélioration des paramétres physiques et

enfin de la protection de I'environnement (Das et al., 2006).
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Chapitrell : Les metabolies bioactifs des actinomycetes marins

Les actinomycétes sont sans doute les micro-organismes les plus grands producteurs de
métabolites secondaires ayant des activités biologiques. Parmi les métabolites microbiens
connus, 45% (environ 10,000 composes) ont été extraits a partir de différentes espéces
d’ Actinomycetales dont 75% provenaient de genre Streptomyces et 25% |’ éaient a partir
d actinomyceétes rares (Ber dy, 2005).

1-Généralités sur les métabolites bioactifs

Les métabolites bioactifs sont des produits du métabolisme primaire et secondaire de
différents organismes (plantes, animaux, champignons, bactéries). |ls font souvent preuve
d'une activité biologique (Demain et Sanchez, 2009). Les métabolites secondaires ont des
structures chimiques différentes et inhabituelles, et sont souvent de faible masse moléculaire
(Donadio et al., 2002), contrairement aux métabolites primaires,ils ne jouent aucun réle dans
le cycle de vie des cellules. IIs ne sont pas nécessairement exprimés en continu (Demain et
Fang, 2000) et leur absence n'entraine pas une mort immédiate, ou peut-&re aucun
changement significatif ne sera observé (Demain, 1992). Les metabolites secondaires sont
souvent limités a un nombre restreint d'especes au sein d'un groupe, en effet ils sont
caractéristiques des groupes spécifiques d'organismes (Berdy,2005). Les métabolites
secondaires microbiens comprennent les antibiotiques, les pigments, les toxines, les
phéromones, les inhibiteurs d'enzymes, les agents immunomodul ateurs, les antagonistes, des

pesticides, et des agents anti-tumoraux (Demain et Fang, 2000).

Les actinobactéries sont connues pour avoir la capacité de production d’ une grande variété
de métabolites secondaires. En effet, chaque souche d’ actinobacteries est susceptible d'avoir
le potentiel génétique pour la production de 20 a 30 métabolites secondaires (L am, 2006);
Medema et al., 2010).

2-Laredécouverte des métabolites bioactifs

Il est important de disserter sur les raisons du taux éevé de redécouverte de composes
antimicrobiens. Selon Stach (2010) , les raisons sont susceptibles d'inclure des insufisances
dans les programmes de recherche tel que les limites de I'isolement dans la nature car
plusieurs streptomyceétes, isolés a partir de différents environnements, peuvent produire les
mémes composes connus, probablement en raison de I'échange génétique fréquent
(Bredholdt et al., 2007).
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Au cours de la derniére décennie, les chercheurs ont essayé plusieurs méthodes telles que
le clonage (Peiru et al., 2005), I’ expression hétérologue de groupes de géenes de biosynthese,
I'interference avec les voies de régulation (Laureti et al., 2011), en faisant varier les
conditions de culture (Sanchez et al., 2010), les co-cultures (Kurosawa et al., 2008),
I'évolution adaptative (Charusanti et al., 2012) et d'autres stratégies (Baltz, 2011) et ce pour
stimuler la production de nouveaux COmposeés.

Les activités de screening précédentes semblaient se concentrer sur la diversité d' un
nombre d’ especes limite, et ces quelques espéces produisent un certain nombre de composes
communs. L'immense diversité de |'habitat marin et donc sa sous-exploitation attire les

chercheurs pour découvrir de nouveaux producteurs de métabolites.

3- Lescaractéristiques des métabolites bioactifs des actinomycetes marins

Pluseurs études décrivant des molécules biologiquement actives esxtraites
d’ actinomycétes marins ont éé récemment publiées (Goodfellow et Fiedler, 2010; Mayer et
al., 2011). En effet en 2008, plus de 1 000 métabolites d’ origine marine ont été décrits
(Blunt et al., 2010) dont plus de 30 composeés sont en cours d'essais cliniques ou précliniques

pour leur activités notament anticancéreuses (Blunt et al., 2011).

Les métabolites marins montrent une forte diversité structurale et présentent un large
éventail d activités biologiques : antimicrobienne, contre les protozoaires, et les parasites
(antipaludiques), et des anti-tumoraux (Manivasagan et al., 2013) . La plupart des produits
naturels dérivés d'actinomycetes marins possedent des caractéristiques structurelles uniques,
rarement ou jamais trouvées parmi les composes extraits a partir des sources terrestres. |l
n'est donc pas surprenant que leurs modes d'action moléculaires les sont parfois aussi. Ces
derniers, peuvent servir de base pour la synthese de nouveaux médicaments (Solanki et al.,
2008).

Les lactames bicycliques inhabituels, Salinosporamides A et B (Fig .6) sont extraits a
partir de Salinospora. La capacité des espéces du genre Salinospora pour produire de
nouveaux metabolites secondaires peut étre liée a leur adaptation aux conditions marines. Le
salinosporamide A est un inhibiteur du protéasome, oralement actif qui induit une apoptose
dans plusieurs cellules de myélome (Chauhan et al., 2005). Il est développé par Nereus
Pharmaceuticals, Inc. (NPI- 0052) et a été prévu pour entrer en études cliniques pour le

traitement du cancer chez 'Homme en 2006.L e salinosporamide B différe de salinosporamide
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A par le manque de chlore. Son activité est inférieure a celle du salinosporamide A par un
facteur de 500.

Salinospo ides B
Salinosporamides A ramces

Fig. 6 : Structure chimique de deux lactames bicycliques inhabituels, salinosporamides A et

B (Chauhan et al., 2005).

4- Lesgenres d’actinobactéries producteurs de nouveaux métabolites bioactifs

Parmi les actinomycétes filamenteux, la mgjorité de métabolites sont produits par les
espéces du genre Streptomyces (Lam, 2006). Cependant, les especes des genres
Micromonospora, Actinomadura, Streptoverticillium, Actinoplanes, Nocardia,
Saccharopolyspoa et Streptosporangium. semblent, de plus en plus, jouer un réle important
dans la production d'un large éventail de métabolites et d’ antibiotiques antimicrobiens (Bull
et al., 2005; Lam, 2006).

Dans les environnements marins, les chercheurs ont trouvé de nouveaux genres de
maniére réguliere telle que Salinospora et Marinophilus (Jensen et al. 2007). Les bactéries
appartenant a ces genres produisent des composés qui peuvent étre considérés comme des
marqueurs chimiques.La capacité de ces deux genres a produire de nouveaux metabolites
secondaires peut étre liée a leur adaptation aux conditions particulieres de I’ environnement

marin.

Parmi les genres d’ actinomycétes marins rares, dicrists, les genres Saccharopolyspora,
Amycolatopsis, Actinoplanes et Micromonopsora ont été exploités comme une source
prolifique de nouveaux métabolites secondaires (Dasari et al., 2012). Toutefois les genres
moins exploités consernent;  Actinomadura, Nocardiopsis, Dactylosporangium,
Kibdelosporangium,  Microbispora, Kitasatospora, Planomonospora, Planobispora,

Marinispora, Serinicoccus et Verrucosispora.
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Ces impacts soulignent la nécessité de poursuivre les recherches dans ce domaine et les
investissements dans les actinomycétes marins peuvent étre considérés comme étant
completement justifiés.

5- Origines géogr aphiques des métabolites bioactifs

La microbiologie marine se développe fortement dans plusieurs pays avec un accent
particulier sur les composés bioactifs. L’ origine géographique des composeés et des extraits
ayant des activités biologiques issus des especes d actinomycéetes marins jusqu'en 2003
indique que 67% de produits naturels marins provenaiennt des sites d'Australie, des Caraibes,
de I'océan Indien, du Japon, de la Méditerranée, et de I’ouest de I'océan Pacifique (Blunt,
2007).

6-Classification des métabolites bioactifs

Les actinomycétes marins constituent une source importante de composes bioactifs
(Colwell et Hill, 1992). Les conditions environnementales de la mer sont extrémement
différentes des conditions terrestres, alors ils produisent des métabolites uniques par rapport a
ceux qui sont isolés des milieux terrestres (L am, 2006). On les dingue comme suiit :

6-1-L es antibiotiques

La plupart des antibiotiques sont des métabolites éxtracellulaires (Bode et al., 2002) et
qgui sont utilisés comme divers médicaments (Charoensopharat et al., 2010). Les
actinomycetes marins sont connus pour produire différents types d'antibiotiques a savoir : des
peptides ou des glycopeptides (Kimura et al., 1997),des angucyclinones (Sun et al., 2007),
des tétracyclines (Hatsu et al., 1992), des phénazines (Maskey et al., 2003), des macrolides
(Tanaka et al., 1998), des anthraquinones (Takahashi et al., 1988), des polyenes (Lemriss
et al., 2003), des anthracyclines (Maeda et al., 1995), des bétalactamines (Aoki et al., 1976),
des piercidines (Hayakawa et al., 2007), des octaketides (Radzom et al., 2006), des
benzoxazol ophenanthridines (Doull et al., 1994), des heptadecaglycosides (Singh et al.,
2000) et des lactones (Imai et al., 1987). Selon I’ effet exercé, on distigue :

6-1-1-L es substances antibactériennes

La diminution de I'efficacité des antibiotiques et |I'augmentation de la résistance des
agents pathogénes ont imposé la nécessité de trouver de nouvelles aternatives (Ravikumar

et al., 2010b). Pour remédier a ce probléme, le développement de nouveaux médicaments
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éfficaces sans effets secondaires est urgent. Les actinomycétes marins sont ainsi  largement
étudiés pour leurs activités antibactériennes. La Caboxamycine est un nouvel antibiotique
(benzoxazole) détecté par criblage HPLC- DAD dans des extraits de Streptomyces sp. NTK
937, une souche qui a été isolée a partir des sediments du bassin des iles Canaries. La
Caboxamycine a montré une activité inhibitrice contre des bactéries Gram-positives et contre

plusieus lignées de cellules tumurales (Hohmann et al., 2009a).

6-1-2-L es substances antifongiques

Beaucoup d’ antibiotiques ont été isolés a partir de ces microorganismes, cependant, les
études sont toujours en cours pour larecherche de nouveaux antibiotiques efficaces contre les
champignons pathogenes (Atlas et Bartha, 1986). Les actinobactéries marines sont une
source importante de substances antifongiques contre les champignons (Okami et Hotta,
1988). La souche marine Streptomyces sp. DA11 isolée du sud de la Chine, est une souche
associée a une éponge Craniella australiensis, qui produit une chitinase ayant montré une
activité antifongique contre Aspergillus niger et Candida albicans (Han et al., 2009).
Le N (2-hydroxy-phényl) -2-phenazinamine (PSN) est un nouvel antibiotique isolé de
Nocardia dassonvillei, qui possede une activité antifongique significative contre C. albicans,
(Gaoet al., 2012).
6-1-3-L es substances anticanceér euses

Le cancer reste I'une des maladies humaine les plus graves. Beaucoup de substances
antitumorales incluses dans les médicaments sont produites par des actinobacteries marines
(Ravikumar et al., 2012a). Des extraits pures de la souche marine Salinispora tropica ont
montré des effets inhibiteurs de cellules malignes (Prudhomme et al., 2008) en particulier,
le salinosporamide A (Jensen et al., 2007). L’ accent est mis sur les actinomycetes marins
rares pour leur capacité a produire des métabolites secondaires biologiquement actifs parmi
eux les substances antitumurales (Mayer et al.,2007; Williams, 2009). Un grand nombre de
polyketide de type I, composés, ayant une activité antitumurale ont été isolés a partir des
actinomycétes marins.
6-1-4-L es substances cytotoxiques

Laresistoflavine est un composé cytotoxique, extrait a partir de Streptomyces chibaensis

AUBNZ1 / 7. Celui-ci a montré une activité cytotoxique contre un adenocarcinome gastrique
humain HMO2 et de lignées cellulaires d’un carcinome hépatique HepG2 (Gorajana et al.,
2007).
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6-1-5-L es substances anti-inflammatoires

Les maladies inflammatoires sont la premiére cause de déces dans les pays tropicaux.
Le taux de mortalité par ces maladies est aussi en augmentation dans les pays dével oppés
(Pinner et al.,1996). Jones et al. (2008) ont rapporté I'émergence de 335 maladies
infectieuses entre 1940 et 2004. Ces tendances négatives sur la santé appelle a accorder plus
dintérét a la prévention et au développement de stratégies efficaces de traitement de ces
maladies. La Cyclomarine A est un antibiotique cyclique isolé de Sreptomyces sp. qui
possede une activité anti-inflammatoire a la fois dans des essais in- vivo et in-vitro (Renner
et al., 1999).

6-1-6-L es substances antiparasitaires

Les substances anti-parasitaires sont une classe de médicaments indiqués pour le
traitement des maladies parasitaires causées en particulier par L. major et T. brucel qui
causent la leishmaniose et la maladie du sommeil africaine, respectivement. Un taux de
mortalité alarmant causés par ces parasites et I’émergence de la résistance aux antibiotiques
souligne la nécessité pour des médi caments nouveaux et efficaces.

Pimentel-Elardo et al. (2010) ont isolé Sreptomyces sp. a partir d'éponges méditerranéennes.
Trois composés cycliques; valinomycine depsipeptidique, staurosporine alcaloide
indolocarbazole et buténolide ont été extraits et purifiés a partir de cette souche.Ces derniers

présentent des activités anti-parasitaires contre ces deux parasites.

La maaria est causée par des parasites protozoaires intra-érythrocytaires du genre
Plasmodium. Il est responsable de plus de 300 million de cas cliniques et plus de 2 millions de
déceés par an. Plasmodium falciparum qui cause la maladie la plus mortelle, est de plus en
plus résistant presgue a tous les médicaments disponibles dans |a lutte anti-malaria (Reynolds
et al., 2007).

Les trioxacarcines sont des composés complexes présentant une activité anti-paludique,
antitumorale et antibactérienne. Les trioxacarcin A, B et C ont é&é obtenus a partir de
Sreptomyces ochraceus et Streptomyces bottropensis (Maskey et al., 2004). Certains de ces
Ccomposes possedent une activité antiplasmodiale extrémement élevée, par comparaison a

celle obtenue par I'artémisinine, qui est la molécule la plus active contre P. falciparum.
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6-1-7-L es substances antivirales

Actuellement, il semble qu'il n'y a eu que peu de composés ayant une activité antivirale
qui sont derivé des actinomycetes marins. Le Ben-zastatin C, un alkaloide 3-chloro-
tetrahydroquinolone obtenu de Streptomyces nitrosporeus, a montré une activité antivirale
contre le virus herpés simplex (HSV-1), et contre le virus de |la stomatite vésiculaire (VSV),
respectivement (Lee et al., 2007).

6-2-L es substances antioxidantes

Une substance antioxydante est toute substance qui retarde ou qui empéche la
détérioration, le dommage ou la destruction par oxydation (Dekkers et al., 1996). 1l sagit de
plusieurs substances organiques, y compris les vitamines C et E, A et le sélénium , un groupe
de composés connu sous le nom de caroténoides (Dekkers et al.,1996 ; Kaczmarski et al.,
1999). Les Dermacozines AG sont de nouveaux pigments de type phenazines reduites ou
oxydées de Dermacoccus isolé de sediments de (10898 m de profondeur) de la Mariana
Trench (Pathom-Aree et al., 2006). La Dermacozine G dispose d’une activité cytotoxique
modérée contre des lignées cellulaires K562 responsable de la leucémie et ce comme piégeur
de radicaux de ces cellules (Abdel-M ageed et al., 2010) .

6-3-L es enzymes

Les actinobactéries marines ont un large éventail d'activités enzymatiques et sont capables
de catalyser diverses réactions biochimiques (Das et al., 2006). Différentes enzymes
commerciales ont été obtenues a partir de ces bacteries a savoir :
6-3-1-L esamylases

Les enzymes amylolytiques sont actuellement étudiées pour améliorer les processus
industriels de dégradation de I'amidon.Chakraborty et al. (2012) ont isolé une souche de
Streptomyces (souche A3) d’un environnement marin productrice d’ une 'alpha-amylase stable
ion calcium- indépendante et qui est en méme temps un agent tensioactif qui a des
applications éendues comme détergent et en industrie pharmaceutique.
6-3-2-L es protéases

Plusieurs études ont éte faites sur les enzymes protéol ytiques d'actinomycetes mésophiles
(Boeckle et al., 1995). Ramesh et al. (2009) ont isolé des actinobactéries de sediments
marins qui produisent des caséinases, des gélatinases et des protéases.
6-3-3-Les cellulases

Les enzymes neécessaires pour I'hydrolyse de la celulose comprennent les

endoglucanases, exoglucanases et beta -glucosidases (Matsui et al.,, 2000). Les
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endoglucanases hydrolysent la cellulose de maniere aléatoire et produisent aors des
oligosacaccharides, le cellobiose et e glucose, aors que les exoglucanases hydrolysent des
liaisons -1,4-D-glucosidiques dans la cdllulose libérant du cellobiose a partir de I'extrémité
non réductrice. Murugan et al. (2007) ont isolé 35 souches marines d’ actinomycetes et ont
été étudiées pour leur activité cellulasique.
6-3-4-L es chitinases
Les chitinases sont produites par de nombreux organismes, tels que les virus et les
bactéries (Gooday, 1990).Elles hydrolysent les liaisons 1,4 en chitine, ce qui donne
esentiellemnt du N, N-diacétylchitobiose, qui est ensuite dégradé par les N-
acétylglucosaminidases en monoméres GICNAc (Tsujibo et al.,, 2003). En outre, les
chitinases ont un potentiel antifongique a travers leur activité de dégradation de la chitine
(Mathivanan et al., 1998). Parmi les actinobactéries, le genre Streptomyces est le mieux
étudié pour ses chitinases (Miyashita et al., 1991).
6-3-5-les xylanases
Le xylane, est le composant dominant de I'hémicellulose, est I'une des substances
organiques les plus abondantes sur terre. Il a une grande application dans I'industrie des pétes
a papiers (Chen et al., 1997). Le bois utilise pour la fabrication de la péte est traité a
température élevée et a pH basique, ce qui impligue que les procédures enzymatiques
nécessitent des protéines présentant une haute stabilité thermique et une activité dans un large
intervalle de pH (Georis et al., 2009). Le traitement avec les xylanases a des températures
élevées perturbe la structure de la paroi cellulaire. Ceci, par consequent, facilite I'élimination
de la lignine au cours des différentes étapes de blanchiment. Les xylanases pour un tel but
doivent manquer d’ activité cellulytique pour éviter I'hydrolyse des fibres de cellulose, avoir
une faible masse moléculaire pour faciliter leur diffusion dans la péte des fibres, et le plus
important, des rendements élevés de I'enzyme doivent étre obtenus a un codt tres faible
(Niehauset al., 1999).
6-4-L esinhibiteurs enzymatiques
Les actinobactéries marines sont une source potentielle de production d'inhibiteurs
d'enzymes (Imada et al., 2005), tel que, la glucosidase, la Nacetyl- 3-D-glucosaminidase,
la pyroglutamyl peptidase, I'alpha-amylase. Raja et al. (2010) ont isolé 17 souches
d’ actinobactéries a partir des sédiments marins de la rhizosphére des mangroves et ont signalé
leur production d’inhibiteur de |'amylase.
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6-5-L es probiotiques

Quoi qui'ils sont la source de plusieurs nouveaux antibiotiques, les espéces de
Streptomyces marines ont regu moins d'attention comme probiotiques dans |'aguaculture. Y ou
et al.(2005) ont décrit le potentiel de Streptomyces contre le pathogéne des crevettes Vibrio
spp.et ont recommandé que les souches Streptomyces marines ont un potentiel probiotique
en raison de leur capacité a dégrader |es macromolécules comme I'amidon et des protéines en
culture d’eau de I'étang, pour produire des agents antimicrobiens et a former des spores qui
resistent a la chaleur et dessiccation. Das et al.(2006) ont rapporté une étude préliminaire sur
I'utilisation de Streptomyces incorporé dans |I’aliment en tant que source probiotique pour la
croissance des crevettes.You et al.(2007) ont rapporté I'activité de Streptomyces marins
comme microorganismes potentiels contre la formation des biofilms produits par Vibrio spp.
Il est a noter que malgreé I'existence de tous les éléments importants d'une bonne probiont, les
actinobactéries sont a peine utilisé comme probiotiques dans I'aquaculture (Das et al., 2008,
2010; Suguna, 2012).
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|- Matériel et méthodes
1- Isolement et sélection de souches d’ actinomycetes productrices de substances
bioactives
1-1- Origine et préléevement des échantillons

L’isolement des souches d’ actinomycétes marines a été réalisé a partir d’ échantillons
de sédiments marins prélevés durant les mois de Mai, Juin et Juillet 2013 de quatre sites
du littoral de la cote Ouest de la wilaya de Bejaia. Cette opération s'est faite avec la
contribution des plongeurs de la protection civile. Il s'agit des plages de Tazeboujth a
des profondeurs de 50cm, 5m, et 10m, de Saket a des profondeurs de 50cm et 8m, de Cap
Sigli ades profondeursde 7m et 10m et du port de péche Talayelef aune profondeur de
6m (tableau V).

