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Recherche dans les sols sahariens d’actinobactéries a activité contre Escherichia coli

Résumé

Le travail effectué a pour objectif d’isoler, a partir de sols sahariens, d'actinobactéries
productrices d'antibiotiques contre Escherichia coli. Pour cela, nous avons choisi deux
échantillons de sol prélevés a partir d’une palmeraie et d’un reg de la wilaya de Timimoune. En
utilisant un milieu a base de chitine, additionné ou non d'antibiotiques sélectifs, nous avons pu
récolter un grand nombre d'actinobactéries. Ensuite, 100 isolats ont été sélectionnés en se basant
sur des critéeres morphologiques, et apres leur purification, nous en avons obtenu que 74. Le test
de ce nombre par la méthode des stries croisées contre des souches d'E. coli sur milieu ISP2 a
révelé que 3 isolats ayant une activité contre E. coli. Ces isolats sont TR7, TR14 et TP17. Leur
étude morphologique a montré I’appartenance probable de TR7 et TR14 au genre Streptomyces
tandis que, TP17 au genre Streptoverticillium. Les résultats de la cinétique de production sur milieu
liquide étaient négatifs alors que, ces résultats sur milieu solide ont montré une activité maximale
au 2¢ jour d’incubation avec un diameétre d’inhibition de 28mm pour I’isolat TR14 et 23mm pour
I’isolat TR7. Le test d’antibiogramme de I’extrait méthanolique du milieu solide a révélé un

diamétre d’inhibition de 8 mm.

Mots clés : Actinobactérie, Escherichia coli, Activité antimicrobeinnes, Sol saharien,
Antibiotique.



Search in Saharan soils for actinobacteria active against Escherichia coli

Abstract

The work aims to isolate, from Saharan soils actinobacteria producing antibiotics against
Escherichia coli. For this purpose, we chose two soil samples taken from a palm grove and from
a reg in the wilaya of Timimoune. By using a chitin medium, with or without the addition of
selective antibiotics, we were able to isolate a large number of actinobacteria. Then, 100 isolates
were selected based on morphological criteria, and after their purification, we obtained only 74.
The test of this number by the cross-streak method against strains of E. coli on ISP2 medium
revealed only 3 isolates with activity against E. coli. These isolates are TR7, TR14 and TP17. Their
morphological study showed the probable belonging of TR7 and TR14 to the genus Streptomyces
while, TP17 to the genus Streptoverticillium. The results of the production kinetics on liquid
medium were negative whereas, these results on solid medium showed maximum activity in the
2nd day of incubation with an inhibition diameter of 28mm for isolate TR14 and 23mm for isolate
TR7. The antibiogram test of the methanolic extract of the solid medium revealed an inhibition

diameter of 8 mm.

Key words: Actinobacteria, Escherichia coli, Antimicrobial activity, Saharan soils, Antibiotics.
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INTRODUCTION




Chapitre 1 Introduction

Escherichia coli appartient au régne Bacteria, au phylum Proteobacteria, a la classe Gamma
Proteobacteria, a 1'ordre FEnterobacterales, a la famille Enterobacteriaceae, et au genre
Escherichia (Basavaraju et Gunashree, 2022). Elle est I’espéce la prédominante de la flore
aérobie-anaérobie facultative du tube digestif chez I’homme et chez de nombreuses espéces
animales. La combinaison des antigénes de surface, flagellaires et capsulaires déterminent en
théorie environ 700 000 E. coli différents. La grande majorité des E. coli appartiennent a la flore
commensale digestive et certains peuvent acquérir des facteurs de virulence particuliers et donner
soit des pathologies extra-intestinales (méningites, infections urinaires, du sang ou du systéme
nerveux central) soit des pathologies intestinales (Kurkdjian et Bingen, 2012).

E. coli, également appelée colibacille, est une bactérie asporulée qui mesure entre 2 et 4 um de
long et 0,4 2 0,6 um de large. 1l s'agit d'une bactérie allongée et fine, avec des extrémités arrondies,
qui est mobile gréace a une ciliature péritriche. Leur ciliature péritriche est utilisée pour les formes
mobiles. Des formes capsulées sont parfois observées (Avril et al., 2000).

En 24 heures, a une température de 37°C, elle se développe en produisant des colonies rondes,
lisses, avec des bords réguliers, de 2 a 3 mm de diametre, sans coloration. En général, les colonies
présentent un lactose positif dans les milieux lactosés. Dans le milieu de gélose au sang, elles
peuvent étre hémolytiques (Avril et al., 2000). Dans des conditions de laboratoire, les cellules E.
coli peuvent se développer sur un support solide ou dans un milieu de croissance liquide. Elles
peuvent se développer dans un milieu inférieur, qui contient du glucose comme source de carbone
et d'énergie, des sels d'ammonium comme source d'azote, ainsi que d'autres sels et oligo-¢léments
(Elbing et Brent, 2019). En termes de caractéristiques antigéniques, E. coli peut étre reconnu par
la présence de l'antigéne somatique O, de I'antigéne flagellaire H et de l'antigéne de surface K.
L'antigéne O se trouve dans les lipopolysaccharides de la paroi bactérienne des souches Gram
négatives, tandis que l'antigene flagellaire H est un complexe protéique qui pénetre dans la
structure du flagelle pour faciliter la migration. L'antigéne flagellaire H est un complexe protéique
qui pénetre dans la structure flagellaire pour faciliter la migration bactérienne. L'antigéne K n'est
pas toujours présent a la surface, mais s'il I'est, il empéche 1'agglutination de I'antigene O (Ricard,
1993). Ces caractéristiques facilitent la reconnaissance des bactéries ainsi que l'identification
moléculaire par les méthodes PCR, le typage de séquences multilocus (MLST), le ribotypage et le
séquencage du géne de I'ARNr 16S (Logue et al., 2017). En plus quelques-unes des méthodes

classiques utilisées, I’examen macroscopique (Rosai, 2011), et microscopique pour le diagnostic
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(Boudellaa et Bougattoucha, 2010); et la galerie biochimique pour l'identification (Koneman et
al., 1997).

Méme si la plupart des souches d'Escherichia coli sont commensales bénéfiques, certaines
d'entre elles sont liées a des pathogénicités intestinales ou extra-intestinales trés variées chez I'étre
humain (Montet, 2009), ainsi une meilleure adaptabilité et compétitivité peut encourager et
favoriser la colonisation intestinale de bactérie et l'infection extra-intestinale par E. coli
(Leimbach et al., 2013). De plus, elle présente une résistance a divers antibiotiques tels-que
amoxicilline, amoxicilline + acide clavulanique, ticarcilline et céfazoline (Paterson et Bonomo,
2005).

Les pathogénes d'E. coli sont classées en deux grandes catégories de pathotypes (ou pathovars)
: les E. coli pathogeénes intestinaux (InPEC, pathogéne E. coli intestinal) et extra-intestinaux
(ExPEC, pathogene E. coli extra-intestinal).

1- E. coli pathogenes intestinaux:

Les souches d’E.coli pathogenes intestinales (InPEC) peuvent étre regroupées en six catégories

- E. coli entérotoxinogéne (ETEC)

Les E. coli entérotoxinogenes (ETEC), fréquemment associées a la ‘diarrhée du voyageur’, sont
des souches produisant des entérotoxines : toxine thermosensible (toxines LT), et/ou toxine
thermostable (toxines ST). Lors de la colonisation de I’intestin, les entérotoxines provoquent la
diarrhée. Les infections aux ETECs sont principalement trouvées chez les voyageurs, les
nourrissons et les enfants dans les pays en voie de développement. Elles peuvent aussi étre trouvées
chez les animaux d’élevage (Kaper et al., 2004)

- E. coli entéropathogéne (EPEC)

Les E. coli entéropathogénes (EPEC) provoquent, elles aussi, des diarrhées de type persistantes.
Toutefois elles ne produisent pas d’entérotoxine. Ces souches sont capables de s’attacher aux
cellules intestinales et de réarranger le cytosquelette. Les EPECs provoquent principalement des
gastro-entérites infantiles dans les pays développés (Clarke, 2003).