La méthode de prélévement consiste a racler des sédiments marins avec une spatule
stérile a partir de chacune des profondeurs citées et les mettre dans des récipients
(préalablement stérilisés et codés), ceux-ci ils sont refermésin situ.

Les échantillons prélevés ont été transportés au laboratoire LMA en une durée
n’ excédant pas 4 heures. Ces derniers ont été utilisés pour |’ isolement des actinomycétes
selon différentes méthodes.

Tableau V : Caractéristiques physicochimiques des sédiments marins prél evés.

les parametres
Sitede prélévement | N°d’échantillon | Profondeur (m) T (°C) pH Richesse apparente Date de
en matiere organique (*) | prélévement

1 0,50 20 8,00 ++++ 10 mai 2013
Tazebouijth 2 05 20 8,00 ++++

3 10 20 7,98 ++++

4 0,50 22 7,35 +++++ 09 juin 2013
Saket 5 8 22 7,58 +++++

6 7 22 7,56 +H+++ 13 juillet 2013
Cap Sigli 7 10 22 7,18 e+
Leport depéche | 8 6 21 7,90 ++ 22juillet 2013
(Thala Y elef)

(*) : Présence de débris végétaux et d’ organismes marins. (+) : appréciation visuelle.
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1-2- Lesméthodes et les milieux de culture utilisés pour I’isolement

Les échantillons de sédiments marins prélevés ont éé traités chacun suivant les
méthodes 1, 2, 3, 4, et 5 retenues selon les recommandations d'Uzel et al. (2012),
tableau XI (annexel) qui a dressé une liste des milieux de culture utilisés avec succes
pour |’ isolement d’ actinomycetes marins.
Laméthode 1 : Technique d’estampillage

Dans ce cas, 10 ml de chacun des sediments humides sont séchés sous une hotte a
flux laminaire ensuite, ils sont |égérement broyés avec un pilon et un mortier. Un
écouvillon stérile qui contient une éponge ronde en fibre de polyester (2 cm de diamétre)
est enfoncé sur I'échantillon séché et estampillé sur la surface de milieu de culture solide.
Cet « étiquetage » est effectué en tapotant doucement le méme écouvillon sur la surface
de la gélose donnant un effet de dilution en série (Fig.4) (Mincer et al., 2002 ; Gontang
et al., 2007) . Les milieux d’isolement utilisés sont M1, M2, et M3 (Amayaly et al.,
2012) , NPS, NRS, SMP (Jensen et al ., 2005a), et le milieu M2 (Mincer et al., 2002).

Laméthode 2 : Dilutions suivies par un traitement thermique modér é
Dans cette méthode, plusieurs dilutions ont éé réalisées, différents milieux
d’isolement ont été utilises et différents traitements thermiques ont été appliqués :

> Approche 1: Selon Amayaly et al.(2012), des dilutions décimales de chacun des
sédiments marins sont réalisées jusqu'a 10°>. Ces dilutions sont incubées a1’ éuve &
55°C pendant 5 min pour favoriser la germination des spores et donc |’ augmentation
du taux de récupération des actinomycetes, puis 0,1 ml de chague dilution sont
inoculés en surface de chacun des milieux M1, M2, et M3 (Gontang et al., 2007).

» Approche?2: Selon Jansen et al .(2005a), chacun des sediments secs est gjouté a de
I’eau de mer stérile (dilutions 1. 3 et 1. 6), chauffé a I’éuve a 55°C pendant 6
minutes, puis des volumes de 50ul et 75 ul sont prélevés successivement de chacune
des dilutions précédentes puis inoculés a la surface des milieux de culture gélosé
suivants : NPSNRS,SMP et étalés avec un réteau étaleur stérile.
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» Approche 3: Selon Mincer et al.(2002) ,1ml de chacun des sediments humides est
gouté a 4 ml deau de mer stérile, chauffés pendant 6 min a 55 ° C a I’ éuve ,
vortexés vigoureusement, et dilués une deuxieme fois aquart ( 1: 4) dans de l'eau de
mer stérile, puis 50ul de chaque dilution sont inoculés par étalement avec un réteau
étaleur sur le milieu disolement M2.

Laméthode 3: Par dilutions sans traitement

On distingue dans ce cas trois approches qui sont :

» Approche 1: 0,5 g de chacun des sédiments sechés a été dilué avec 5 ml d' eau de
mer stérile . La suspension obtenue est vortexee, et laissée pour décanter pendant 10
minutes, puis 50 pl de cette derniere sont inoculés et étalés a la surface des milieux
de culture gélosés : NPS, NRS, SMP (Jensen et al, 2005a).

» Approche 2: Selon Poosarla et al. (2013), I'isolement des actinomycétes est réalisé
par la technique des dilutions et ensemencement sur boites Pétri, en utilisant le milieu
SCA (Starch,Caseine, Agar) (Ellaiah et al., 1996).1 g de chaque sédiment marin est
gjouté a 50 ml d'eau de mer (a 50 %), stérile contenue dans des Erlenmeyers de 250
ml, puis mis sur un agitateur rotatif pendant 30 min pour détacher les chaines de
spores. Les suspensions ainsi obtenues sont mises a décanter pendant 15 min afin de
permettre aux particules en suspension de se sédimenter puis elles sont diluées en
série jusqu'a 6 fois.1 ml de chacune de ces dilutions est gjouté aux 50 ml de milieu en
surfusion (45°C) ; bien mélangé et versé rapidement dans des boites de Pétri.

» Approche 3: Selon Sudha et al. (2012), 1 g de chagque sediment marin est gouté

a 99 ml deau de mer (& 50 %), stérile puis une série de dilutions décimales est

effectuée. 100ul de chague dilution sont ensemencés dans une boite de Pétri contenant

le milieu SCA en surfusion (45°C).

Laméthode 4 : Avec enrichissement

Environ 50 mg de chacun des sédiments humides sont utilisés pour inoculer une
boite Pétri contenant la gélose NaST21Cx, en effet ce mileu est utilisé comme milieu

d enrichissement. Des disques en papier Whatman (N°1) stériles, prédécoupés pour les

adapter ala surface de la boite de Pétri sont placés sur la gélose, et les sédiments sont

dispersés chacun de facon uniforme sur les surfaces des disques de cellulose. Aprés
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incubation, les colonies sélectionnées sont repiquées sur le milieu 1SP2. (Magarvey et
al., 2004).

Laméthode5 : Avec traitement antibiotique (antifongique)

1g de chague sédiment est mélangé avec 10 ml d'eau de mer stérile. Une série de
dilutions décimales sont réalisees puis 100 ul de chaque dilution sont ensemenceés sur une
boite de Pétri contenant chacune le milieu M2. Ce dernier est supplémenté avec 1%
d'extrait de sédiment préparé en broyant 20 g de chague sédiment dans un mortier
contenant 20 mL d'eau de mer stérile; I’homogénat est filtré a travers de la gaze, stérilisé
pendant 15 min a 121°C et centrifugé pour récupérer le surnageant qui sert comme
extrait de sédiment. Dans ce cas les bichromates de potassium (K,Cr,O;) sont goutés au
milieu a une concentration finale de 50ug /ml. Le K,Cr,0; joue le réle d un inhibiteur de

la croissance fongique (Zhang et al., 2006).

1-3- Purification et conservation desisolats

La purification et la conservation des isolats d’ actinomycétes pures (a 4°C) ont été
effectuées sur les mémes milieux de culture utilisés pour |I’isolement.
Remarque:
- Le pH des milieux de culture utilisés pour I’isolement est gusté a 8 afin de pouvoir
isoler des actinomycétes alcalophiles et leurs compositions chimiques sont données en
(annexel).
-Chaque ensemencement est effectué sur 3 boites du milieu d’isolement correspondant.
-Les actinomycétes apparaissent généralement apres 2 a 6 semaines dincubation a28 °C
et sont considérés comme toutes colonies avec une texture dure, aspect sec ou
plié, incrustée dans la gélose et présentant des filaments ramifiés de substrat avec ou
sans mycélium aérien.
- Lesisolats sont codés par référence aux sites d'isolement, ala profondeur, et au nom du

milieu de culture utilisé.
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2-Mise en évidence de I'activité antibiotique, et enzymatique des isolats sur milieu
solide
Parmi les isolats obtenus, seules seront retenues (raison de chronophagie), pour les

tests d'activité, ceux qui ont un temps d'incubation inferieur ou égal a 15 jours (02
semaines).
2-1- Mise en évidence del’activité antibactérienne
2- 1-1-Lesbactériescibles

Les isolats retenus sont testés pour leurs activités antibactériennes vis-a-vis des
bactéries cibles suivantes : (entre parentheses : 1a provenance des souches).

e Bactériesa Gram positif
-Staphylococcus aureus ; ATCC25923 (LMA)
- SARM ; ATCC43300 (I nstitut Pasteur d’Algérie)
-Listeriainnocua ; CLIP 74915 (LMA)
-Bacillus subtilis; ATCC 6633 (SAIDAL Antibiotical d’Alger)

e Bactériesa Gram négatif
-Escherichia coli ; ATCC 25922 (LMA)
-Klebsiella pneumoniae ; ATCC 700603 (I nstitut Pasteur d’Algérie)
-Pseudomonas aeruginosa ; ATCC 27853 (Institut Pasteur d’Algérie)
- Enterococcus feacalis; (CHU Khéelil AMRANE de Bgaia)
-Proteus sp. ; (CHU Khellil AMRANE de Bgaia)

% Lastandardisation desinocula bactériens

Apres leurs revivifications, une culture de 18h dans des tubes de 5ml de bouillon
nutritif incubée a 37°C a éé réalisée pour chacune des bactéries cibles citées
précédemment, ces cultures sont considérées comme des solutions méres. Une série de
dilutions décimal es dénombrées chacune sur trois boites de milieu GN (incubation a
37°C pendant 24h) a été effectuée pour chacune des cultures précédentes. Les valeurs
d absorbances correspondantes aux dilutions ayant le nombre de 10" UFC/ml
(spectrophotometre Shimadzu UV mini. 1240) pour chacune des souches ont été retenus
pour préparer des cultures de 18h qui ont servi pour le test d activité (Billerbeck et al.,
2002).
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2-1-2-Test d’ activité antibactérienne
L’ activité antibactérienne des isolats est évaluée par la méthode des cylindres d’ agar

sur le milieu Muller Hinton selon Bastide et al.( 1986).Ce test consiste a ensemencer les
isolats a tester sur leurs milieux de culture appropriés et incuber a 28°C pendant une a
deux semaines selon les isolats tests. Apres incubation, des cylindres de gélose de 6 mm
de diameétres sont découpés stérilement al’ aide d un emporte piece a partir de ces milieux
et déposés a la surface du milieu Muller Hinton préalablement ensemencé par |a bactérie
cible & raison de 10°UFC/m. Les boites ensemencées sont maintenues & 4°C pendant 2h
avant d étre incubées pour permettre la diffusion des substances actives tout en
empéchant momentanément la croissance des microorganismes cibles. Les zones
d’inhibition sont mesurées apres 24h d’incubation a 37°C al’ aide de pied a coulisse.
2-2-Mise en évidence de I’ activité antifongique

Les isolats retenus sont testés pour leurs activités antifongique vis-avis les
champignons cibles suivantes :
2-2-1-L esgermescibles

e Moisissures
Aspergillus niger ; 939N (ENS-Kouba,Alger)
Aspergillus carbonarius; (A731C) (ENS-Kouba)
Aspergillusfaveus ; (NRRL) (ENS-Kouba,Alger)
Aspergillus ochracius ; (NRRL 3174) (ENS-Kouba,Alger)
Aspergillus parasiticus ; (CB5) (ENS-Kouba,Alger)
Mucor rammanianus ; NRRL 1829(ENS-K ouba,Alger)
Fusarium polyferatum ; (ENS-K ouba,Alger)
Botritiscinerea ; (L aboratoire de Mycologie)
e Levure

-Candida albicans. (CHU Khellil AMRANE,Bgjaia)
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% Lastandardisation desinocula des champignons
Les suspensions sporales des moisissures de 10°/ml dans I’ eau physiologique utilisées
pour le test d activité antifongique ont été préparées suite a leurs dénombrement sur
cellule de Malassez, (Matan et Matan, 2008) tandis que la standardisation pour la

levure est effectuée comme pour les bactéries (Billerbeck et al., 2002).

2-2-2-Test d’activité antifongique
L’ activité antifongique des isolats est évaluée par la méthode des cylindres d’ agar
sur delagélose al’extrait de malt selon Patel et Brown, (1969) pour les moisissures et
sur de la gélose nutritive pour la souche de Candida albicans. Ce test est réalisé de la
méme fagon que pour le test précédent (activité antibactérienne), en utilisant des
suspensions sporales (10”spores/ml) pour les moisissures (Matan et Matan, 2008) et une
suspension chargée de 10°UFC/ml pour la levure (Billerbeck et al., 2002). Les boites
ensemencees ont été incubées aux températures appropriées pour chaque germe cible et
les zones d’inhibition ont été mesurées apres 24h d’incubation pour lalevure et 48h pour
les moisissures al’ aide de pied a coulisse.
2-3- Mise en évidence del’activité enzymatique
Parmi les isolats d actinomycetes marins testés précédemment, un nombre réduit
d’isolats (les plus pertinentes) ont été testés pour leur potentiel enzymatique, il s agit de
celles qui ont montré des activités antibactériennes et antifongiques intéressantes.
2-3-1- L’ activité cellulasique
L’ activité cellulasique des isolats est évaluée par la méthode des cylindres d’ agar
comme €elle a été decrite précédemment, sur milieu de culture contenant du Carboxyl
Methyl Cellulose (CMC) comme seule source de carbone.
La révélation de I’ activité CM Case est réalisée aprés incubation des boites, avec une
solution de rouge Congo a 0,1% (m/v) pendant 20 min suivi de lavage avec une solution de
NaCl a 1M pendant 15 min (Ninranjane et al., 2007). La visuaisation des halos orange

clairs autour des cylindres sur un fond rouge correspond aux zones d’ hydrolyse dela CMC.
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2-3-2- L’ activité xylanasique

L’ activité xylanase des isolats est évaluée par la méthode des cylindres d agar sur
milieu contenant le xylane comme seule source de carbone (Viet, 1991).
Larévélation de I’ activité xylanase est réalisée apres incubation des boites, avec le n-
butanol pendant 20 min suivi de lavage avec une solution de NaCl a 1M pendant 15 min
(Teater et Wood, 1982). La visualisation des halos clairs autour des cylindres sur un fond

marron correspond aux zones d hydrolyse du xylane.

2-3-3- L activité L -asparaginase

L’ activité asparaginase des isolats est évaluée par la méthode des cylindres d’ agar sur
le milieu Czapeck Dox (Gulati et al., 1997). L’ activité asparaginase se traduit par le
virage de la couleur de milieu de culture de marron clair au rose suite al’ alcalinisation de
cedernier.
Remarque:

- Pour tous les tests d'activité effectués précédemment un test témoin ou controle
négatif est réalisé en parallée. Il consiste aincuber dans les mémes conditions une boite
non ensemencée contenant I’ un des milieux utilisés pour le test d activité.

- La composition chimique des milieux de cultures utilisés pour les tests d’ activité est
donnée en annexell.
- Lestests d' activité sont réalisés a 28°C, et sont répétéstroisfois.
3- Mise en évidence de la production des antibiotiques par I'isolat sélectionné sur
milieu liquide
Le melilleur isolat retenu apres les tests qui ont précédé au regard de son potentiel

important de production de métabolites bioactifs fait I’ objet d’ une éude de la cinétique
de production des antibiotiques en utilisant deux germes cibles sensibles Saphylococcus
aureus et Botritis cinerea.

Pour ce faire, des pré-cultures de 5 ml sur milieu SCA liquide (milieu d’isolement) de
cet isolat servent pour ensemencer des cultures de 50 ml du méme milieu contenu dans
des flacons de 250ml. Les flacons sont incubées a 28°C sous agitation a 250 rpm

pendant un mois (Poosar la et al., 2013).
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1ml de chacune des trois meilleures cultures est prélevé quotidiennement et centrifugés
a7000g/20min dans des tubes eppendorffs.

L’ activité antibiotique est déterminée par la méthode des puits (Nouasri, 1996). Pour
cela des aliquotes de 200 pul de chaque surnageant de culture sont prélevés stérilement a
partir des eppendoffs précédents puis sont introduit dans des puits (d’ une épaisseur >
4mm) par ordre de jours de prélevment, sur milieu Muller Hinton et gélose al’ extrait de
Malt préalablement tapissés par une goutte de gélose blanche et ensemencés avec le
germe cible 10’ UFC/ml pour la bactérie et 10’ spores /ml) pour le champignon,
respectivement. Les boites sont mises a 4°C pendant 2 h afin de permettre la diffusion
des substances actives tout en arrétant momentanément |a croissance des germes cibles,
les boites sont par la suite mises a incuber pendant 24 h et 48h a 37°C et 22°C pour la
bactérie et le champignon respectivement. Les diamétres des zones d’inhibition sont
alors mesurés al’ aide de pied a coulisse.

4- Choix du meilleur milieu liquide pour la production des antibiotiques, et de la
croissance d’isolat sélectionné.

Pour déterminer le meilleur milieu de culture menant a une production acceptable
d’ antibiotiques en temps optimal, nous avons comparée la production d’ antibiotiques dans
cing milieux de culture liquides contenant diverses sources de carbone, d azote et de sels
minéraux. L’ expérience a été menée sur les milieux suivants: Milieu synthétique a base
d’amidon (MSA), ISP Il, GYEA, Bennett et SCA (Poosarla et al., 2013).

La composition chimique de ces derniers est donnée en annexe l 11.

Des pré cultures de 5ml d'isolat sélectionné sont préparés a partir des milieux cités
auparavant, ces pré cultures servent a ensemencer 50 ml de mémes milieux dans des
flacons de 280 ml puis sont mises en incubation a 28°C sous agitation de 250 rpm
pendant un mois.

Iml de chacune des trois meilleures cultures de chaque milieu est prélevé
quotidiennement et centrifugés a 7000g/20min dans des tubes eppendorffs préal ablement
tarés.

L’ activité antibiotiqgue est déterminée par la méthode des puits comme décrite

précédemment sur milieu SCA.
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D’ autre part, les culots sont lavés par centrifugation a deux reprises avec de |’ eau distillée
puis les eppendorffs sont traités a 100°C durant 24h al’ éuve et sont ensuite peses pour
déterminer le poids de lamatiere séche aprés soustraction du poids sec de latare.

L’ évolution du pH de milieu est suivie quotidiennement en paralléle avec I’ évolution
de la biomasse durant la culture.
Remarque:
-Un test témoin a été réalisé pour chacune des cultures sur milieux liquides, il S agit
d'incuber dans les mémes conditions un flacon non ensemencé contenant 50ml de
chacun des milieux de culture liquides préparés précédemment.
-LepH initial de toutes les culturesliquides est gjusté a 7 ,98.
5- Etude taxonomique desisolats séectionnés
Ne sont concernés par cette étude que lesisolats d' intérét cités précédemment.

5-1- L’ é&ude mor phologique
e L’éude macromorphologique

Cette étude vise a déterminer laforme et lataille des colonies ; la couleur des mycélia
aériens (MA) et de substrat (MS), la production ainsi que la couleur des pigments solubles
produits. Elle consiste & noter respectivement au 7°™, 14°™ et 21°™ jours d'incubation a
28°C, les caractéristiques culturales des colonies sur différents milieux de culture préconisés
par I' «Internationa Streptomyces Project » (ISP1, 1SP2, ISP3, 1SP4, 1SP5,1SP7,1SP9)
(Shirling et Gottlieb, 1966) et sur le milieu GLM, GYEA, Bennett, Czapeck, GN, MH,
GEM ,0GA, (Athalyeet al., 1981) et SCA (Poosarla et al., 2013) .

e L’éude micromorphologique

Les isolats obtenus sur les différents milieux cités précédemment sont observés a
I”aide d’un microscope optique (Optika-180) a deux grossissements (X40 et X10) apres 7 a
14 jours d’incubation.

Ces observations sont réalisees directement sur les boites de Pétri et ce pour éudier les
mycélia en place sans en atérer les structures. Elles consistent a voir également la
sporulation caractéristique des souches sélectionnées ains que la fragmentation du
mycélium du substrat (Williams et al., 1989).
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5.2. Etude physiologique

e Croissance a différentes concentrations de NaCl

Les colonies d actinomycetes sont ensemencées sur milieu de Bennett gélosé a
différentes concentration en NaCl qui sont 0; 3,5 et 6,5 % (m/v). Les cultures sont
incubées a 28°C et la croissance est suivie par observation des colonies toutes les 24h
(Athalyeet al., 1985).

e Croissance adifférents pH

Ce test est réalise sur milieu Bennett gélosé gjusté a différents pH (5, 7, 8 et 9.5).
Lesisolats sont ensemencés et incubées a 28°C. La croissance est observée et notée apres 7,
14 et 21 jours (Athalyeet al., 1985).

e Température de croissance

Les isolats d actinomyceétes sont ensemenceés sur le milieu de culture Bennett a raison
de trois boites de Pétri, par isolat pour chague température d’incubation. La croissance est
suivie pendant 21 jours d’incubation a0, 28, 30, 37et 45°C (Athalyeet al., 1985).

e Sensibilité aux différents agents chimiques

Ce test consiste a ensemencer les isolats en stries sur le milieu GYEA préconisé par
Athalye et al.(1985) additionné du composant atester, puis aincuber pendant 3 semaines a
28°C.

L es agents chimiques testés sont :
- Crystal violet (0,001%)
-Azide de sodium (0,001% et 0,01%)
- Phénol (0,01% et 0,05%)
- Tellurite de potassium (0,01% et 0,05%).
e Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques est effectuée sur le milieu Muller Hinton (Athalye et
al., 1985). Les isolats testés sont ensemencés en stries a la surface de la gélose. Chague
disque d antibiotique est déposé a laide d’'une pince afin de s assurer de son application.
Puis elles sont incubées pendant 7 a 14 jours a 28°C. Les différents diametres des zones
d’inhibition obtenues autour des disques sont mesurés a |I’aide d’un pied a coulisse. Les

charges d’ antibiotiques testés, leurs abréviations sont données dans le tableau V1.
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Tableau VI : Lesantibiotiquestestés al’ égard des isolats d’ actinomycetes.

Antibiotiques Charge (10) Lafamille
Lincomycine (L) 10 Lincosamides
Erythromycine(E) 15 Macrolides
Vancomycine (VA) 30 Glycopeptides
Oxacycline (OX) 5 Tétracyclines
Pristinomycine (PT) 15 Streptogramines (synergistines)
Acide fusidique (FA) 10 Fusidanines
Tetracycline (TE) 30 Tétracyclines
Ampicilline(Amp) 10 Béta-lactamines
Ciprofloxacing(CIP) 5 Quinolones

5.3. L’ étude biochimique

e Laproduction de pigments méanoides

La mise en évidence de la production de pigments méanoides par les isolats est
réalisée sur milieu gélose IPS7 dont le virage, du milieu, au brun marron est reconnaissable
(Shirling et Gottlieb, 1966).

Les isolats sont ensemencés en spot ou en touches a la surface de la gélose, et incubés
a 28°C. L’'observation est effectuée quotidiennement aprés le troisieme jour pendant un

mois.

e Hydrolysedel’amidon

Ce test est réalisé sur de la gélose nutritive contenant 10% (m/v) de I’amidon soluble
selon la méthode de Marchal et Bourdon, (1987). Apres 14 jours d'incubation a 28°C, la
gélose est recouverte d une solution de Lugol. L’ hydrolyse est ainsi mise en évidence par

|’ absence de coloration autour des colonies. A I'inverse, les zones contenant de I’ amidon se

colorent en brun.
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e Dégradation dela gélatine

Les isolats sont ensemencés sur de la gélose nutritive contenant 0,4% (m/v) de gélatine,
puis incubées 14 jours & 28°C. Les zones ou la gélatine n’ est pas dégradée s opacifient
lorsgu’ une solution de chlorure mercurique a 15% (m/v) est versée sur la gélose. Les zones
claires correspondent aux zones d’ hydrolyse de la gélatine (Williams et Cross, 1971).

e Dégradation delatyrosine

La dégradation de cet acide aminé est réalisée selon la méthode préconisée par Gordon
et al. (1974). 0,4 g de tyrosine est solubilisé dans 10 ml d'eau distillée puis stérilise a
I"autoclave (120°C/20 min). La suspension est ensuite complétée a 100 ml de gélose
nutritive, refroidi a 45°C et distribuée dans des boites de Pétri stériles. Les boites
ensemencées sont incubées & 28°C, la lecture est effectuée aprés le 7°™, 14°™ et 21°™ jour,
et se traduit par I’ apparition de zones claires, synonymes de dégradation de latyrosine.

e Dégradation dela caséine delait

L’ hydrolyse de la caséine est étudiée selon la méthode de Gordon et al. (1974). 10g
de lait en poudre écrémé sont dissous dans 100 ml d’eau distillée (pH 7, 5), puis stérilisés a
I"autoclave. 100ml d'eau distillée (pH 7, 5) contenant 3,69 d agar sont paralléement
autoclaves.

Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis coulées dans des boites de
Pétri stériles. Les souches testées sont ensemencees en touches ou en stries a la surface de la
gélose et incubées a 28°C pendant 7 a 14 jours. L’ apparition d une auréole claire autour des
colonies témoigne de la dégradation de la caséne.

e Dégradation du tween 80

Les isolats d actinomycetes sont ensemencés en spots sur milieu contenant du tween
80. Lalecture est effectuée aprés 7°™, 14°™ et 21°™ jours d' incubation & 28°C.
L’ apparition d’ une auréole opague autour des colonies est synonyme de dégradation du

tween 80 par ces dernieres (Sierra, 1957).
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e Utilisation des composeés glucidiques comme seule sour ce de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de I’ actinomycete en présence de composes
glucidiques en utilisant le milieu ISP 9 préconisé par Pridham et Gottlieb (1948).

Les glucides testés comme seule source de carbone sont les suivants : sucrose, L arabinose,
D mannitol, D*xylose, D glucose, lactose, D* galactose, D*saccharose, fructose, et D
sorbitol.

Apres ensemencement, et une incubation de 3 semaines a 28°C, la croissance est
estimée sur les boites contenant les différentes sources de carbone par rapport a celles
obtenues sur 1SP9 sans source de carbone (témoin négatif) et sur 1ISPO contenant e glucose
(témoin positif).

e Utilisation des acides aminés comme seule sour ce de carbone
Cetest vise a apprécier la croissance de |’ actinomycéte en présence des acides aminés
en utilisant le milieu ISP 9 préconisé par Pridham et Gottlieb (1948). Les acides aminés
testés comme seule source de carbone sont les suivants : cystéine, L-asparagine, tyrosine, L-
lysine, L-arginine, glycine et L-leucine, L-proline, L-tryptophane, et L-methionine.

Apres ensemencement et une incubation de 3 semaines a 28°C, la croissance est
estimée sur les boites contenant les différentes sources de carbone par rapport a celle
obtenue sur | SP9 sans source de carbone (témoin négatif).

e Utilisation des sels de sodium comme seule sour ce de carbone

Les isolats d’ actinomycétes sont ensemencés sur milieu contenant des sels de sodium
comme seule source de carbone. Les sels de sodium testés sont les suivants : acétate de
sodium, citrate de sodium, oxalate de sodium, tartrate de sodium et potassium, et propionate
de sodium. La dégradation de ces sels est notée positivement apres virage de I'indicateur
coloré (rouge de phénol) du jaune au rouge-rose (Gordon et al., 1974).

e Production de nitrateréductase
Le test de nitrate réductase est effectué sur bouillon nitraté (Marchal et Bourdon,
1987). La réduction des nitrates est constatée par la mise en évidence des nitrites formés a
I’aide de deux réactifsNR1 et NR2. Aprés7 a10 jours d’incubation, le test positif se
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manifeste par |'apparition d’un halo de couleur rouge. En I'absence de cette coloration,
guelques milligrammes de poudre de zinc sont alors goutés s'il ya:
- Apparition de la couleur rouge : les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la souche.
- Absence de coloration : les nitrates sont réduits au-dela du stade des nitrites.

e Recherchedelacatalase

Cetest est réalisé selon la méthode sur lame. La colonie est dissociée dans une goutte

de peroxyde d hydrogene 30% (v/v), sur une lame d observation microscopique. La
présence d'une catalase se caractérise par la formation immeédiate de bulles d’ oxygene tel
gue rapporté par Kitouni (2005).

Remarque: la composition chimique des milieux de culture utilisés pour I’étude chimio

taxonomique est donnée en annexel V.
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Il -Résultats et discussion

Dans ce qui suit, seront abordés les résultats et les discussions des cing parties de ce
travail, relatifs a I’isolement des souches d’ actinomycétales marines, la mise en évidence de
leurs activité antibiotique et enzymatique sur milieu solide, la mise en évidence de la
production des antibiotiques par I'isolat sélectionné sur milieu liquide suivi par choix de
meilleur milieu liquide pour la production des antibiotiques, et de la croissance de cet isolat et
en fin une caractérisation taxonomique des isolats sélectionnés.
1-Isolement et sélection de souches d’ actinomycétes productrices d’ antimicrobiens
1-1- Origine et préléevement des échantillons

Suite aux différents traitements appliqués a ces échantillons par les 5 méthodes décrites
nous avons pu isoler et purifier 45 isolats d actinomycetes marins présentant des
morphol ogies variables mais caractéristiques des actinomyceétes (tableau XI1, annexe V).

La figure 7 qui suit représente le nombre d’isolats d’ actinomycetes obtenus selon les

sites d’ échantillonnage.

0%

B Tazeboujth
M Cap siglé
Port de péche

| Saket

Fig.7: Répartition du nombre d’isolats d actinomyceétes selon le site d’ échantillonnage.
Lamajorité desisolats d' actinomycétes marines (55%) proviennent des sédiments de la
plage de Tazeboujth, qui est peut étre un site ou les conditions favorables sont réunies pour
I'installation de la microflore des actinomycétes tel que la richesse en matiere organique
(Fig.7). Ceci est corroboré par plusieurs travaux qui affirment que le nombre des
actinomycétes est en corrélation positive avec le pourcentage de la matiére organique
(Hayakawa et al., 1988 ; George et al., 2010).
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I-2- Les méthodes et les milieux de culture utilisés pour I’isolement
Les échantillons de sédiments marins prélevés ont été traités chacun suivant les méthodes

1, 2, 3, 4, ou 5 retenues selon les recommandations d'Uzel et al.(2012) (tableau XI,
annexe 1) qui ont dressé une liste des milieux de culture utilisés avec succes pour |’ isolement
d’ actinomycetes marins.
mSCA (Poosarla et d.,2013)
mM2 (Mincer et al.,2002)
= SCA (Sudhaet al., 2012)
m NaST21Cx (Magarvey et a.,2004)
m M2 (Zhang et al., 2002)
= NRS (Jansen et a.,2005)

M1 (Gontang et & .,2007)

M2 (Gontang et & .,2007)

M3 (Gontang et a., 2007)

NPS (Jansen et al.,2005)

SMP (Jansen et al.,2005)

Fig.8: Répartition du nombre d’isolats d'actinomycetes selon le milieu de culture utilisé (avec
Ou sans traitement).

Les colonies d actinomycetes apparai ssent apres 15 a 30 jours d’incubation, sur certains
milieux d’isolement utilisés. Ces colonies sont reconnaissables par leur aspect macroscopique
(colonies dures, incrustées dans la gélose) et microscopique (aspects filamenteux ramifiés
avec des tailles différentes (petite, moyenne, grande) de forme variable (lisse, bombée,
aplatie...etc.) possédant un mycélium vegétatif surmonté d’ un mycélium aérien de couleurs
différentes (grise, blanche, marron...etc), parfois le mycélium aérien est absent.

Selon lafigure 8 ci-dessus, le milieu caséine amidon agar (SCA) semble étre le meilleur
milieu d'isolement des actinomycétes dans notre cas. En effet, 53 % d' isolats (soit 24 isolats)
ont été obtenus sur ce milieu ; 33% (15 isolats) ont été obtenus sur SCA (Poosarla et al.,
2013) et 20% (9 isolats) sur SCA (Sudha et al., 2012) alors que 27 % (12 isolats) ont été
isolés sur M2 (Mincer et al.,2002), 11% (5 isolats) ont été isolés a partir du quatrieme milieu
NaST21Cx (Magarvey et al.,2004), 2 isolats (5%) sur M2 (Zhang et al., 2002), et 2 sur
NRS (Jensen et al.,2005a) et aucun isolat n’ est obtenu sur les autres milieux .

Cette différence s expliquerait par la présence, dans le milieu SCA, d’amidon et de

caséine, qui stimulent la croissance des actinomycetes préférentiellement aux autres bactéries
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(Boughachiche et al ., 2005). Plusieurs travaux ont confirmé que ce milieu est efficace pour
I’isolement sélectif des actinomycétes a partir d’ écosystemes variés.

Dans le cas de I'environnement marin, Kumar et Kannabiran (2010) ont utilisé
différents milieux pour l'isolement des actinomycétes a partir des sédiments collectés de la
baie du Bengale en Inde et parmi eux la gélose al'amidon et ala caséine S est avérée étre
trés efficace pour I'isolement d’ actinomycétes marins par rapport aux autres médias, a savoir
la gélose au nitrate et a I'amidon, et le milieu glycérol asparagine agar, en effet ,environ 23
actinomycetes ont été isolés; 13 en utilisant SCA, et 10 en utilisant le glycérol asparagine
agar.

Les milieux a faible concentration en nutriments organiques, tels que NPS e NRS
retardent la croissance des bactéries non filamenteuses (a croissance rapide) pendant une
période suffisante a I’apparition des colonies d'actinomycetes. (Crawford et al., 1993),

néanmoins dans notre cas, nous N’ avons pu obtenir que deux isolats sur NRS.

0%

m Estampillage

m Des dilutions suivies par un
traitement thermique

Des dilutions sans traitement
thermique

m Avec enrichissement

53% = Avec addition d’ antifongique
(K2Cr207)

Fig.9: Répartition du nombre disolats d actinomycetes selon la méthode
d’isolement.

Des procédures différentes de prétraitement et d utilisation de milieux d'isolement
sdlectifs sont recommandées pour I’isolement de nouveaux actinomycetes. Il n’existe pas de
technique universelle d'isolement mais il faut toujours varier les méthodes et les milieux dans
un méme screening, afin de réussir I'isolement de la flore actinomycétale qui compose
I’ échantillon étudié (Boudemagh, 2005). C’est la raison pour laquelle nous avons utilisé cing
méthodes d’isolement afin d’ augmenter la chance d obtenir des actinomycetes marins (Valli
et al ., 2012).
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+ Desdilutions sanstraitement thermique
Ains gue le montre la figure 9, nous constatons qu’ avec la technique des dilutions sans
traitements thermiques, nous avons obtenu le plus grand nombre d’isolats soit 53%.
+ Desdilutionssuiviespar un traitement thermique
Le prétraitement d'échantillons d'habitats naturels par séchage et le chauffage stimule
I'isolement des actinomycétes rares selon Kim et al. (1995). Dans notre cas, hous avons
obtenu 31% d'isolats (14 isolats) suite au traitement thermique modéré a 55°C pendant 5 a
6min (Amayaly et al.,2012). Selon Mincer et al. (2002) une abondance en actinomycetes a
été constatée dans des échantillons de sediments marins prélevés a des profondeurs de 0 a 30
m suite au méme traitement thermique utilisé dans notre étude.
s Techniqued’ estampillage
Avec cette technique nous N’ avons pas isol € des actinomycétes marins. Contrairement a
Jose et Jebakumar, (2013), le traitement de I'échantillon des sédiments par cette méthode a
permit d'isoler 68% des souches d'actinomycetes, elle s'est avérée ére une méhode trés
efficace pour cultiver les actinomycetes et le résultat est en accord avec celui rapporté par
Gontang et al.(2007).
¢+ Avec enrichissement
Cette procédure d'enrichissement sélectif abouti a l'isolement d'un grand nombre de
nouvelles actinobactéries. Les souches isolées développent des anneaux concentriques qui
S étendent vers I'extérieur de la matiére de sediments. Cette technique nous a permit d’isoler
11% d'isolats d actinomycetes (5isolats) tandis que Magarvey et al. (2004) ont isolé 100
souches a partir de 192 échantillons de sédiments marins.
s Avectraitement antifongique
Pour maximiser l'isolement des actinobactéries, Zhang et al.(2008) ont utilise 12
différents milieux de culture. Tous les milieux ont éé complétés avec une concentration
finde de 50g /ml de bichromate de potassium (K.Cr,O7) qui inhibe la croissance des
champignons (Webster et al., 2001). Ce traitement leur a permit d’'isoler environ 106 souches
d’ actinomyceétes, dans notre cas deux isolats uniquement (5%) ont été isolés.
Remarque: Le nombre d'isolats d’ actinomycétes isolés selon le site d échantillonnage, le
milieu d’isolement, et |la méthode d’isolement utilisée sont présentés dans les (annexe V1).
N.B.: Parmi les isolats obtenus, 18 isolats seulement sont retenus pour les tests d activité
ultérieurs, il s'agit de ceux qui ont une durée d’incubation inferieure a 15 jours (annexe V).
Les résultats des tests d’ activités antibiotique et enzymatique sur milieu solide de ces isolats

sélectionnés sont décrits dans ce qui suit :
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2. Mise en évidence del’activité antibiotique et enzymatique sur milieu solide
2. 1. Miseen évidence del’activité antibactérienne

Nous avons testé |’ activité antimicrobienne des isolats d’ actinomyceétes par la technique
des cylindres d'agar, afin de sdlectionner les isolats les plus producteurs de substance(s)
antimicrobienne(s). La bioactivité des isolats étaient dissemblables entre des souches
bactériennes Gram positives et Gram négatives. Les résultats obtenus sont donnés sous forme
de tableaux ; tableaux XVI (annexe VII) et tableau XVII (annexe VIII) et de figures

présentées ci-dessous :

2.1.1. Mise en évidence de I’activité antibactérienne des isolats d’ actinomycetes test vis-
a-vis des bactéries pathogenes a Gram positif
> Activité antibactérienne d’isolats d’actinomycétes contre Staphylococcus
aureus
Les staphylocoques sont parmi les agents pathogénes les plus couramment rencontrés
dans la pratique clinique. S. aureus est une cause maeure dinfections nosocomiales,
d’intoxication alimentaire, d' ostéomyélite, d'endocardite, de syndrome de choc toxique, et
d’un large éventail d'autrestroubles (Rubin et al., 1999). Il ya eu une augmentation alarmante
des infections nosocomiales par des souches de staphylocoques résistants a plusieurs
antibiotiques (Hiramatsu et al., 1997), cette situation a conduit ala réévauation des agents
pathogeénes staphylococciques potentiellement résistants a tout antibiotique (Rubin et al.,
1999). De ce fait la nécessité de la recherche de nouvelles molécules pour lutter contre ce
germe est devenue urgente.