- E. coli entéro-invasive (EIEC)

Les E. coli entéro-invasives (EIEC) provoquent des diarrhées aqueuses et parfois la dysenterie.
L’infection se fait dans la muqueuse du colon, les bactéries I’envahissent et se multiplient de fagon

intracellulaire. Les EIECs sont similaires a la bactérie Shigella (Pasqua et al., 2017).
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- E. coli entérohémorragique (EHEC)

Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont associées aux colites hémorragiques et au
syndrome urémique hémolytique (HUS) provoqués par la production de Shigatoxines (Stx). Les
EHECs peuvent aussi provoquer une défaillance rénale. Les toxines inhibent la synthése des
protéines et provoquent la mort cellulaire. Les EHECs sont surtout trouvées chez les enfants, mais
aussi dans la flore normale bovine. Les EHECs provoquent ce qu’on appelle la “maladie du
hamburger” (Kaper et al., 2004).

- E. coli enteroaggrégative (EAEC)

Les E. coli enteroaggrégatives (EAEC) causent des diarrhées aigiies et persistantes chez les
adultes et les enfants. Les EAECs sont présentes, aussi bien dans les pays en voie de
développement que dans les pays développés. Les EAECs colonisent le colon et y sécrétent des
entérotoxines et des cytotoxines (Kaur et al., 2010).

- E. coli adhérentes invasives (AIEC)

Les E. coli adhérentes invasives sont majoritairement associées a la maladie de Crohn. Cette
maladie est responsable d’infections importantes dans I’intestin. Les AIECs sont capables
d’adhérer fortement aux cellules épithéliales de I’intestin et de les envahir. Le mécanisme impliqué
dans ces actions consiste en la polymérisation de microtubules et le recrutement d’actine. L’action
des bactéries induit une sécrétion inflammatoire de cytokine. Les AIECs sont aussi capables de
survivre et de se répliquer dans des macrophages : ce qui induit une importante sécrétion de TNF-
o (Agus et al., 2014).

2- E. coli pathogenes extra-intestinaux

Les E. coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC), ne sont pas associés aux infections quand
ces souches se trouvent dans le tractus intestinal. Cependant lorsqu’elles colonisent des tissus hors
de I’intestin, elles peuvent causer des infections importantes (Johnson and Russo 2002). Les
ExPECs peuvent étre regroupées en quatre categories

- E. coli uropathogénes (UPEC)

Les E. coli uropathogenes (UPEC) sont responsables de 80 % des infections des voies urinaires
(UTT) soit environ 400 millions cas et 230 000 morts en 2019 dans le monde. Les UPECs touchent
particulierement les femmes de tout age. Environ 60 % des femmes souffrent d’une UTI au moins
une fois dans leur vie, et 25 % d’entre elles auront une récidive. Les UTIs se produisent lorsqu’il

y a contamination de la région urogénitale par la flore fécale. Les bactéries peuvent atteindre la
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vessie et provoquer une cystite aigu€ ou infecter les reins et provoquer une pyélonéphrite aigué.
Dans certains cas les UTIs peuvent mener a une septicémie (Whelan et al., 2023).

- E. coli associées a la septicémie (SEPEC)

Ces souches provoquent non seulement des infections urinaires simples, mais également
d'autres maladies dangereuses telles que la bactériémie ou la septicémie (Jama-Kmiecik ez al.,
2020).

- E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC)

Les E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC) provoquent des méningites chez les
nouveau-nés, 15 a 40 % des nouveau-nés atteints décédent. Bon nombre des survivants souffrent
de défauts neurologiques graves. Les bactéries sont transportées par voies hématogenes (Kaper et
al., 2004).

- E. coli pathogenes aviaires (APEC)

Les E. coli pathogenes aviaires (APEC) affectent les voies respiratoires de la volaille. Elles
peuvent aussi causer des péricardites et des septicémies (Kaper et al., 2004).
La transmission des pathogenes des E. coli survient majoritairement lors de la consommation
d’aliments contaminés. Le réservoir naturel d’E. coli étant principalement le tube digestif des
bovins, les produits alimentaires concernés sont généralement la viande crue ou insuffisamment
cuite, les produits laitiers au lait cru, et plus rarement les produits végétaux crus. La contamination
peut également survenir lors de la traite ou I’abattage de ces animaux. Les matieres fécales des
ruminants présents dans le sol et dans 1’eau sont aussi une source possible de contamination. La
transmission interhumaine de E. coli est également possible, mais elle survient plus rarement. Dans
la majorité des cas, elle s’observe en milieu familial ou dans des collectivités (créches par
exemple).
Les adhésifs, les toxines et les enzymes hydrolytiques sont des facteurs qui accroissent la capacité
des bactéries a infecter leurs porteurs (Brugere et al., 2013).
Les symptomes provoqués par E. coli par exemple (E. coli entérohémorragiques) apparaissent
entre 3 et 4 jours Il s’agit de douleurs abdominales et de diarrhées, lesquelles peuvent évoluer vers
des formes sanglantes (colites hémorragiques). Des vomissements et de la fievre peuvent aussi
survenir. Si dans la plupart des cas, la guérison est spontanée, I’infection peut parfois aboutir a une

forme séveére nommée syndrome hémolytique et urémique (SHU) et peut étre mortelle.
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Pour détecter la bactérie E.coli, le meilleur moyen est une analyse des selles du patient en
laboratoire. Cet examen permet de détecter ou non la présence des Escherichia coli a 1’origine de
I’infection.

Pour traiter E. coli, différents antibiotiques sont employés, en fonction du si¢ge de l'infection et
de l'antibiogramme. Le traitement des infections a E. coli doit étre commencé empiriquement en
se basant sur le site et la gravité de l'infection (par ex., infection légére de la vessie, sepsis urinaire)
et ensuite modifi¢ en fonction du résultat de 1'antibiogramme. De nombreuses souches résistent a
'ampicilline et aux tétracyclines, aussi d'autres médicaments doivent-ils étre utilisés ; dont la
pipéracilline, les céphalosporines, les carbapénemes, la fosfomycine, la nitrofurantoine, les
aminosides, le triméthoprime/sulfaméthoxazole (TMP/SMX) et les fluoroquinolones. Outre le fait
qu'il est résistant a I'ampicilline et a la tétracycline, E. coli est devenu de plus en plus résistant au
TMP/SMX et aux fluoroquinolones. En outre, des souches multirésistantes qui produisent des
béta-lactamases a spectre étendu ont émergé comme une cause importante d'infection urinaire et
de sepsis. Les béta-lactamases a spectre étendu peuvent hydrolyser la plupart des béta-lactamines,
y compris les pénicillines et les céphalosporines et monobactames a large spectre, mais pas les
carbapénemes (imipéneme, méropéneme, doripéneéme, ertapénéme); et de nouvelles béta-
lactamines/inhibitrices de béta-lactamases doivent étre utilisés contre les E. coli producteurs de
béta-lactamases a spectre étendu.

La résistance aux antibiotiques s’est progressivement développée et concerne aujourd’hui
I’ensemble des bactéries pathogenes. Durant la derniere décennie, I’incidence des infections a
bactéries multirésistantes (BMR), le nombre de déces engendrés ou encore le colit de prise en
charge de ces patients (durée d’hospitalisation, colit des traitements...) n’ont cessé d’augmenter.
Cette augmentation de 1’antibiorésistance expose au risque d’impasse thérapeutique. Le traitement
de ces infections nécessite régulicrement la prescription de «nouveaux antibiotiques». Les
incitations financieres pour la recherche sur ces nouveaux antibiotiques, 1’accélération des
processus d’autorisation de mise sur le marché (AMM) par I’Infectious Diseases Society of
America (IDSA) et la durée d’exploitation avant d’autoriser les génériques (Boucher et al.,
2013) sont autant de facteurs expliquant que le nombre d’antibiotiques approuvés chaque année
par la Food and Drug Administration (FDA) ait triplé ces huit derniéres années.