Dans notre étude, 6 isolats d’ actinomycetes parmi 1esl8 testés (soit 33 %) se sont avérés
producteurs de substances anti Saureus particulierement |'isolat S5T2H1 qui possede
I’activité la plus importante avec un diametre de zone d'inhibition de 35mm. Le méme
résultat a été rapporteé par Kokare et al.(2004) et Sirisha et al.(2013).
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Fig.10 : Activité antibactérienne des isolats d’ actinomycétes contre Saphylococcus aureus.
> Activité antibactérienne desisolats d’ actinomycetes contre SARM

Saphylococcus aureus résistant ala méthicilline (SARM) est devenu une cause commune
d'infections en particulier dans I'environnement hospitalier, en raison de sa résistance aux
antibiotiques au cours dinfections systémiques. En outre, des études ont montré une
augmentation significative de la résistance a la méthicilline dans les isolats cliniques de S
aureus dans les pays européens, jusqu'a 20 pour cent. Ainsi, |'augmentation de la résistance
aux antibiotiques exige de découvrir de nouveaux agents efficaces contre le SARM. Les
Actinomycetes de sol ont longtemps été considérés comme source pour les antibiotiques
actifs contre cet agent pathogene résistant aux antibiotiques. Les Streptomycetes marins, sont
mal connus et seulement quel ques rapports sont disponibles concernant les actinomycétes de
mangroves et marais.

Dans notre étude, six (06) isolats (soit 33 %) se sont avérés actifs vis avis de ce germe
(Fig.11). La plus grande zone d'inhibition a été relevée avec I'isolat S5T2H1 (30 mm).
Récemment, une éude entreprise par Kannan (2014) visant I'utilisation du poisson- zebre
comme un modéle embryonnaire pour éudier et évaluer e nouveau composé produit par une
souche de Streptomyces marine S. rubrolavendulae ICN3 a montré des propriétés

antagonistes |’ égard de al'isolat clinique SARM avec une zone d'inhibition de 21 mm.
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Fig .11 : Activité antibactérienne des isolats d’ actinomycétes contre SARM.

» Activité antibactérienne desisolats d’ actinomyceétes contre Listeria innocua

La seule espece de Listeria qui soit pathogéene pour I’'Homme est L. monocytogenes,
qui cause lalistériose. Elle peut traverser la barriére intestinale et la barriére placentaire,
pouvant alors provoquer des infections éventuellement mortelles du feetus, du nouveau-

né, ou des accouchements prématurés

Dans cette éude la souche de L.innocua a été utilisée pour le test d activité vue sa forte
ressemblance avec |a souche pathogene L. monocytogenes.

Cing (05) isolats soit (27%) se sont averés actifs vis avis de cette souche (Fig.12), parmi
eux |’isolat S5T2H1 montre une zone d' inhibition maximale de 28mm.

Peu d' études sont rapportées sur I’ activité anti-Listeria par les souches d’ actinomycetes

marines et parmi ces dernieres on peut citer celle de Kennedy (2008).
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Fig.12 : Activité antibactérienne des isolats d’ actinomyceétes contre Listeria.innocua.
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» Activité antibactérienne desisolats actinomycétes contr e Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis est une bactérie commensale a Gram positif, habitant le tube
digestif des humains et d'autres mammiferes. Comme d'autres especes du genre Enterococcus,
E. faecalis peut causer des infections mortelles chez I'Homme et |e singe, particulierement
dans|’ environnement hospitalier : le haut niveau de résistance naturelle aux antibiotiques de
la bactérie contribue a sa pathogénicité et au risque nosocomial. Elle peut aussi déclencher des

inflammations chroniques de I'intestin.

L es résultats obtenus montrent que 6 isolats d’ actinomycétes marins parmi les 18 testés
soit (33%) montrent une activité anti- E.faecalis. Cette activité a été retrouvée par Rajan et
Kannabiran (2013) qui ont isolé des actinomycetes marins avec une zone d’inhibition de

25mm.
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Fig.13: Activité antibactérienne des isolats d’ actinomycétes contre Enterococcus
faecalis

» Activité antibactérienne desisolats d’actinomycétes contre Bacillus subtilis.

La souche B.subtilis est un germe connu pour sa sensibilité lors des tests
d antibiogramme, ici 07 isolats sur les 18 testés (soit 38%) ont montré une activité contre ce
germe, avec des zones d'inhibition de 28mm, 26mm et 22mm  respectivement pour S5T2H1,
S29T3J31 et SIT2Kmr (Fig.14). Dans |'éude réalisée par Valli et al.( 2012), des espéces de

Sreptomyces marines ont montré une bonne activité antimicrobienne contre B. subtilis .
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Fig.14 : Activité antibactérienne des isolats d’ actinomycetes contre Bacillus subtilis.

2.1.2. Mise en évidence de I’ activité antibactérienne des isolats d’ actinomycetes test

vis-a-vis de bactéries pathogénes a Gram négatif.

Dans le cas des bactéries a Gram négatif, |’ activité antibactérienne a été enregistrée contre
E.coli et P.aeruoginosa et aucun des 18 isolats d'actinomycétes testés n'est actif contre

Proteus sp .et K. pneumoniae.

> Activité antibactérienne desisolats d’ actinomyceétes contre Escherichia coli

Escherichia coli, est une bactérie intestinale des mammiféres, tres commune chez I'ére
humain. En effet, elle compose environ 80 % de laflore intestinale aérobie. C'est un coliforme
féca générdement commensal. Cependant, certaines souches d’'E. coli peuvent étre

pathogeénes, entrainant alors des gastro-entérites, infections urinaires, méningites... etc.

La souche a Gram négatif E.coli ATCC 25922 était insensible aux substances produites
par les souches actives vis-avis des Gram positifs a savoir : le SARM, Saureus, L.innocua et
B.subtilis probablement en raison de son caractere multi résistant. On constate que c est
I"isolat SIPKmr qui donne une zone d’inhibition de 32 mm, a coté de celles plus importantes
de S57T3J31 et S37T3J31 avec des valeurs respectives de 42 et 40mm. Soit seulement 16%
disolats actifs. Il serait intéressant de connaitre le mécanisme d action des molécules
produites par ces isolats. Ces résultats sont sensiblement les mémes que ceux rapportes par
Kumar (2011).
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Figl5 : Activité antibactérienne des isolats d’ actinomycétes contre Escherichia coli.

> Activité antibactérienne d’isolats d’actinomycetes contre Pseudomonas
aeroginosa
P.aeruginosa est un agent pathogéne important associé a des infections nosocomiales
graves telles que la pneumonie et la septicémie. Il est également associé a plusieurs
meécanismes de résistance a divers agents antimicrobiens. Le traitement des infections dues au
Pseudomonas présente souvent un défi pour les cliniciens et la thérapie de combinaison est
couramment utilisée pour prévenir I’ apparition de larésistance (Tam et al., 2005).

d’inhibition alant de 20 228 mm , cette derniére valeur obtenue avec S29T3J31 qui semble
plutdt actif vis avis des souches a Gram négatif .

Selon Kokare et al.( 2004), au cours de la recherche de nouveaux métabolites
secondaires, les souches marines d’ actinomycetes isolés ont montré également une activité

significative contre |’ espéce a Gram négatif P. aeruginosa .
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Fig.16: Activité antibactérienne des isolats d’ actinomycétes contre Pseudomonas aeroginosa.

Dans notre cas ce germe était sensible aux substances produites par 05 isolats sur les 18
testés soit 27 % qui ont montré une activité contre ce germe a Gram négatif , avec des zones
La majorité des actinomycétes isolés au cours de ce travail (11 isolats) soit 61 % ont
montré une activité antimicrobienne contre au moins une bactérie test. En effet plusieurs
travaux antérieurs ont corroboré le pouvoir antibactérien remarquable de ces bactéries
(Amsaveni, 2012).
Les résultats des tests d' activité antimicrobienne obtenus montre que certains isolats
d actinomyceétes testées (S2T2H1, S5T2H1, S7T2H1, S6T2H1),s0it 22%,sont actifs sur la
totalité des souches test a Gram positifs (Saureus,SARM ,E.faecalis,B.subtilis,et L.innocua )
alors, que deux isolats seulement a Gram négatif ( E.coli,P. aerugenosa) parmi les quatre
testés sont avérés sensibles aux 18 isolats d’ actinomycétes testés. Cela, peut-étre attribué ala
différence morphologique qui existe entre les deux types bactériens. En effet les bactéries de
coloration de Gram négatif portent dans leurs membranes externes des sucres de nature
lipopolysaccharidique (LPS) ce qui rend leurs parois impermeéables au passage des solutés
lipophiles, contrairement aux bactéries de coloration de Gram positive qui ont une paroi
tapi ssée uniquement par le peptidoglycane qui n’est pas une barriére efficace (Sateesh et al.,
2011).
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2.2. Mise en évidence de I’ activité antifongique

L’ ensemble des résultats des tests d’ activité antifongique d'isolats testés sur milieu solide
sont présentés dans letableau XVII (Annexe VIII).

» L’activité antifongique desisolats d’ actinomycetes contre les souches Aspergillus

Les Aspergillus sont tres utilisés dans I'industrie agro-alimentaire et dans I'industrie de la

biotechnologie, néanmoins certaines especes d'Aspergillus peuvent étre pathogénes pour
I'Homme, les animaux et les plantes. Les mycoses provoquées par Aspergillus sont appel ées
des aspergilloses. Certaines espéeces peuvent produire des mycotoxines comme les aflatoxines
(par Aspergillus flavus) ou I'ochratoxine (Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius).
D’autre par I’espéce Aspergillus niger provoque I’ aspergillose du conduit auditif ou elle
produit I’ ochratoxine.
Dans ce test, peu d'isolats ont montré des activités anti-Aspergillus, les isolats actifs sont les
méme qui ont une activité antibactérienne prononcée contre les bactéries a Gram positif et qui
semble produire des molécules différentes ou ayant des effets double (antibactérien et
antifongique). Les zones d'inhibition obtenues avec I’isolat S5T2H1 sont de 20mm et 13mm
contre As. carbonarius et As. ochraceus respectivement (Fig.17) aors qu’ aucune activité
antifongique n’ a été enregistrée contre les especes As.. flaveus, As.niger et As. parasiticus.

Nos résultats sont corroborés par ceux de Manivasagan et al.(2009) qui ont isolé une
souche marine Streptomyces PM-32 a partir de sédiments marins prélevés d' une baie de la
cote du Bengae et qui a montré une activité antimicrobienne contre un groupe d'agents
pathogénes bactériens mais une activité anti fongiqgue modérée contre les espéces

d'Aspergillus.

45
40
35
30
25
20 W As. carbonarius
15
10

B As. Ochracius

SRR OERN N N NN 2D QL \\ S
‘2» Q» Qy '\tb Q‘é&“}% ”‘JQ)({’?{’> &&“}%&“)\%&"‘}% ‘{5 ‘<7 &fb &

NP S
'v S A N DT A N
o9 9 ‘5 S %‘) & %‘) ) cS’J %
Lesisolats d’ actinomycétes test

Figl7. Activité antifongique des isolats d’ actinomycetes contre les souches Aspergillus.
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> Activité antifongique d’isolats actinomycétes contre Fusarium polyferatum

Le genre Fusarium regroupe plusieurs espéeces phytopathogénes susceptibles d’ attaquer
un grand nombre de plantes, provoquant des maladies appelées fusarioses. Les espéces de
Fusarium (en particulier F. polyferatum) sont une source importante de mycotoxines dans les
aliments suite a leurs contaminations des produits agro-alimentaires, en particulier les céréales
et le mals. Les zones d'inhibition obtenues sont modérées et sont dues aux mémes souches
que celles citées précédemment.
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Fig 18. Activité antifongique des isolats test contre Fusarium polyferatum.

> Activité antifongique d’isolats d’ actinomycetes contre Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea est une espece de champignons haploide de la famille des
Sclerotiniaceae, Ce champignon phytopathogane est responsable de la pourriture grise,
maladie cryptogamique qui sévit sur plusieurs cultures d’intérét agronomique majeur comme

lavigne, letournesol, latomateet lafraise.

Lesisolats d’ actinomycetes marins ayant montré les activités antifongiques précédentes sont
les mémes qui sont actifs al’égard de B.cinerea avec des zones d'inhibition de 25 mm pour
lesisolats S6T2H1 et S7TT2H1 et de 35mm pour I'isolat S5T2H1, ce dernier , en plus des ces
effets antibacteriens semble avoir un métabolisme varié qui aboutit & de nombreuses
mol écules actives .Une activité anti B. cinerea qui corresponde a une zone d'ihibition de 19

mm a été obtenue avec la souche Streptomyces albidoflavus (Haggag et al. ,2014)
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Fig.19 Activité antifongique desisolats d’ actinomycétes contre Botrytis cinerea.

» Activitéantifongique desisolats d’ actinomycétes contre Mucor ramanianus

La moisissure, M. ramanianus est parmi les moisissures les plus sensibles a I’ effet des
antifongiques naturels (Bastide et al., 1986). C'est un bon indicateur de production de
molécules actives par les germes atester.
Les zones d'inhibition obtenues sont modestes, et serait parfois dues al’ effet d’ enzymes, les
chitinases, liberées dans le milieu par les actinomycetes.
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Fig.20: Activité antifongique des isolats d’ actinomycetes contre Mucor ramanianus.
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> Activitéanti levurale desisolats d’ actinomycetes contre Candida albicans.

Candida albicans est I'espéce de levures la plus importante et la plus connue du genre
Candida qui n'entraine habituellement aucune maladie ou symptdme en particulier. C'est un
organisme commensal saprophyte. Le pouvoir pathogene de cette levure est di au fait qu’ elle
provogque des infections fongiques (candidose) essentiellement au niveau des muqueuses
digestive et gynécologique. Les candidoses sont une cause importante de mortalité chez les
patients immunodéprimés comme les patients atteints du sida, les patients cancéreux sous
chimiothérapie ou aprés transplantation de moelle osseuse.

Dans cette étude, 9 isolats parmi les 18 isolats testés (soit 50 %) sont actives visavis de
celle-ci, une activité maximale est obtenue avec I'isolat SAT311, ce dernier est inefficace vis
avis de tous les autres germes cibles. Une étude faite par Ravikumar et al. (2010) a montré
gue 3 souches parmi les 5 souches d’ actinomycetes marines sélectionnées et testées vis-a-vis
C.albicans se sont avérées actives vis a Vvis ce germe, avec des zones d’inhibition modérées

de 8mm pour toutes les souches.
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Fig. 21: Activité anti levurale desisolats d’ actinomycétes contre Candida albicans.

Les résultats de tests d' activité antifongiques obtenus montre que 50% (9 isolats) des
isolats testés possedent une activité antifongique vis-avis au moins d'un germe cible.
L’isolat ayant le spectre le plus large est L’isolat S5T2H1. Celui-ci est actif contre les 5
moisissures  (As.carbonarius,As.cchraceus ,M.amanianus,F.polyfeatumr,et B.cinerea) et
contre lalevure C.albicans.
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En comparant ces résultats avec ceux obtenus dans le cas de I’ activité antibactérienne, on
remargue gue les actinomycétes avaient une activité antibactérienne, plutét gu’ anti- fongique,
ceci est en accord avec les résultats rapportés par Berdy (2005) et Sunaryanto et Marwoto
(2010).

Autotal, dans cette étude nous avons réussi & mettre en évidence I’ activité antibactérienne
et /ou antifongique de 14 isolats d actinomycetes marins par la technique des cylindres d’ agar
a I’égard de 7 bactéries, 5 moisissures et une levure. Cependant quatre isolats (SIPHMR,
S56T3J31, S28T3J31, S1T3J31) n’ont montré aucune activité antibiotique.

Remarque: Le tableau XVIII (annexe | X) présente des photographies de tests d’ activité
antibiotique sur milieu solide par méthode des disques d agar des isolats S2T2H1, S5T2H1,
S7T2H1 et S29T3J31.
3.3. Mise en évidence de I’ activité enzymatique

L’utilisation d'enzymes, a connu des applications considérables dans de nombreux
procédés industriels. Au cours des dernieres années, les enzymes microbiennes ont remplacé
les catalyseurs chimiques dans la fabrication de produits chimiques, des textiles, de produits
pharmaceutiques, de papier, et des produits chimiques agricoles.

Dans le cas dactinomycétes terrestres, beaucoup de chercheurs ont rapporté la
production de divers enzymes industrielles (Mohamedin 1999; Pandhare et al., 2002
Sharma et al., 2005). Mais a ce jour, il n'y a pas de nombreux rapports sur les enzymes
extracellulaires des actinomycetes marins. La plupart des études sur les souches de
Sreptomyces marin étaient axées sur la production d'antibiotiques, et seuls quelques travaux
ont insisté sur leur potentiel enzymatique tel que les protéases, les lipases, les chitinases et les
alginates lyases ont été rapportés (Dhar maraj, 2010).

Dans cette éude, les quatre isolats S2T2H2, S5T2H2, S7TT2H1, et S29T3J31 sélectionnés
pour leurs aptitudes a produire des antibiotiques, ont fait |I’objet d’ une investigation de leur
pouvoir enzymatique cellulasique, xylanasique, et L-asparaginasique.

2.3.1. Miseen évidence del’ activité cellulasique

Apres avoir repiqué arbitrairement les isolats sur les milieux de culture ISP1, ISP2, I1SP3,
ISP4, et SCA pour I'isolat S;ToH;, sur les milieux OGA, SCA, GN, MH, GEM, et Cz pour
I'isolat SsToHj, sur les milieux SCA,GLM,MH,BT et Cz pour I'isolat STT2H1 et sur les
milieux [SP1, 1SP2, ISP3, 1SP4,1SP5, et ISP7 pour I'isolat S29T3J3, des cylindre d’ agar de
chague gélose ont été découpés puis sont déposeés sur le milieu a base de CMC. Les boites
ont été ensemencées pendant 14 jours a 28°C et des observations journaieres ont éé
effectuées.
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La révéation de I'activité CMCase est réalisée apres incubation des boites, avec une
solution de rouge Congo a 0,1% (p/v) pendant 20 min suivi de lavage avec une solution de NaCl
a 1M pendant 15 min (Ninranjane et al., 2007).

(2) : isolat S2T2H1 (b) : I'isolat S5T2H1

() : I'isolat STT2H1 (d) : I'isolat S29T3J31

(e) : Boite témoin de milieu de culture abase de CMC (avant lavage avec une solution de NaCl).