Depuis le début des années quatre-vingt-dix du 20¢ siécle, plusieurs stratégies ont été mises en

ceuvre afin de mettre sur le marché de nouveaux antibiotiques (Donadio et al., 2002). La recherche
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de molécules actives a partir du milieu naturel est I'une d’entre-elles. La plupart des antibiotiques
issus du milieu naturel proviennent des microbes du sol (Daniel, 2004). Le sol, abrite une multitude
d’organismes microscopiques dont les actinobactéries, Un gramme de sol peut contenir 10°a 10°
UFC d’actinobactéries (Barka et al., 2015). Le phylum Actinobacteria, composé de bactéries
filamenteuses Gram-positives a haute teneur en guanine+cytosine (G+C), est I'un des groupes
bactériens les plus diversifiés (Van Bergeijk et al., 2020). Principalement mésophiles avec une
croissance optimale & des températures comprises entre 25°c et 30°C.

Elles se développent mieux a un pH compris entre 6 et 9 (Kim et al., 2003). Elles se développent
par une combinaison d'extension de la pointe et de ramification des hyphes (Lechevalier, 1965 ;
Zimmerman, 1980). C’est ce qui leur a donné leur nom, qui dérive des mots grecs pour rayon
(aktis ou aktin) et champignons (mukes) (Das et Khosla, 2009),

La plupart des actinobactéries sont aérobies, mais il existe des exceptions. De plus, ils peuvent
étre hétérotrophes ou chimioautotrophes, mais la plupart sont chimiohétérotrophes et capables
d'utiliser une grande variété de sources nutritionnelles y compris divers polysaccharides complexes
(Schmidt et al., 2019).

Le phylum Actinobacteria (Actinomycetota) comprend 6 classes, 22 ordres, 54 familles, 250
genres et 3000 especes (Hazarika et al., 2020).

Les actinobactéries ont un mycélium radial bien développé qui se divise en mycélium de substrat
et en mycélium aérien au cours de leur cycle de vie. Le mycélium de substrat se développe dans
le milieu pour assimiler les nutriments, puis le mycélium aérien se développe ensuite. Toutefois,
lorsque les actinobactéries se développent dans un environnement appauvri, I'hyphe s'enroule et
développe un septum. Apres le développement du septum, des conidiospores se développent a
l'intérieur de I'nyphe. A l'exception des streptomyces, dont les spores ont une longue chaine
(Barka et al., 2016), les spores sont libérées dans l'environnement et germent lorsque les
conditions favorables sont réunies.

Au cours de I'étape de germination, la spore fait saillir des tubes germinatifs qui atteignent
ensuite le stade de la croissance végétative et le cycle se répete (Kieser et al., 2000 ; Qinyuan et
al., 2016). Les microbes sont largement répartis dans divers écosysteémes et habitats, y compris les
habitats marins du sol et de 1'eau douce, les animaux, les plantes, les insectes et les engrais
(Goodfellow et Williams, 1983 ; van der Meij et al., 2017), sol (Elbendary et al., 2018), et sol
désertique (Busarakam et al., 2016).
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Les principales especes d’actinobactéries présentes dans le sol sont : Streptomyces, Norcardia,
Microbispora, Micromonospora, Actinomyces, Actinoplanes. (Mobolaji et Olubukola, 2012), La
densité de leur population dans le sol est influencée par plusieurs facteurs tels que le pH du sol, la
température du sol, le type de sol, la teneur en matiére organique, la culture, 'aération et I'humidité
(Jeya et al., 2013). Les premiers systémes taxonomiques pour les Actinomyceétes reposaient
principalement sur des caractéres phénotypiques, La méthode morphologique consiste en une
caractérisation macroscopique et microscopique. Sur le plan macroscopique, les isolats
d'actinobactéries ont été différenciés par les caractéristiques de leurs colonies (taille, forme,
couleur, consistance, etc.), ainsi que par la pigmentation des mycéliums aériens et des mycéliums
de substrat invers¢, et la présence de pigments diffusibles ont été examinés aprés une semaine de
croissance a l'aide d'ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966).

Sur le plan microscopique, ils ont ensuite été observés pour leur structure mycélienne et la
disposition des conidiospores et arthrospores sur les mycéliums au microscope (1000 x) (Kawato
et Sinobu, 1979). La morphologie observée des isolats a été comparée avec la morphologie des
actinobactéries fournie dans le manuel de Bergey’s pour 1'identification présomptive des isolats.
Divers tests biochimiques effectués comprenaient les tests de catalase, d'oxydase, d'utilisation du
citrate, de réduction des nitrates, d'hydrolyse de I'amidon, d'hydrolyse de 'urée, d'hydrolyse de la
gélatine, de production d'acide a partir de sucre, d'indole et de lysine. Les tests physiologiques
incluaient la motilité, la résistance au NaCl et la tolérance a la température (Dhananjeya et al.,
2010).