Fig.22 : Mise en évidence de I’ activité cdllulasique des isolats S2T2H1(a), S5T2H1(b), S7TT2H1(c)
et S29T3J31(d) issus de différents milieux.
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La capacité des souches a assimiler la CMC sur un milieu gélosé comme seule source de
carbone et d’énergie se traduit dans le milieu solide par la formation de zones claires autour
des cylindres d'agar (Teather et al. 1982).Cette observation s explique probablement par la
secrétion d’enzymes cellulolytiques dans le milieu extracellulaire caractérisant ains  la
production de cellulases extracellulaires (Fig. 22).

Tous les quatre isolats testés semblent étre producteurs de CMCase quel que soit leur
milieu de repiquage initial. Cependant, il apparait que les deux isolats S2T2H2, S5T2H2 ont
la meilleure activité CM Case, résultat qui est expliqué par la disparation totale de la couleur
rouge de la boite (rouge de Congo) apres lavage avec la solution NaCl. Néanmoins, selon
(Krootdilaganandh, 2000), le test du rouge de Congo est assez sensible pour un screening
primaire des bactéries cellulolytiques, mais la taille de la zone d" hydrolyse n’ est pas toujours
significative de I'activité cellulasique. Une étude a montré que, parmi 77 isolats bactériens
thermotol érants cultivés sur milieu CMC, I'isolat a activité enzymatique la plus élevée était
celui qui présente la zone claire lamoins large.

La cellulose est la forme la plus abondante du carbone fixé dans la biosphére. Elle est
insoluble et sa dégradation est largement restreinte a des groupes spécifiques de micro-
organismes qui produisent de multiples cellulases (Lynd et al., 2002). De nombreux micro-
organismes dégradent la cellulose amorphe, alors que seulement quelques-uns peuvent dégrader
compléetement la cellulose hautement cristalline. Dans les milieux terrestres, la cellulose est tres
lignifiée et donc difficile a se dégrader. Les champignons et les actinomycetes peuvent accéder
ala cellulose dans les tissus ligneux en raison de leurs hyphes de croissance (M cCarthy, 1987).
En comparaison avec |es micro-organismes terrestres, seuls des groupes limités des écosystémes
aguatiques sont connus pour leur aptitude a la dégradation de la cellulose,parmi eux les
Micromonosporas (Wohl et McArthur, 1998 ; Arunachalam et al., 2010). Selon de nombreux
auteurs, la capacité de dégrader des polysaccharides complexes comme la cellulose et |a chitine
est commune parmi les micromonosporas (Park et al, 1993; Damude et al, 1993, Kawamoto,
1984). Une cellulase acaine a partir d'une souche de Streptomyces alcaliphiles KSM-9 a été
signalée (Dasilva et al., 1993). De méme, une cellulase a partir de Streptomyces al caliphiles sp.
souche S36-2 active dansune plage de pH de 8 a9 a été décrite par Singh et al.(2004).

2.3.1. L activité xylanase

Le xylane est le principal composant des hémicelluloses, c’'est probablement le second
polymére de sucres le plus abondant des plantes (Timell, 1967). Les xylanes sont des
polysaccharides hétérogenes composés d'un sguelette lié a des résidus D-xylopyranosyle

(Whistler et Richards, 1970). Les enzymes de dégradation du xylane ont suscité un intérét
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conduisant a de nouvelles perspectives d'applications, y compris le blanchiment des pétes de
papier kraft et larécupération des sucres fermentescibles (Viikari et al., 1986)..

(@) : I'isolat S2T2H1 (b) : Iisolat STT2H1

(c) : Boite témoin de milieu a base de xylane (non ensemencee)

Fig 23: Mise en évidence de I’ activité xylanasique des isolats S2T2H1 (a) et I'isolat (o) S7T2H1 issusde

différents milieux.

L’ activité xylanase des isolats a été évaluée par la méthode des cylindres d' agar sur un milieu
contenant le xylane comme seule source de carbone (Viet, 1991).

La visualisation des halos clairs autour des cylindres sur un fond marron correspond aux
zones d’ hydrolyse du xylane.

Parmi les quatre isolats (S2T2H2, S5T2H2, S7TT2H1, et S29T3J31) testés pour leur activité
xylanasique uniquement les deux isolats S2T2H2 et S7TT2H1 semble étre actifs (une zone
d hydrolyse de 9 mm), et parmi les milieux de cultures sur lesquels ces deux I’isolat ont été
repiquées initiallement I'activité xylanasique est observé avec le milieu ISP1 (Fig.23).
L’ activité xylanase des souches d actinomycétes a été mise en évidence par les travaux de
Ninawe et al.(2006).
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2.3.3. L activité L - asparaginase

Les souches de Streptomyces représentent une bonne source de L-asparaginase, une
enzyme qui convertit la L-asparagine en acide L-aspartique et ammoniac (Fisher et Wray,
2002). La L-asparaginase a recu une attention accrue au cours des derniéres années pour son
potentiel anticancéreux (Manna et al., 1995). La L- asparaginase est un agent antinéoplasique
utilisé dans la chimiothérapie de la leucémie lymphoblastique (K eating et al., 1993). L'action
clinique de cette enzyme est attribuée a la réduction de la L-asparagine, de sorte que les
cellules tumoral es incapables de synthétiser cet acide aminé sont sélectivement tuées par la L-
asparagine.
Dans cette étude, I'activité L- asparaginase des isolats sélectionnés S2T2H2, S5T2H2,
S7T2H1, et S29T3J31 a été évaluée par la méthode des cylindres d agar sur le milieu Czapeck
Dox.

Letableau VII montre que la couleur des milieux ensemencés avec les isolats avire vers
le rose, adors que la couleur de la boite témoin est inchangée, ce qui prouve gue ces isolats
produisent la L-asparaginase. Ces résultats sont en accord avec ceux de Gulati et al. (1997),
gui montrent que I’ activité L-asparaginase est caractérisée par un virage de la couleur vers le
rose a pH basique dans un milieu de culture contenant le rouge de phénol comme indicateur
de pH. Les travaux menés par Jain et al (2012) en utilisant la méme technique ont mis en
évidence également la production de la L-asparaginase par les souches Fusarium oxysporum

et E.coli VRY-15 respectivement.
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Tableau VII : Mise en évidence de |’ activité L-asparaginase des isolats S2T2H1,

S5T2H1,S7T2H1 et S29T3H31issus de différents milieux de culture.

L’'isolat

Aprés7jours

Aprés14jours

S2T2H1

S5T2H1

S/T2H1

S29T3H31

Boite
témoin  de
milieu
Czapeck

Dox.
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L'isolat S2T2H1 cultivé sur les milieux SCA et Czapeck montre une activité
asparaginase aprés le 7 '™ jour d’incubation. Au bout de 14 jours le milieu de culture est
devenu totalement rose due a une forte sécrétion de |’ asparaginase qui a dégradé |’ asparagine
de milieu. Suite a cette dégradation, les ions ammoniague secrétées dans le milieu de culture
arendu le milieu Czapecck basique ce qui se traduit par le virage de la couleur de rouge de
Congo de vers au rose.

L’isolat S5T2H1 cultivé sur les milieux 1SP3, ISP4, ISP7, GYEA, et Bennet semble

produire de |’ asparaginase aprés le 7 "®™ jour d’incubation. Le milieu de culture est devenu

totalement rose apres 14 jours d’incubation.
Les deux isolats S7TT2H1 et S29T3J31 semble étre moins actifs par rapport aux deux
isolats précédents. En effet, I'isolat S7TT2H1 n'a montré une activité asparaginase qui est

faible que lorsqu'il est cultivé sur les milieux 1SP4 et |SP7aprés le 7 '™

‘8™ our. Tant que I'isolat S29T3J31 a montré une faible activité qui corresponde & des zones

et méme aprésle 14

trés restreinte ou le milieu de culture aviré vers lerose. Il s agit des milieux 1SP1, ISP3 et le
milieu ISP7 (tableau VI1).

Plusieurs Streptomyces terrestre comme S karnatakensis, S. venezualae, S
longsporusflavus, S. albidoflavus sont capables de produire des quantités détectables de L-
asparaginase (Narayana et al., 2008),mais il ya peu de travaux sur la production de cette
enzyme a partir de Streptomyces marins, on peut citer S. aurantiacus (Gupta et al., 2007),
Streptomyces sp. S3, S4 et K8 (Basha et al., 2009). L'enzyme est produite par cultures
submergées et al'état solide. Les L-asparaginases extra-cellulaires sont plus avantageuses que
celles intracellulaires, car elles peuvent étre produites abondamment dans le bouillon de
culture.

Dans notre cas on remarque que les deux isolats S2T2H1 et S7T2H1 produisent alafois
les trois enzymes cellulasique xylanasique et L-asparaginase, Cette propriété est relevée aussi
par (Sirisha et al., 2013) qui ont isolé 22 souches de la baie du Bengale qui produisent
boucoup d' enzymes a la fois; des lipases, des caséinases, de gélatinases, de cellulases et
d’'amylases. De méme, Leon et al.(2007) ont isolé de nombreux actinomycétes dans les
sediments marins de la cOte centrale du Pérou avec des activité enzymatiques multiples.

L’ activité enzymatique des isolats sur milieu solide est un criblage primaire qui permet de
sélectionner les isolats actifs, un test quantitatif sur milieu liquide doit se faire pour chacune
des isolats précédents afin de pouvoir sélectionner |es plus performants.
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3- Mise en évidence de la production des antibiotiques par I'isolat S5T2H1 sur milieu
liquide

L'isolat S5T2H1 est retenu sur la base des tests précédant a |’ égard de son potentiel
important de production de métabolites bioactifs. Néanmoins plusieurs auteurs ont relevé que
la production des antibiotiques sur les milieux solides peut ne pas se faire sur milieux
liquides. De ce fait un suivi de la cinétique de production des antibiotiques sur le milieu
liquide SCA (milieu d’isolement) a été effectué en utilisant deux germes cibles sensibles aux
substances produites par notre isolat et qui sont Staphyl ococcus aureus et Botritys cinerea.
Pour cefaire, des pré cultures de cet isolat sur milieu SCA ont servit pour réaliser des cultures
sur le méme milieu pendant 19 jours a 28°C sous agitation a 250rpm. Durant la période
d’'incubation des fractions de 1 ml de surnagent de culture ont éé récupérées
guotidiennement. Ces derniéres ont été testées, par la suite, chacune par la technique des puits
contre les deux germes cibles cités précédemment sur les milieux Muller Hinton (bactéries)
et géose a I'extrait de malt (champignons) respectivement. Les résultats en termes de
diamétres des zones d’inhibition en fonction de jours d’'incubation sont représentés sur les

deux figures qui suivent :
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Fig.24: Suivi dela production d’ antibiotiques antibactériens de I’isolat S5T2H1 sur

milieu liquide SCA vis-avisde S aureus.

Lafigure ci-dessus met en évidence I’ activité antibiotique de I'isolat SST2H1 obtenue sur
le milieu liquide SCA vis-avis du germe cible Saureus. On remarque un début précoce de

cette activité qui correspond un diamétre de la zone d inhibition de 25mm dés le 1 jour

d'incubation. Cette derniére augmente & partir de 3°™ jour et ce jusque au 7™ jour
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d’incubation ou on observe une stabilité de |’ activité antibiotique qui correspond a une zone
d’inhibition optimale de 30mm pendant 11 jours aors que sur le milieu solide nous avons
enregistré un diametre de la zone d'inhibition de 35mm .Une diminution de diametre de la
zone d'inhibition est observée aprés le 18™ jour d’incubation. Ceci signifie que la culture
peut étre arrétée au bout de 7 a 8 jours car la production de la substance active n’ augmente

plus.

w
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Fig.25: Suivi de la production d’ antifongiques de |’isolat S5T2H1 sur milieu liquide SCA
vis-a-visde B.cinerea.
La figure précédente mit en évidence I’ activité antifongique de I'isolat S5T2H1 vis-avisle
germe cible B.cinerea sur le milieu liquide SCA.
Contrairement a I’activité antibactérienne précédente, |'activité antifongique n'est
fieme

observée qu’ apresle jour d’incubation (un diametre de zone d’inhibition de 15mm).Cette

valeur est restée stable jusgu'au sixieme jour d’incubation. L’ activité antifongique a augmenté
7|éme

par la suite pour atteindre un maximum de 20 mm au bout de jours alors que sur le

milieu solide nous avons enregistré un diameétre de la zone d’inhibition de 35mm. Par la suite
une diminution de cette activité est observée a partir de 10°™ jour.

En effet, plusieurs auteurs on remarqué que la production des antibiotiques ne se fait que
sur les milieux solides et |e passage au milieu liquide pose quelques problémes, soit par I’ arrét
de la synthese des antibiotiques ou bien par une diminution de leur production. Sharma et al,
2011 ; Singh et al., 2006, expliquent cela soit par la variation de la répartition des nutriments
avec le temps de la fermentation alors que la distribution de ceux-ci autour des colonies

poussant sur les milieux solides ne varie que trés peu (Badji et al. 2005), ou par ladifférence
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de la morphologie des actinomycetes lorsgu’ ils évoluent respectivement dans le milieu liquide
et solide (Bushdll,1993) ,Géné&ralement la production des antibiotiques est corrélée avec la
taille des fragments de mycélium. En effet en milieu liquide et a cause de I’ agitation, les
filaments mycéliens se fragmentent, et les petits fragments se trouvent incapables de produire
des quantités importantes d’ antibiotiques (Reghioua et al, 2008), contrairement au milieu
solide ou la fragmentation de mycéliums peut étre évitée ce qui favorise la production
importante d  antibiotique (Gurung et al, 2009).

4- Choix de mellleur milieu liquide pour la production des antibiotiques, et de la
croissancedel’isolat SST2H1

La capacité des micro-organismes a produire des antibiotiques n’est pas une propriété
fixe, mais peut étre largement augmentée ou complétement perdue dans différentes conditions
de nutrition et /ou de culture (Krassilnikov, 1960). Afin d'obtenir des rendements élevés de
produits, il est indispensable de concevoir un milieu de production approprié pour un
processus de fermentation efficace (Macedo et al., 2007). Les milieux utilisés pour la culture
de micro-organismes doivent contenir tous les ééments dans une forme appropriée pour la
synthése de substances et de cellules pour |a production de produits métaboliques. Un milieu
de culture parfaitement équilibré est obligatoire pour une production maximale d'un composé
cible.

Les conditions optimales pour la production des antibiotiques ne sont pas
nécessairement identiques a celles permettant une bonne croissance. Les zones optimales pour
le métabolisme secondaire sont généralement plus étroites que pour la croissance, et varient
avec la souche utilisée et |e métabolite secondaire synthétise. Comme les besoins nutritionnels
et les conditions de culture d'un microorganisme ne sont généralement pas les mémes pendant
la phase de croissance et pendants la phase de production des métabolites secondaires, des
milieux offrant un bon compromis ont di étre développé. Dans cette optique nous avons testé
cing milieux de culture préconisés dans la littérature scientifique pour la production des
substances antimicrobiennes et que sont : SCA, MSA, ISP2, GY EA et Bennett.

Dans cette étude des prés cultures de 5 ml de I'isolat SIT2H1sont préparées a partir les
milieux cités précédemment, celles-ci ont servi a ensemencer des cultures de 50 ml du méme
milieu puis sont mises en incubation a 28°C sous agitation de 250 rpm. Des prélevements
ont été effectués quotidiennement a partir des trois meilleures cultures de chague
milieu, centrifugés a 7000g/20min dans des tubes eppendorfs préal ablement tarés.

L’ activité antibiotique est déterminée par la méthode des puits (Nouasri, 1996) sur milieu
Muller Hinton et gélose a |’ extrait de malt aprés 24 h a37°C et 48h a 22°C pour Saureus et
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B. cinerea respectivement. D’ autre part, les culots sont lavés par centrifugation avec de I’ eau
distillée puis, séchés et apres pesés pour déterminer le poids de la matiére seche aprés
soustraction du poids sec de latare.

L’ évolution du pH du milieu est suivie quotidiennement en parallele avec I’ évolution de la
biomasse durant la culture.
Les résultats de cette éude sont montrés dans les figures qui suivent :
4-1-Choix de mellleur milieu de croissance et de production de I'antibiotique

antibactérien par I'isolat SIT2H1 al’égard de S .aureus

> Sur lemilieu SCA

35 Germecible: S.aureus

30
25 —//,
20
15
10

Diametre de la zone diinhibition (mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Période d'incubation (jours)

Fig.24: Cinétique de production d’ antibiotiques antibactériens de I’ isolat S5T2H1 sur
milieu SCA.
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Fig.26 : Suivi de |’ évolution du pH du milieu SCA inoculé par I’isolat SST2H1.

L’ alure générale de la courbe de cinétique de production (Fig.26) suggere une activité
anti-staphylococcique déja présente dans la pré culture et qui est trés précoce durant la culture
du germe producteur ce qui pourrait laisser présager la synthese d’ une substance de nature
protéique de type peptidique (de courte chaine) ou enzyme ayant une activité antibiotique ;
celui-ci agira par la suite en synergie avec la ou les substances secondaires secrétées.Une
activité antibactérienne maximale correspondant a une zone d'inhibition de 30 mm est
enregistrée sur ce milieu sur une période maximale de 11 jours, suivie d'une diminution a
partir de 18°™ jour d’incubation.

Desvariations de pH allons de 6,92 47,87 ont caractérisé la culture sur ce milieu.
Remarque:
Le suivi de poids sec de I'isolat S5T2H1 n'est pas présenté sur la figure a cause du fait

gue nous avons obtenu des résultats inexploitables.
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Fig.27 : Cinétique de croissance et de production d’ antibiotiques antibactériens de I’ isol at
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Fig.28 : Suivi de |’ évolution du pH du milieu MSA inoculé par |’isolat S5T2H1.

76



Résultats et discussion

Laculturedel’isolat S5T2H1 sur milieu MSA, se déroule aun pH quasiment stable aux
alentours de 7,( Fig.28). Laproduction de |’ agent antibactérien a d§a commenceé pendant le
préculture comme pour le milieu précédant et des valeurs de zone d’inhibition de 25 mm ont
été enregistrées pendant les trois premiers jours d'incubation. La production a été jugée
maximale apres 08 jours de culture ce qui correspond a un diametre de zone d’inhibition en
moyenne de 32 mm durant une période plus courte relativement au milieu précédant (9 jours)
(Fig .27). Des le 5% jour, nous constatons une baisse drastique du poids sec, donc des cellules,
mais vu la nature mycélienne de ces microorganismes producteurs (les actinomycetes), cette
méthode reste relativement subjective surtout si elle n’est pas accompagnée d’ une sonication

en vue d’ homogénéiser les échantillons.
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Fig.29: Cinétique de croissance et de production d’ antibiotiques antibactériens de |’ isolat
S5T2H1 sur milieu ISP2.

77



Résultats et discussion
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Fig.30 : Suivi del’évolution du pH du milieu ISP2 inoculé par I’isolat SST2H1.

Sur le bouillon ISP2 la production de I’ agent antibactérien a é&té jugée maximale aprés
seulement 06 jours de culture (Fig.29) Néanmoins une diminution de [I'activité
antibactérienne et de poids sec est observée juste aprés le 7°™ jour, ce qui serait synonyme
d’ autolyse et/ ou d’ épuisement des nutriments essentielsdu milieu.

Des variations de valeurs de pH alant de 6,15 a 7,99 sont enregistrées pendant cette culture
(Fig.30).
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Fig.31: Cinétique de croissance et de production d’ antibiotiques antibactériens de I’ isolat
S5T2H1 sur milieu GY EA.
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Fig.32: Suivi del’évolution du pH du milieu GY EA inoculé par I'isolat S5T2H1.

La culture de cet isolat S5T2H1 sur le bouillon GYEA, se déroule a un pH fluctuant

entre6.4 a7 (Fig.32) L’alure de la courbe suggere que ce milieu n’est pas tres favorable ala

croissance, ni ala production de substance active car les valeurs obtenues sont pratiquement

stables depuis le début de la culture jusqu'au 17°™ jour. La production de I'agent

antibactérien a été jugée maximale apres 16 jours de fermentation sur ce bouillon

(Fig. 31), cette période est excessivement longue et de ce fait ce milieu ne serapas retenu. La

phase d’ adaptation de |’ isolat dure 06 jours puis le poids sec connait une |égere augmentation

jusgu’au 12° jour, ceci est corrélé positivement al’évolution du pH du milieu.

> Sur milieu Bennett

120 - - 35 :
Germecible :S.aureus IS Poids sec
100 - - 30 3 (mg/mi)
= =
£ s0 - B £
2 60 - SE .
- 15 g E =Diametre
8 40 - I3 dela
IS - 10 3 zone
20 - i T dinhibiti
° = on (mm)
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T O 5
12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
Période d'incubation (jours)
Fig.33: Cinétique de croissance et de production d’ antibiotiques antibactériens de I’ isol at

S5T2H1 sur milieu Bennett.

79



Résultats et discussion

UNDROOANDRN0 NN D00

pH
Uy 000 NNNN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Période d'incubation (jours)

Fig.34 : Suivi de |’ évolution du pH du milieu Bennett inoculé par I'isolat S5T2H1.

Laculturedel'isolat S5T2H1 sur milieu Bennett, se dérouleaun pH de 6.4 au début
delaculture, qui s abaisse jusqu’ a5 apres onze jours de culture, probablement en raison dela
forte activité enzymatique de dégradation de la source de carbone, en |’ occurrence le glucose,
puis remonte du fait d’une acalinisation du milieu. Pour la plupart des microorganismes
producteurs d’ antibiotiques, une source de carbone rapidement assimilable exerce une action
négative sur la biosynthése (répression catabolique ou “effet glucose”) (Larpent et Lar pent-
Gourgaud, 1990).

La production spécifique de métabolites secondaires s avere souvent meilleure sur une
source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les polysaccharides
(amidon, dextrines) (Lounes et al., 1995) et les oligosaccharides que sur une source de
carbone rapidement assimilable telle que le glucose ou le glycérol. L’allure de la courbe
suggere également que ce milieu n’est pas tres favorable ala croissance, ni ala production de
substances actives car les valeurs obtenues pour la croissance et la production sont
pratiquement stables depuis le début de la culture jusqu’ au 14° jour. La production de
Zieme

I’ agent antibactérien a été jugée maximale apres le jour de culture dans ce bouillon

(Fig.33) de cefait ce milieu, ne serapas retenu.
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4-2-Choix de meilleur milieu de croissance et de production de|’antifongique par I’isolat
S1T2H1 al’égard de B.cinerea
» Sur milieu SCA

Germecible: B.cinerea
35 4

30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Diametre de la zone d'inhibition (mm)

Période d'incubation (jours)

Fig.25 : Cinétique de production d’ antifongiques de I’isolat S5T2H1 sur milieu SCA

pH
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Fig.26 : Suivi del’évolution du pH du milieu SCA inoculépar I’isolat S1T2H1.

D’aprés la fig.25 on remarque que la production de la substance antifongique anti-
Botrytis cinerea sur bouillon SCA commence au bout de 4 '®™ jour avec une zone
d’inhibition de 15 mm et augmente sensiblement pour atteindre un maximum le 7e jour (20
mm de zone d’inhibition). Le pH du milieu reste constant pratiquement durant toute la

culture.
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» Sur milieu MSA
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Fig. 35: Cinétique de croissance et de production d antifongiques de I’isolat S5T2H1 sur
milieu MSA.
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Fig. 28 : Suivi del’ évolution du pH du milieu MSA inoculé par I'isolat S5T2H1.

Le suivi de la culture et de la production de substances antifongiques sur le bouillon MSA
montre un début de synthése de substance anti-B.cinerea qui se fait versle 8™ jour avec 12
mm de diametre de zone d’inhibition, puis, la production augmente progressivement pour
atteindre un maximum le 11e jour (20 mm de zone d'inhibition). Le pH du milieu reste |a
auss pratiguement constant durant toute la culture. La substance active semble étre produite

au milieu de la phase stationnaire de croissance. En effet la croissance évolue rapidement
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dans le cas de I’ utilisation d'un substrat carboné complexe (amidon), la pré culture aurait
permit a I'isolat de s adapter assez vite pour cette catégorie de microorganismes et de
synthétiser les enzymes nécessaires ala dégradation de ce substrat.

» Remarque: dans le cas de cinétique de production et de croissance de I'isolat
S5T2H1, sur le milieu I1SP2, nous avons obtenus des résultats inexploitables et ¢’ est

pour celaqu’ils ne sont pas présenteés.

» Sur milieu GYEA.
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Fig.36 : Cinétique de croissance et de production d antifongiques de I’isolat S5T2H1 sur
milieu GY EA.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
période d'incubation (jours)

Fig. 32 : Suivi del’ évolution du pH du milieu GY EA inoculé par I'isolat S5T2H1.
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Le suivi delaculture et de la production de substances antifongiques sur milieu GY EA

montre que la substance active semble étre produite bien aprés I'entame de la phase
stationnaire de croissance. La croissance relativement rapide et dense s explique par le fait
gue la source de carbone qui est le glucose est facilement assimilable par cet isolat, celle-ci
commence aralentir a partir du 11emejour ce qui correspond alafin de la phase stationnaire.
Lafigure (Fig.36) montre que le début de synthése de substance anti-Botrytis cinerea alieu
versle 8 'ome jours puis la production augmenté sensiblement pour atteindre un maximum le
10 "®™ jour (18 mm de zone d inhibition) pour une période de 8 jours. Par ailleurs Le pH du

milieu varie durant lacultureentre 6.4 et 7.2.

> Sur milieu Bennett
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Fig.37 : Cinétique de croissance et de production d antifongiques par |’ isolat S5T2H1 sur

milieu Bennett.
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Fig.34 : Suivi del’évolution du pH du milieu Bennett inoculé par I’isolat S5T2H1.
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La culture de cet isolat sur milieu Bennett , se déroule aun pH fluctuant , soit entre 6.4
au début de la culture , puis s abaisse jusgu'a 5 aprés 11 jours de culture pour remonter
ensuite a 7.2 probablement en raison de la forte activité enzymatique de dégradation de la
source de carbone en I’occurrence le glucose au début de la croissance (Fig. 34). La
production de la substance antifongique commence le 7°™ jour d'incubation et atteint son
maximum le 10°™ et le 11°™ jour d’ incubation (Fig.37).

D’ apres les résultats obtenus, on remarque que le bouillon SCA donne de grandes
zones d'inhibition (moyenne: 30 mm), apres 3 jours d'incubation et pendant une période
maximale de 11 jours pour le test d’ activité antibactérienne vis avis S. aureus et le méme
milieu (SCA) nous a permit d'aboutir a une activité antifongique importante a I’égard de
B.cinéréa . Ces résultats nous amenent a retenir ce milieu pour la production des substances
bioactives. En effet, ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans les travaux de
(Badji et al, 2005), (Vasavada et al., 2006) et ( Haggag,2014).

Les résultats obtenus confirment que la composition des milieux de culture, en particulier
la nature et la concentration des sources de carbone et de nitrogéne, influent considérablement
sur la quantité ains que la qualité des substances antimicrobiennes sécrétées par les
actinomyceétes (Arasu et al, 2009 ; Song et al, 2012).

Les variations de zones de lyse sont dues au fait qu’une souche d actinomycéte peut
produire plusieurs molécules antimicrobiennes (différents spectres d'action) dont la nature
dépend de la composition du milieu de culture. Ainsi, le choix des milieux de culture et des
microorganismes-tests est d’ une importance capitale pour mettre en évidence les activités
antimicrobiennes des actinomycétes.

Le meilleur milieu pour la production de la biomasse semble étre le GYEA qui nous a
permit d’obtenir un maximum de poids sec soit : 105mg/ml au bout du 8 ™ et 9 ™ jour
d’ incubation. Nous concluons alors que les conditions permettant une croissance cellulaire
rapide et la production de la biomasse sont différentes des conditions de production de
métabolites, comme I'aobservé (Russell ,1974) et (Miao et al. 2006).

Remarque:
Le tableau XIX, (annexe X), montre quelques photographies de résultats de la cinétique de

production d antibiotiques par |'isolat S5T2H1 sur différents milieux liquides.
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5. Etude taxonomique desisolats séectionnés
L’isolat S5T2H1 a été sélectionné, en raison sa capacité a produire de nombreux meétabolites
biactifs (antibiotique et enzymatique).

« Dé&ermination du genre
5.1. L’ étude mor phologique

5.1.1. L’éude macromorphologique

. Les caractéres macromorphologiques de I’isolat S5T2H1.

Lemilieu Lacroissance | Lasporulation La couleur La couleur Laproduction de | L’aspect des

deculture de mycélium de mycélium pigment diffusibles | colonies
aérien de substrat

1SP3 +++ ++++ Gris Jaune pale _

1SP4 +++ +++ Blanc Jaune pale _

1SP5 ++ _ Blanc Jaune _

1SP7 +++ +++ Blanc Maron marron

1SP9 +++ _ Beige Jaune _ ND

GLM +++ _ Blanc Creme _

GYEA +++ +++ Rose clair Jaune foncé _

Bennett ++++ ++++ Blanc Jaune foncé _

GN + _ _ Jaune _
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Tableau VIII (suite)

Lemilieu Lacroissance | Lasporulation | Lacouleur L a couleur La production de L'aspect des
deculture de mycélium de mycélium pigment diffusibles | colonies
aérien de substrat

MH + _ _ Cérme _

GEM +++ +++ Blanc Maron _ ND

OGA ++++ ++ Beige Jaune pale _

SCA ++++ ++++ Blanc Jaune pale _

M2W +++ +++ Blanc Jaune pale _ ND
Remarque

++++ : Croissance tres abondante ; +++ : croissance abondante ; ++: bonne croissance ; + : croissance faible; - : croissance nulle.

Les colonies de I'isolat S5T2H1 cultivées sur divers milieux a 28°C pendant 21 jours sont
essentiellement de forme circulaire d aspect cotonneux et duveteux sur certains milieux
(ISP3, ISP4, 1SP5, Bennett, GYEA et SCA) et rugueux sur d’ autres (GEM et OGA) avec un
diamétre variant de 2-10 mm. L’isolat présente une croissance et une sporulation abondante
sur les milieux ISP3, ISP4, Bennett, GY EA et GEM. La croissance est rel ativement moyenne
sur milieu ISP5, GLM et OGA ; elle est par contre faible voir absente sur les milieux MH et
GN. Le mycdlium aérien est stable et non fragmenté de couleur blanc ou beige et celui du
substrat varie selon le milieu utilisé, de jaune a marron du a la production de pigments
mélanoides. Les colonies présentent un aspect de craie, poudreux et rugueux sur OGA, GEM
et ISP3 et se présentent sous forme de cratéres sur Bennett, avec des diamétres de 2-6 mm. La
description de I’ ensemble des résultats de I’ &ude macromorphologique est rapportée dans le
tableau (VI11).
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5.1.2. L’ éude micromor phologique

Fig.38 : Observation delacoloration de Gram al’ objectif aimmersion del’isolat SST2H1.

Ains que le montre la figure ci-dessus, au grossissement X 100, la souche mycélienne
ramifiée est a Gram positif.

Fig.39 : Micromorphologie de I'isolat S5T2H1 cultivé pendant 21 jours a 28°C sur milieu
SCA, vu au microscope optique : des filaments du mycélium aérien (chaines de spores en
forme de verticilles).Gr : X400.

Le mycélium du substrat de I’isolat S5T2H1est ramifié et non fragmenté sur les milieux
solides. Le mycélium aérien se présente sous forme de filaments épais portant des chaines de
spores courtes et agencées en verticilles primaires ou secondaires. Les sporophores, les
sporanges, les spores mobiles, les synnemata et les sclérotes sont absents. La figure (47)
montre les chaines de spores de type spiralées portées par des filaments du mycélium aérien,

une forme typique des Streptomyces observée au microscope optique (X 400).
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% Caractérisation del’'isolat S5T2H1
5.2. Etude physiologique

Letableau IX illustre les résultats des tests physiol ogiques réalisés pour 1’isolat
S5T2H1 dont certaines spécificités physiologiques sont notées.
Tableau | X: Les caractéres physiologiques de I’ isolat S5T2H1.

Croissance en présence de NaCl

0% B
3,5% +++
6,5% ++
Croissancea
pH 5 +++
pH7 +++
PH 8 ++
pH 9,5 ++
croissancea
4°C _
28°C ++++
30°C +++
37°C ++
45°C _

[CosneepeeSnede T
| Telluritedek (0.01% T 4+ ]
Tellurite de K (0.05%) +
Azide de sodium (0.001%) +
Azide de sodium (0.01%) _
Cristal violet (0.001%) +
Phénol (0.01%) +
Phénol (0.05%) _
Résistance ou |la sensibilité aux antibiotiques
Lincomycine L10 R
Erythromycine E15 |
Vancomycine VA30 S
Oxacycline OX5 |
Pristinomycine PT15 |
Acide fusidique FA10 R
latétracycline TE 30 S
L'ampicilline Amp 10 R
Ciprofloxacine CIP 5 S
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5. 3. Etude biochimique

Letableau X illustre les résultats des tests biochimiques réalisés pour I'isolat S5T2H1.

Tableau X: Utilisation de substrats organiques simples et complexes par I'isolat S5T2H1.

Caractére

Amidon

Résultat

Caséine delait

Gélatine

Tyrosine

Tween 80

D* Glucose

Fructose

D Mannitol

D* Saccharose

Lactose

D* Sorbitol

L Arabinose

Sucrose

D*galactose

D" xylose

L proline

L lysine

L methionine

L tryptophane

L asparagine

L arginine

Cysteine

Glycine

L leucine

Décar boxylation des sels de sodium

Tartrate

Citrate

Oxalate

Propionate

Acétate

Pigments mélanoides

Nitrate réductase

Catalase
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L’isolat S5T2H1 al’ aptitude de dégrader I’ ensemble des substrats suivants ; I’amidon, la
caséinedelait, lagéatine, etletween 80 et |les hydrates de carbone testés. Il peut croitre en
présence de tous les sucres; le D * glucose, le fructose, le D- mannitol, le D -saccharose, le
lactose, D™ sorbitol, L -arabinose, le sucrose, le D'galactose et le D-" xylose, commeiil
pousse correctement en présence des acides aminés suivants: L proline, L asparagine,

leucine et lysine.(tableau X).

Les pigments mélanoides sont produits par I'isolat S5T2H1 sur milieu ISP7, il possede une
catalase et lacroissance est observée aux températures 28°C, 30°C et 37°C, |” optimum étant
a28°CapH 7. Cet isolat est capable de se développer a des concentrations importantes en
NaCl atteignant 6.5 % soit 65g/l. La croissance optimale a été enregistrée vers 3,5 g/l

(Fig.40). Lesfigures ci-dessous illustrent quelque uns de nos résultats.

pH=5 pH=7 pH= 9/5

Fig. 40: Croissance de l’isolat S5T2H1 sur milieu Bennett aux pH 5, 7, et 9,5.

[NaCl]=0 % [NaCl]=3,5 % [NaCl]=6,5 %

Fig4l : Croissance del’isolat S5T2H1 sur milieu Bennett aux concentrations différentes en
NaCL.

L’isolat S5T2H1apparait résistant a lincomycine (L10), al’ acide fusidique (FA10) et a
I"ampicilline (Amp 10).Ces antibiotiques ont comme meécanismes d’ actions ce qui suit: La
lincomycine inhibe la synthése protéique bactérienne par fixation au ribosome bactérien en
effet elle se fixe spécifiquement ala grande sous unité 50S du ribosome avec différents effets.
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L'acide fusidique est un antibiotique bactériostatique (inhibiteur de la synthése protéique
chez les bactéries) qui blogque la traduction en se liant au facteur d'édongation EF-G. Ceci
blogue la translocation ou la progression du ribosome sur I'ARN messager. L'Ampicilline est
un antibiotique a spectre large, capable de pénétrer dans une bactérie a Gram-négatif ou elle
inhibe la troisiéme et la derniére étape de la synthese de la paroi cellulaire bactérienne,

conduisant ainsi alalyse cellulaire.

L’'isolat S5T2H1 par contre est sensible a la Vancomycine, ce dernier est un
antibiotique de la famille des glycopeptides, au méme titre que les B-lactamines, inhibitrices
de la synthése du peptidoglycane de la paroi bactérienne. Mais, du fait de son poids élevé, elle
ne peut pas emprunter les porines de la membrane externe des Gram négatifs. Son spectre
d’action touche donc uniquement les Gram positifs. Cet isolat est égaement sensible a la
Tétracycline qui est un antibiotique de la classe des cyclines (ou tétracyclines). La
tétracycline empéche la fixation de I'aminoacyl-ARNt entrant dans le site A du ribosome.
L'isolat S5T2H1 est sensible a la Ciprofloxacine qui est un antibiotique a large spectre,
habituellement efficace sur les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, les germes
atypiques (intracellulaires) et certains genres anaérobies. Elle inhibe I'ADN gyrase
bactérienne, une enzyme de la famille des topoisomérases, nécessaire a la réplication de
I'ADN de la bactérie.

Une résistance intermédiaire de I’isolat S5T2H1 est enregistrée vis avis les antibiotique ;
Erythromycine E15, Oxacycline OX5, et laPristinomycine PT15.

Actuellement, la détermination de nouvelles espéces de microorganismes s effectue non
seulement par des méthodes phénotypiques (études morphologique et physiologique) mais
aussi par des criteres chimiques (chimiotaxonomie) et des criteres moléculaires qui s averent
étre essentiels. Ainsi, nos quatre isolats ont fait I’objet d’une éude morphologique, bio
chimique et physiologique (limitée). Il est donc impossible de confirmer |’ espéce pour tous
lesisolats, ace stade d’ étude.

Remarque:

Les résultats obtenus suite al’ étude taxonomique desisolats : S2T2H1, S5T2H1,
S7T2H1et S29T3J31 sont résumés en tableaux XX, XXI, XXII, XXIII, XXIV, XXV et
XXVI (annexe XI).
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L'incidence de la multi résistance aux antibiotiques est en constante augmentation et
elle est devenue une préoccupation mondiale. Les antibiotiques ont éé parmi un large
éventail d'activités de recherche de métabolites bioactifs les plus étudiés a travers I'histoire. I
ya un besoin urgent de nouveaux meédicaments efficaces contre les agents pathogénes
résistants aux antibiotiques actuels et contre les pathogénes opportunistes.

La recherche de méabolites secondaires actifs produits par des isolats de
I'environnement, tels des micro-organismes peu explorés, pourrait étre une nouvelle source
pour découvrir de nouveaux composés bioactifs. Une attention particuliere est actuellement
accordée al'isolement et la caractérisation des Streptomyces d’ habitats mal explorés compte
tenu des prémices que le criblage de ces microorganismes annonce la perspective de
découvrir de nouveaux produits naturels qui peuvent étre développé comme ressource
biotechnologique (Bredholt et al., 2008;. Eccleston et al., 2008).

Les objectifs vises par ce travail, étaient I'isolement et la sélection de souches
d’ actinomyceétes issus d’un environnement peu exploité ; le milieu marin. L’ investigation de
leurs activités antibiotiques et enzymatiques, et un essai de caractérisation des isolats les plus
actifs.
Ces isolats ont étéisolés apartir d échantillons de sediments marins prélevés de quelques
plages de la cote ouest de Bgaiaque sont : les plages de Tazeboujth, Saket, Cap Sigli etle
port de péche de TaaYelef.

Nous avons traité nos échantillons par cing méthodes différentes qui sont ; la technique
d’ estampillage, dilutions suivies par un traitement thermique modéré, par dilutions sans
traitement , avec enrichissement, et avec traitement antibiotique (antifongique) et nous avons
ensemence les échantillons aingi traités sur 11 milieux de cultures ,du moins riche en matiére
organique (milieu NPS) au plus riche (SCA) ,cela afin d augmenter nos chances d'isoler le
maximum de souches d’ actinomycetesils s agit de; SCA selon ( Poosarla et al.,2013), M2
selon (Mincer et al.,2002), SCA sdlon (Sudha et al., 2012), du milieu NaST21Cx
(Magarvey et al.,2004), M2 selon ( Zhang et al., 2002), M1, M2 et M3 selon ( Gontang
et al., 2007), NRS ,NPS et SMP selon (Jansen et al.,2005). Ce qui, hous a permis d’isoler
45 isolats de morphologie caractéristique des actinomycetes. Le maximum d'isolats a été

obtenu avec le milieu SCA ( Poosarla et al.,2013) par dilutions sans traitement (15 isolats).
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Par la suite, seules 18 isolats ont été retenus sur labase du nombre de jours d’incubation
inferieur al5, afin de tester leurs activités antibiotiques et enzymatiques.

L’ activité antibactérienne des isolats sectionnés a été faite par la technique des cylindres
d’agar contre 4 bactéries pathogénes a Gram positif : Staphylococcus aureus : ATCC25923,
SARM : ATCC43300, Listeriainnocuea: CCIP 74915, Bacillus subtilis ; ATCC 6633 et
contre 5 bactéries pathogénes a Gram négatif : Escherichia coli ; ATCC 25922, Klebsidla
pneumoniae ; ATCC, Pseudomonas aeruginosa ; ATCC 27853, Enterococcus feacalis et
Proteus sp.

Lesrésultats de cetest ont montré que parmi les isolats d’ actinomycétes testées , quatre
d entre-eux (S2T2H1, S5T2H1, S7T2H1, S6T2H1) soit 22% sont actifes sur la totalité des
souches test a Gram positif (S. aureus, SARM , E. faecalis B. subtiliset L.monocytogenes )
alors, que deux souches seulement a Gram négatifs( E. coli, P. aeruginosa) se sont avérées
sensibles aux 18 isolats testés.

Ceci est du eu faite que les bactéries Gram négatives sont intrinsequement plus résistantes
aux antimicrobiens que les organismes a Gram positif, ce qui a éé attribué a I'exclusion
combiné de composeés antimicrobiens par la double barriere de la membrane et |’ efflux
transmembranaire présent dans ce groupe de microorganismes (Zgurskaya et Nikaido,
2000).

Les résultats de tests d' activité antifongiques fait par la technique des cylindre d'agar vis
avis les moisissures; Asp. niger ;939N, Asp.carbonarius; A731C, Asp. flaveus; NRRL
Asp. Ochracius; NRRL3174, Asp. parasiticus;CB5, Muc. rammanianus; NRRL 1829
Fus.polyferatum; ENS, et B. cinerea (Laboratoitre de Mycologie) et contre la levure
Candida albicans d' origine clinique, montre que 50% (9 isolats) des isolats testés possedent
une activité antifongique vis-a-vis d’au moins un germe cible. L’isolat ayant le spectre le plus
large est S5T2H1. Celui-ci est actif contre les 5 moisissures (Asp carbonarius, Asp.
ochraceus, Muc.ramanianus, F..polyferatum ,et B.cinerea ) et contre lalevure C.albicans.

Au total, nous avons réussi a mettre en évidence I'activité antibactérienne et/ou
antifongiques de 14 isolats d’ actinomycetes marins par la technique des cylindres d’agar a
I’égard de 8 bactéries, 8 moisissures et une levure. Quatre isolats (SIPHMR, S56T3J31,
S28T3J31, S1T3J31) n’ont montré aucune activité antibiotique.

Les isolats ayant montré le spectre d'activité le plus large (spectre antibactérien et
antifongique) sont : I'isolat S5T2H1 (le plus performant), S6T2H1, S7T2H2 et S29T3J31.
Cesderniersont fait, en sus, I’ objet d’une mise en évidence de leurs activités enzymatiques a

savoir ; I’ activité cellulasique, xylanasique, et L- asparaginasique. Les résultats obtenus ont
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montré que S5T2H1 et S7T2H1 produisent alafois les trois enzymes cellulase, xylanase et
L-asparaginase, Cette propriété est confirmée par plusieurs travaux antérieurstels que I’ éude
de Leon et al., (2007) qui ont isolé de nombreux actinomycétes dans les sédiments marins de
la cOte centrale du Pérou avec des activités enzymatiques multiples.

L’'isolat S5T2H1 a été retenu sur la base des tests précédents vue son potentiel
important de production de métabolites bioactifs. Par ailleurs, plusieurs auteurs ont relevé
gue la production des antibiotiques sur les milieux solides peut ne pas se faire sur milieux
liquides. De ce fait un suivi de la cinétique de production des antibiotiques sur le milieu
liquide SCA (milieu d'isolement) a été effectué en utilisant deux germes cibles sensibles aux
substances produites par notre isolat et que sont Staphylococcus aureus et Botritys cinerea.
Les résultats obtenus ont montré gque cette souche est capable de produire les antibiotiques sur
ce milieu, ce qui nous a poussés a déeterminer le meilleur milieu de culture qui va permettre
une production et une croissance maximale de I’ isolat sélectionné.

Cing milieux de culture préconisés dans la littérature scientifique pour la production des
substances antimicrobiennes qui sont: MSA, 1SP2, GYEA Bennett et SCA sont étudiée.
D’ apres les résultats obtenus, on a remarque que le bouillon SCA donne de grandes zones
d’inhibition ( moyenne 30 mm), apres seulement 3 jours d'incubation et pendant une
période maximale de 11 jours pour le test d’ activité antibactérienne vis avis S aureus et le
méme milieu ( SCA) nous a permit d’ aboutir a une activité antifongique importante a I’ égard
de B.cinerea. Ces résultats nous ont amené a retenir ce milieu pour la production des
substances bioactives. Le meilleur milieu pour la production de la biomasse semble étre le
GYEA qui nous a permit d’ obtenir un maximum de poids sec soit : 105 mg/ml au bout des 8
leme et 9'®™ jour d'incubation. Nous concluons alors que les conditions permettant une
croissance cellulaire rapide et la production de la biomasse sont différentes des conditions de
production de métabolites, comme I'aobservé Audhya Russell (1974) et Miao et al. (2006).

Une caractérisation morphologique (macro et micromorphologie) nous a permis de
rattacher les isolats sélectionnés, S2T2H1, S5T2H1, S7T2H1 et S29T3J32 au genre
Streptomyces .L’ éude physiologique effectuée sur ces derniers, nous a permis de déterminer
les différences quant al’ utilisation et 1a dégradation des composeés organiques utilises.

Dans un travail ultérieur, il serait judicieux de purifier et caractériser les substances

produites et d'identifier |es germes producteurs.
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< Annexel

Tableau XI : Les meilleurs milieux de culture utilisés pour I’isolement des actinomycétes
marins a partir de sédiments marins (Uzdl et al., 2012).

Lemilieu Composition chimique Référence
deculture
M1 Amidon 10 g, extrait de levure 4 g, peptone 2 g, agar 18 g ,1 litre d'eau de mer | Zhang et al., 2006;
naturelle. Abdelmohsen et al., 2010
M2 Glycerol (100%) 6 ml, argininel g, K,HPO, 1 g, MgSO, 0,5 g, agar 18 g, | litre | Zhang et al.,2006;
d’eau de mer naturelle. Zhang et al.,2008
M3 Peptone 2 g, asparagine 0,1 g, propionate de sodium 4 g, K,HPO, 0,5 g, MgSO, | Zhang et al., 2008
0,1 g, FeSO,, 0,01 g glyceral,5 g, NaCl 20 g, 1 litre d'eau distillée.
M3 KH,P0, 0,466 g, Na,HPO, 0,732 g, KNO; 0,10 g, NaCl 0,29 g, MgSO,,7H,0 0,10 | Colquhoun et al.,1998
g, CaCO; 0,02 g, propionate de sodium 0,20 g, FeSO, 7H,0 200 pg, ZnSO,4,7H,0 | Maldonado et al., 2005b
180 pg, MnSO,, 4H,0 20 pg, agar 18 g, thiamine HC1 4 mg ,1 litre d’eau de mer
naturelle.
M4 Chitine 2 g, agar 18 g et 1 litre d'eau de mer naturelle. Mincer et al., 2002
M5 Agar 18 g et 1 litre d'eau de mer naturelle. Mincer et al., 2002

Glucose-yeast-malt
extract agar (1SP2)

Glucose 4 g, extrait de levure 4 g, extrait de malt 10 g, agar 15 g, 1 litre d'eau de
mer naturelle.

Montalvo et al., 2005
Maldonado et al., 2009
Abdelmohsen et al., 2010

Marine sponge agar
(MSA)

Raffinose 10 g, L-histidine 1 g, sulfate ferreux 0,01 g, phosphate d'hydrogene
dipotassique 1 g, carbonate de calcium 0,5 g, agar 15 g, chloride de sodium 20 g,
extrait de sédiment ,100 ml eau bidistillée 900 ml.

Gandhimathi et al., 2008

M2 (Nps)b Agar 8 g, NPS (nutrient poor sediment extract) 100 ml, I’ extrait NPS a éé préparé | Jensen et al., 2005
par lavage de 900 ml de sable collecté d'une plage avec 500 ml de I'eau de mer.
Agar 8 g, NRS (nutrient rich sediment) 100 ml, I'exrait de NRS a été préparé en | Jensen et al., 2005

(N Rs)b utilisant 300 ml de sédiments prélevés a marée basse d'un canal de mangrove.

(SM |:>)a Agar 8 g, mannitol 500 mg, peptone 100 mg,1 litre d’ eau de mer naturelle. Jensen et al., 2005
Solution A (750 ml d'eau de mer artificielle contenant K,HPO, 1 g et Bacto Agar

NaST21Cx agar 10 g) et solution B (250 ml d’'eau de mer artificielle contenant KNO3 1 g, MgSO, | M agarvey et al., 2004

19, CaCl, 2H,0 1 g, FeCl; 0,2 g et MnSO, 7H,0 0,1 g). Les solutions A et B sont
autoclavées séparément, mélangées et supplémenté avec 1 ml de solution d'oligo-
élément.

Raffinose histidine

Raffinose 10 g, L-histidine 1 g, K,HPO, 1 g, MgSO, 5H,0 0,5 g, FeSO, 0,01 g,

agar (RH) agar 15 g,1 litre d’eau de mer naturelle. Maldonado et al., 2009
Sponge agar (SA)d Raffinose 10 g, L-higtidine 1 g, FeSO, 7H,0 0,01 g, K,HPO, 1 g, CaCO; 0,02 g, | Selvin et al., 2004
MgSO,7H,0 0,5 g, agar 15 g, NaCl 20 g et 10% d'extrait aqueux ou organique
d' éponge. L’extrait aqueux de tissu éponge a été préparé dans un tampon
phosphate (PBS) et il a été stérilisé par filtration. L’ extrait organique a été préparé
a partir du tissu d’éponge par des extractions successives avec de I'hexane et de
dichlorométhane et de méthanol (1: 1). L'extrait combiné a été concentré dans un
évaporateur rotatif sous vide a40° C.
Starch—casein— Amidon soluble 10 g, caséine 0,3 g, K;HPO, 29, KNO; 2 g, NaCl 2 g, | Maldonado et al., 2005b
nitrate MgSO,.7H,0 0,05 g ,1 litre d’ eau de mer naturelle.
Starch—casein— Amidon soluble 10 g, caséine0, 3 g, K,HPO, 2 g, KNO; 2 g, NaCl 2 g, MgSO, | Maldonado et al., 2005b

nitrate agar (SCN
agar)

7H,0, 0,05 g, CaCOs 0,02 g, FeSO, 7H,0 0,01 g, agar 15 g, 1 litre d’eau de mer
naturelle.

Starch-yeast
extractpeptone—
seawater
(SYP-SW) agar

Amidon 10 g, extrait de levure 4 g, peptone 2 g, I’eau de mer artificielle, 33,3 g,
agar 15 g,1 litre d eau de mer naturelle.

Kennedy et al., 2009
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La plupart des milieux disolement sont complétés avec des antibiotiques sélectifs afin
d éviter les contaminations par |es champignons et |es bactéries.

e Plus souvent, les antifongiques utilisés sont : la cycloheximide (10-100 ug.ml™, la
nystatine (25-50 ug.ml™), I'amphotéricine B (30 ug. ml™), et K»Cr,07 (50 ug. mi™).

e Les antibiotiques antibactériens utilisés sont les suivants; la novobiocine (25 ug.ml™),
I'acide nalidixique (10-25 ug .ml™), et larifampicine (5ug.ml™).

e Ces composes antifongiques et antibactériens peuvent étre utilisés dans différentes
combinaisons:

a-actinomycetes marins facultatifs.
b-pour actinomycetes marins obligatoires.
c-spécialement pour actinomycetes (mycolate).
d-désignés pour les actinomyceétes endophytes des éponges.
e- pour |'isolement des actinomycétes rares.
e La composition chimique des milieux de cultures utilisés pour isolement des
actinomycetes dans cette étude est ;

1-Selon (Amayalay et al., 2012)

e MilieuM1:18gagar et llitre d’ eau de mer.
e MilieuM2:18 g agar, 0,5 g mannitol et 1 litre d eau de mer.
e Milieu M3:18 g agar, 1,0 g amidon, O, 2 g bactopeptone, 0,4 g extrait de levure et 1
litre d’ eau de mer.
2-Selon (Jensen et al., 2005)

Les milieux de culture utilisés sont : NPS, NRS, SMP (tableau XI).
3-Selon (Mincer et al., 2002)

Le milieu d'isolement est M2 : 6 ml of 100% glycerol, 1 g d’ arginine, 1 g de K;HPO,4, 0,59
de MgSO,, 18 g d’agar et 1 litre d eau de mer naturelle.

4-Selon (Poosarlaet al., 2013)

Le milieu d'isolement est SCA: amidon 10, caséine 0,3, KNO3 2, NaCl 2, K,HPO, 2, MgSO,
7H,0 0,05, CaCO3 0,02, FeSO,4 7H,0 0,01 et |’agar 18) , 1litre d’ eau de mer 50% (50% eau
de mer et 50% eau distillée).

5- Selon (Sudha et al., 2012)

Le milieu d'isolement est SCA : 10g d'amidon soluble, 1g de la caséine ,18g d’ agar et 1litre
d’ eau de mer 50%.
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6- Selon (Magarvey et al., 2004)

Lemilieu d’'isolement est le milieu NaST21Cx (tableau XI).
7-Selon (Zhang et al., 2006)

Lemilieu d'isolement est M 2 (tableau XI ).

% Annexe |l : Composition chimique des milieux de culture utilisés pour le test
d’ activité enzymatique (pour 1 litre d’ eau de mer 50%).

e L’activitécelulasique

La composition du milieu de cultures (g/l) est: CMC 7; NaNO3 1.2 ; KH,PO,4 3.0 ; K;HPO,
6.0 ; MgSO,,7H,0 0.2 ; CaCl, 0.05 ; MnSO,4,7H,0 0.01 ; Zn SO4,7H,0 0.001, extrait de levure
1.0 ; NH4CI 2; NaCl 2.

e L’activitéxylanasique
La composition du milieu de cultures (g/l) est : (g/l) xylan 7 g/l, extrait de levure 2 g/l, NaCl 2.5
g/l, NH.Cl 5 g/l, KH,PO, 15 g/l, Nap;HPO, ,30 g/l, MgSO4- 7H,0 0.25 g/l et I’ agar 15 g/l

e L’activité asparaginase (Czapek Dox)

La composition du milieu de cultures (g/l) est 6.0 g NapHPO,-2H,0; 3.0 g KH,PO,4; 0.5 g
NaCl; 5.0 g L-asparagine; 0.5 g MgS0O,.7H20; 0.014 g CaCl,.2H,0; 2.0% w/v glucose; et
20.0 g d'agar et 0,0001 g de rouge de phénol comme indicateur de pH.

% Annexe IIl: Composition chimique des milieux de culture liquide testés pour
choisir lequel permet une meilleure production d’antibiotique et de croissance de
I"isolat SST2H1.

e Lemilieu SCA (Poosarlaet al., 2013) : (annexel.)
e Lemilieu MSA Milieu synthétique a base d’amidon (MSA) : 0,2 % (NH,4),SO4; 0,02

% MgSO,, 7H,0; 0,05 % KH,PO,; 0,1 % K,HPO4; 0,2 % NaCl, additionné d'amidon (0,5

%)

e Milieu ISP2: Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g ; extrait de malt: 10 g, agar.

e Milieu Glucose-Yeast Extract-Agar (G.Y.E.A) : Extrait de levure: 10g; glucose : 10g.

e Bennett : Glucose 10 g, extrait delevure 1 g, caséine 2 g, extrait de viande de boeuf
1g.

Remarque: ces milieux de cultures sont préparés avec 1litre d eau de mer 50% (50% eau de
mer et 50% eau distillée).
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s Annexe 1V : Composition chimique des milieux de culture utilisés pour |’ étude
taxonomique des isolats d' actinomycetes S2T2H1, S5T2H1, S7TT2H1, S29T3J31.
1. Etude mor phologique

1 K

Les milieux ISP ont été préconisés lors de I’ “International Streptomyces Project” (Shirling et

Gottlieb, 1966).
1.1. Lemilieu ISP1: Tryptone: 59 ; extrait delevure: 3g; agar : 159 ; llitre d’ eau de mer 50%.

1.2. Lemilieu I1SP2 :Glucose: 4 g ; extrait de levure: 4 g ; extrait de malt: 10 g, agar: 20 g; 1litre
d’ eau de mer 50%.

1.3. Le milieu ISP3: Farine d’avoine : 20 g ; solution saline standard : 1 mL ; agar: 20 g ; 1litre
d eau de mer 50%.

* Solution saline standard: FeSO,4, 7H,0: 0,1 g, MnC1,, 4H,0: 0,1 g, ZnS0Oy, 7TH,0: 0.1 0.

1.4. Lemilieu 1SP4 : Amidon: 10 g ; KoHPO,4: 1 g; MgSOy, 7TH,0: 1 g; NaCl: 1 g; (NH4)2SO,: 2
g; CaCOgs: 2 g; solution saline standard (voir ISP3) : 1 ml ; agar : 20 g; 1litre d’ eau de mer 50%.

1.5. Lemilieu 1SP7 (Production de pigments mélanoides) : Glycérol: 15 g ; L-tyrosine: 0,5
g; L-asparagine: 1 g ; K;HPO4: 0,5 g ; MgS0,,7H,0: 0,5 g ; NaCl: 0,5 g ; FeSO,, 7H,0: 0,01
g; solution saline standard (voir ISP3): 1 mL ; agar: 18 g ; 1litre d’ eau de mer 50%.

1.6. Le milieu 1SP9 : (NH4), S04 2,649 ; KH,PO, : 2,389 ; K:HPO, : 5,65g; MgSO,, 7H.0 : 1g;
Solution saline* : 1 ml; 1litre d eau de mer 50% ; agar : 20g.Solution saline: CuSQO,, 5H,0: 0,64g;
FeSO,, 7H,0: 0,11 g; MnC1,, 4H,0: 0,79 g; ZnSO,, 7H,0: 0.15 g; eau distillée : 1000 ml.

1.7. Lemilieu Glucose-Yeast Extract-Agar (G.Y.E.A) (annexelll)

1.8. Lemilieu Muller Hinton (MH) ; extrait de viande 2 g,,Hydrolysat acide de caséne 17,5
g.,amidon 1,5 g, Agar 10 g; 1litre d’ eau de mer 50%.

1.9. Le milieu M2 de WILLIAMS (Williams et Kuster, 1964) : Amidon 10g, caséne 0,3,
KNOs 2g, NaCl : (50/75g),K2HPO4 2g, MgSOa4, 7H20 0,059, CaCO3z 0,029, FeSOas, 7H20
0,01g, glucose: 1g,1 litre d eau de mer 50%.

1.10. Le milieu GLM : Extrait de malt 3g, extrait de levure 3g, peptone 5g, glucose 10 g,
agar 20g, 1litre d’ eau de mer 50%.

1.11. Le milieu Czapeck : NaNO3 3,0 g, MgSO, 7H,O 0,5g, KCI 0,5 g, FeSO, 7H,0O 0,01
g, KoHPO4 1,0 g,saccharose 30,0 g, agar 15,0 g ; 1litre d’ eau de mer 50%.

1.12. Le milieu de gélose nutritive: Extrait de levure.2, extrait de viande 1, peptone 5,
NaCl . 5 ,agar 15;1litre d' eau de mer 50%.

1.13. Lemilieu Bennett (annexelll)

1.14. Milieu OGA : Extrait de levure5,0 g, Glucose, 20,0 g,oxytétracycline., 0,1 g agar
bactériologique. 15,0 g ; 1litre d’ eau de mer 50%.
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1.15. —gélose al’extrait de malt (GEM) : Extrait de malt, 30,0 g, agar bactériologique, 15,0
g; litre d eau de mer 50%.

2. Etude physiologique
2.1. Laproduction de pigments mélanoides: milieu 1SP7 (annexelV)
2.2. Dégradation des glucides et dérivés: milieu | SP9 (annexe V)

2.3. Dégradation del'amidon (Marchal et Bourdon, 1987) : 10 g d’amidon dans 100 ml de
gélose nutritive. Une solution de lugol permet de mettre en évidence la dégradation.

2.4. Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1987) : 4 g de gélatine dans 100 ml
de gélose nutritive.

2.5. Dégradation du tween 80 (Sierra, 1957) : Tween 80 : 10 ml ; NaNOs : 1 g ; extrait de
levure : 5 g; solution saline: 50 ml ; CaC1,, 2H,0: 0,1 g ; 1litre d’ eau de mer 50% ; agar : 18
g.*Solution saline: K,HPO4: 0,25 g ; MgSO,4, 7H,0: 0,125 g ; NaCl: 0,125 g ; FeSO,, 7H0:
0,0019g;MnSO,4:0,001q9; eaudistilléeg.s.p. 50 ml.

Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis coul ées en boites de Pétri stériles.
2.8. Dégradation des selsde sodium (Gordon et al., 1974)

Sd de sodium (acétate, citrate, oxaate): 2 g, NaCl: 2 g ; MgSQO,, 7H,0: 0,2 g ;
(NH4)2HPO4: 1 g ; KH,PO, : 0,59 ; agar: 15 g ; rouge de phénol a 0,04% : 20 ml. 1L
d eau de mer 50%.

2.6. Dégradation de la tyrosine, (Goodfellow, 1971 ; Gordon et al., 1974 ) :0,4 g de
tyrosine est suspendu dans 10 ml d’eau distillée et stérilise. La suspension est gjoutée a 100
ml de gélose nutritive stérile pH 7,5 et maintenue en surfusion a 50°C.

2.7. Dégradation dela caséinedu lait (Gordon et al., 1974)

10 g de lait en poudre écrémé sont dissous dans 100 ml d'eau distillée (pH 7,5), puis sté&rilisés a
I”autoclave. 100 ml d' eau distillée (pH 7,5) contenant 3,6 g d’ agar sont parallélement autoclavés.
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< AnnexeV

Tableau X1 : Caractéres morphologiques de quelques isolats actinomycétes isolés.

e En gras sont indiquées les 18 isolats d’ actinomycetes testées.

L’isolat Le code | Couleur du Couleur du Pigments Aspect de la
attribué mycélium aérien mycélium du substrat | Solubles colonie
S2T2H1 A Jaune Blanc -
S5T2H1 B Jaune Blanc -
S/T2H1 C Jaune Blanc -
S6T2H1 D Jaune Blanc -
S1IPHmr E Orange Orange -
S56T3J31 F Marron Blanc -
S37T3J31 G Blanc Beige -
S57T3J31 H Beige Blanc -
S1IPK mr I Bleu Bleu -
S29T3J31 J Vert Blanc -
S28T3J31 K Blanc Beige -
S1T3J31 L Orange Blanc -
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Tableau XI1 (suite)

S3T3I1 M Marron Blanc Violet
S5T3I1 N Marron blanc Marron
S6T3I1 O Jaune Blanc -
SIT2Kmr P Jaune Blanc -
S2T311 Q Jaune Blanc -
HAT3I1 R Jaune Blanc -
S1T2H1 u Blanc Gris -
HAcap2H1 W Marron Noire Marron
S2cap2Hmr | Y Marron claire Orange Marron
SHAT3331 z Orange Blanc -
S7T311 AA Vert Blanc Marron
S54T3131 AB Blanc Beige -
HAT2H1 AC Jaune Blanc -
S38T3331 AD Marron Blanc -
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Tableau XI1 (suite)

S32T3J31 AE Bleu-vert - Marron
S31T3J31 AF Marron vert - Violet
verdétre
S30T3331 AG Marron - Rose
S2T3331 AH Orange Blanc -
S1Cap2H Al Rouge Rose -
S6Cap2H1 AJ Orange Beige -

% Annexe VI : Représentation de nombre d’isolats d’ actinomycetes isolés en fonction
de sites d’isolement, le milieu de culture utilisé et le traitement effectué (tableau
X111, X1V, et XV respectivement.)

Tableau X111 : Nombre d'isolats d’ actinomycétes en fonction de sites d’isolement.

Lesite de prélévement Nombre d’isolats
Tazeboujth 21

Cap sigli 15

Le port de péche (Talayelef) 2

Saket 0
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Tableau X1V : Nombre d’isolats d' actinomycetes en fonction de milieu disolement.

Nombre d’isolats Milieu d’isolement Références

15 SCA Poosarla et al.,2013
12 M2 Mincer et al.,2002

9 SCA Sudhaet al., 2012

5 NaST21Cx Magarvey et al., 2004
2 M2 Zhang et al., 2002

2 NRS Jansen et al.,2005

0 M1 Gontang €t al.,2007
0 M2 Gontang et al.,2007
0 M3 Gontang et al., 2007
0 NPS Jansen et al.,2005

0 SMP Jansen et al.,2005

Tableau XV : Nombre d'isolats d' actinomycetes en fonction de la technique d'isolement.

Technique d'isolement Nombred’isolats
Technique d’ estampillage 0

Des dilutions suivies par traitement thermique 14

Des dilutions sans traitement thermique 24

Avec enrichissement 5

Avec addition d’ antifongique 2
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« Annexe VIl : Résultats de test d’activité antibactérienne d’isolats d’ actinomycetes

testés par latechnique des cylindresd’ agar.

Tableau XVI: Résultats de test d’ activité antibactérienne des d'isolats d’ actinomycétes testés

par latechnique des cylindres d’ agar.

Diamétre de la zone d'inhibition (mm + 0,025)
L es bactéries a Gram positif Les bactéries a Gram négatif

Ces 1s0las|S SARMTL. E. B.subfilis [E.coli [K.pneumoniae [ P.aeruginosa P.sp
test aureus monocytogenes | fécales

S2T2HI 18 15 19 12 20 0 0 20 0
S5T2HT 35 30 28 30 28 0 0 24 0
STT2HI 30 22 23 26 23 0 0 23 0
S6T2HI 32 23 22 28 20 0 0 20 0
SIPHMI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S5613J31 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S29T3331 15 14 15 14 26 0 0 28 0
SH/713J31 0] 0] 0] 0] 0] 42 0] 0] 0]
SIPKmr 0 1T 0 0 14 33 0 0 0
S37T3331 0 0 0 0 0 20 0 0 0
S28T3331 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SIT3331 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S3T3IT 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S5TalT 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S6TalL 17 0 0 0 0 0 0 0 0
S1LT2Kmr 0] 0] 0] 0] 23 0] 0] 0] 0]
S2T3IT 0 0 0 10 0 0 0 0 0
SATIIT 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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« Annexe VIII : Résultats de test d’activité antifongique d’actinomycetes testés par
latechnique descylindresd’ agar.
Tableau XVII : Résultats de test d activité antifongique d'isolats d actinomycetes

testés par latechnique des cylindres d’ agar.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm + 0,035)

Lesisolats test As. As. niger As. M. F.
As As.faviaveu | Ochracius parasiticus| rammanianus | polyferatum

Carbonarius S

cinerea

S2T2H1 0

S5T2H1 20

[EEN
w

S/T2H1 15

S6T2H1

[EEN
N

S1PHmMr

S56T3J31

S29T3J31

S5/T3J31

S1PKmr

S37T3J31

S28T3J31

S1T3J31

S3T311

S5T311

S6T3l11

SI1T2Kmr

S2T311
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Annexes

% Annexe | X : Représentation des photographies de teste d’ activité antibactérienne sur
milieu solide par méthode de disque d' agar des isolats S2T2H1, S5T2H1, S7T2H1 et
S29T3J31.

Tableau XVIII

milieu solide par méthode de disque d’agar des isolats S2T2H1,

S29T3J31.

. Représentation des photographies de teste d’activité antibactérienne sur
S5T2H1, S7T2H1 et

| solats

d’actinomycete

Type de ger me cible

Nom du germecible

Photographie de

zonesd'inhibition

S2T2H1, S5T2H1
et S7T2H1

Bactéries Gram Staphylococcus aureus
positif
SARM
Listeria innocua
Bacillus subtilis
Enterococcus fécalis
Gram Pseudomonas aeruginosa
négatif
Champignons | Moisissures | Aspergilluscarbonarius
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Tableau XVI1I (suite)

Annexes

Aspergillus ochracius

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Levure Candida albicans
S29T3J31 Bactéries Gram Saphylococcus aureus
positif

SARM

Listeria innocua

Bacillus subtilis
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Tableau XVI1I (suite)

Annexes

Enterococcus fécalis

Gram Escherichia coli
négatif
Pseudomonas aeruginosa
Champignons | Levure Candida albicans
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Annexes

% Annexe X : Des photographies de résultats de la cinétique de production de des
antibiotiques par I'isolat S5T2H1 sur différents milieux liquides.
Tableau XIX : Résultats de la cinétique de production des antibiotiques par |’isola SST2H1 sur
différents milieux liquides.

Germecible Milieu de | Photographies

cultureliquide

Saphylococcus aureus | MSA

ISPII

GYEA

Benett

CSA

Botrytis cinerea MSA

ISPII

GYEA

bennett

M2
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Annexes

Annexe XI| : Etude taxonomique desisolats S2T2H1,S5T2H1, S7T2H1, S29T3J31

TableauX X : Aspect morphologique del’'isolat S2T2H1, sur différents milieux de culture.
Lapériode Le milieu | La La La La La couleur | Les Aspect de la
deculture | croissance | sporulation | couleur couleur de | de pigments colonie
d’incubation de la | Mycélium | Mycélium diffusibles
spore aérien de substrat
21 jours ISP1 ++++ ++++ Blanche Blanc Jaune _
ISP2 ++++ ++++ Grise Blanc Maron _
ISP3 ++++ ++++ Grise Blanc Maron _
|SP4 +++ ++++ Grise Blanc Jaune pal _
| SP5 +++ ++++ Grise Blanc Jaunefoncé | _
ISP7 + ++++ Grise Blanc Motard Pigment
maron
ISP9 +++ ++ Blanche Blanc Beige _ ND
GLM +++ +++ Grise Blanc Maron _
GYEA ++++ ++++ Grise Blanc Jaune _
Bennett ++++ ++++ Grise Blanc Jaune _
Czapeck ++ ++ Grise Blanc Jaune _
GN +++ +++ Blanche Blanc Jaune _
MH +++ +++ Blanche Blanc Maron _
GEM +++ ++++ Grise Blanc Maron _ ND
OGA +++ + Blanche Blanc Jaune _
SCA ++++ ++++ Grise Blanc Jaunefoncé | _
M2 ++++ ++++ Grise Blanc Jaune foncé
Williams
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TableauXXI| : Aspect morphologique del’isolat S7TT2H1, sur différents milieux de culture.

Annexes

La Le milieu | La La La La couleur | Lacouleur de | Les pigments | Aspect de la
période deculture | croissance sporulation | couleur de Mycélium diffusibles colonie
de la | Mycélium de substrat
d’incubation spore aérien
21 ISP1 ++++ ++ Blanche Blanc Jaune pale _
jours
ISP2 ++++ ++ Blanche Blanc Rose clair _
ISP3 ++++ +++ Grise Blanc Jaune foncé _
|SP4 ++++ ++++ Grise Blanc Jaune pale _
| SP5 +++ ++++ Blanche Blanc Jaune pale _
ISP7 +++ ++++ Grise Blanc Maron Pigment
maron
ISP9 ++++ _ _ _ Maron clair _
GLM ++++ ++ Blanche Blanc Creme _
GYEA +++ +++ Blanche Blanc Creme _
Bennett +++ +++ blanche rose Blanc
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Annexes

TableauXXI

Czapeck ++++ +++ Blanche Blanc Jaune clair _

GN ++++ _ _ _ Jaune _

MH ++++ _ _ _ Beije _

GEM +++ ++++ Gris Blanc Maron maron ND
OGA +++ ++++ Blanc blanc Jaune _

M2 +++ ++ Grise blanc Jaune _

WILIAMS
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Tableau XXI1 : Aspect morphologique de I’isolat S29T3J31, sur différents milieux de culture.

La|Le milieu | La La La couleur | La couleur | Lacouleur | Les Aspect de la
période deculture | croissan | sporulati | delaspore | de de pigments | colonie
ce on Mycélium Mycélium | diffusibles
d’incubati aérien de
on substrat
21 jours ISP1 ++++ +++ Blanche Blanc Marron _
ISP2 ++++ +++ Blanche Vert Jaune _
ISP3 +++ ++ Blanche gris Jaune _
ISP4 ++++ + blanche Marron Marron _
ISP5 ++++ _ _ Vert Jaune _
ISP7 + _ _ Motard Jaunepae | _
ISP9 ++ _ _ Creme Jaune _
GLM +H++ _ _ _ Vert _
GYEA ++ _ _ _ Jaunepae | _ ND
Bennett ++++ _ _ _ Vert _
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Tableau XXI1 (suite)

Czapeck ++++ ++++ Blanche Blanc Jaunepae | _
MH +++ _ _ _ Jaune _
OGA +++ ++ blanche blanc jaune _
SCA ++++ _ _ _ Jaune _
M2 ++++ _ _ _ jaune _
WILIAMS

Tableau XXI11 : Caractéristiques physiologiques des isolats S2T2H1, S5T2H1, S7TT2H1 et S29T31.

Substr at
S2T2H1 S5T2H1 S7T2H1 S29T3J31

| solat

Hydrolyse de

|I’amidon

Dégradation dela

gélatine

Dégradation dela

Tyrosine

Dégradation dela

Caséine

Dégradation de 136

tween 80




Annexes

Tableau XXIV: Utilisation des composés glucidiques et des acides aminés comme seule
source de carbone par lesisolats S2T2H1, S5T2H1, S7TT2H1 et S29T3J31.

Sucres Acide aminé

I solat
D. glucose L-Lysine
D. fructose L-Méthionine
D-Mannitol L-Glycine
D-Saccar ose L-Tryptophane
D-Xylose L-Asparagine
D-L actose L-Arginine
D-Sorbitol L-Cystéine ND
L-Arabinose L-Leucine
D-Galactose L-Proline ND
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Tableau XXI1V (suite)

D-Sucrose

ND

ND

ND

Tableau XXV : Utilisation des sels de sodium comme seule source de carbone par les isolats
S2T2H1, S5T2H1, S7T2H1 et S29T3J31.

| solat

de sodium

Acétate

sodium

de

Citratede

sodium

Oxalate

sodium

de

Tartratede

sodium

Propionate de

sodium

S5T2H1 | S2T2H1

S7T2H1 |S29T3)3
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Tableau XXVI : Sensibilité desisolats S2T2H1, S5T2H1, S7TT2H1 et S29T3J31 aux différents agents chimiques
Agent chimique

. S7T2H1 [S29T3J3
isolat S5T2H1 | S2T2H1

Phénal 0.01%

0.05%

TeIIur!te de | 0.01%
potassium

0.05%

Azide de sodium 0.001%

0.01%

Cristal violet 0.001% ND

0.01% ND

139



Annexes

Fig.42: Test de production de nitrate réductase par lesisolats S2T2H1, S5T2H1, S7TT2H1 et S29T3J31
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Résumé

Des échantillons de sédiments marins ont été prélevés a partir de quatre plages de lawilayade Bejaia. Ces
derniers ont été traités et ensemencés sur 11 milieux de culture différents. Cela a permit d’isoler 45 isolats
d’ actinomycetes. Sur la base du temps d’incubation jusqu'a maturité ,18 souches ont été choisies pour tester
leur activité antimicrobienne vis-a-vis de 4 bactéries Gram positives et 5 bactéries Gram négatives, une levure
et 8 champignons filamenteux, par la technique des cylindres d' agar. Parmi elles, 04 souches ont montré une
activité contre au moins un germe-cible étudié. L’ activité enzymatique de celles-ci  est testée par latechnique
des cylindres d agars. Deux souches: S2T2H2 et S7T2H1 ont montré des activités enzymatiques multiples;
cellulasique, xylanaiquse et asparaginasique. La souche S5T2H1, qui Sest avérée la plus performante est
sélectionnée pour mettre en évidence sa production d’antibiotiques sur milieu liquide contre S. aureus et
B.cinerea , puis pour le choix de meilleur milieu pour la production de substances actives et la croissance .
Les milieux SCA et GYEA sont avérés les plus appropriés pour la production d antibiotiques et pour la
croissance respectivement. La méme souche a fait objet d’ une caractérisation morphologique, physiologique,
biochimique, ce qui nous apermis d affilier cette souche au genre Streptomyces.

Motsclés: Actinomycétes, sediments marins, activité antibiotique.
Abstract

Marine sediment samples were collected from four near shores of Bejaia coast. These were treated and
inoculated on 11 different culture media. A total of 45 isolates of Actinomycetes were collected. On the basis
of their incubation time, 18 actinomycetes strains were retained to test their antimicrobial activity against 4
Gram positive and 5 Gram negative bacteria, yeast and 8 filamentous fungi, by the agar cylinders technique.
Among them, 04 strains showed activity against at least one target germ studied. The enzymatic activity of 04
selected strains was investigated by the agars cylinders technique. Both of strains, S2T2H2 and S7T2H1
exhibited multiple enzymatic activities; cellulase , xylanase and L-. Asparaginase. The strain S5T2H1 was
selected to study its ability to produce antibiotics on liquid medium by testing againgt S. aureus and B.cinerea .
The best medium for the production of bioactive metabolites and growth was, then determined. SCA and
GYEA media appear to alow best production of antibiotics and growth respectively. This  strain was
subjected to a morphological, physiological and biochemical characterization, that allowed us to affiliate this
strain to the genus Streptomyces.

K eywor ds: Actinomycetes, marine sediments antibiotic activity.
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