La chimiotaxonomie est l'utilisation de la distribution des composants chimiques pour
regrouper les organismes en fonction des similitudes de leur chimie cellulaire (Goodfellow et
Minnikin, 1985 ; O'Donnell, 1988). Les composants chimiques les plus couramment utilisés dans
cette systématique sont les acides aminés de la paroi cellulaire, les lipides, les protéines, les
ménaquinones, les types d'acide muramique, les sucres et la composition en bases de I'ADN
(Goodfellow et O'Donnell, 1989 ; Williams et al., 1989).

Les critéres chimiotaxonomiques tels que la détection d'isomeres de I'acide diaminopimélique
(DAP) sont I'une des propriétés. Les plus importantes de la paroi cellulaire des actinobactéries.
La détermination des isomeres de DAP sous forme LL (Levo) ou Méso est généralement suffisante
pour caractériser les groupes d'actinobactéries (Messaoudi et al., 2015 ; Amin et al., 2017 ;

Hasegawa et al., 1983).
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La taxonomie moléculaire est réalisée grace a des protocoles techniques moléculaires
permettant I'amplification de genes tels que le 16S ARNr (Tian et al., 2007; Claridge et
Campbell, 2004). Les méthodes basées sur la réaction en chaine par polymérase (PCR) sont
largement utilisées pour détecter et identifier les microbes et le séquencage du géne ARNrl6S
étant un élément clé (Tang et Persing, 1999). Les données de séquence de ' ARNr 16S sont ensuite
utilisées pour une analyse BLAST et l'arbre phylogénétique de vraisemblance maximale est
construit a I'aide du logiciel Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 4.0 (Tamura et al.,
2007). Les valeurs DDH (Digital DNA-DNA hybridization) déterminent la parenté entre des
especes bactériennes étroitement apparentées, avec un seuil recommandé de 70 % (Wayne et al.,
1987). Les valeurs acceptables d'ANI (indice de similarit¢é moyenne des nucléotides) et de dDDH
pour de nouvelles especes sont respectivement de 98,65 % et 70 %, une valeur de <70 % indiquant
que l'organisme testé appartient a une espece différente des souches de référence (Meier et al.,
2013).

L’ANI permet de définir des unités taxonomiques (clusters de génomes regroupés selon leur
similarit¢). En général, la valeur seuil de définition de cette unité taxonomique se situe
entre 94 et 96%, selon les auteurs. Ces unités taxonomiques sont définies de telle sorte qu’elles
correspondent généralement a la définition d’espeéce bactérienne (Richter et Rossello-Mora,

2009).

Actuellement, il est impossible de revendiquer une nouvelle espéce sans une analyse génétique
basée sur le séquencage du gene de I'ARNr 16 S et I'hybridation ADN-ADN, et méme le
séquencage du génome est devenu une pratique courante (Euzéby, 1997).

Plus des 23 000 métabolites microbiens bioactifs produits par les Actinomycetes, ce qui représente
45% de tous les métabolites bioactifs découverts (Kalyani ez al., 2019). Les tétracyclines sont
classées dans les catégories des macrolides et des macropeptides, tandis que les aminoglycosides
sont classés dans la catégorie des aminoglycosides. La néomycine, la streptomycine, la
kanamycine, la céphamycine, la vancomycine, 1'érythromycine et la tylosine font partie des
antibiotiques développés a partir d'actinobactéries (Mast et Stegmann, 2019).

La plupart des infections microbiennes humaines ont été traitées avec des antibiotiques basés sur
les nouveaux métabolites secondaires actinobactériens. La rifampicine et la cyclosérine sont
utilisées pour traiter Mycobacterium tuberculosis, tandis que I'érythromycine dérivée de

Saccharopolyspora erythraea est utilisée pour combattre la maladie des légionnaires. La
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tétracycline cible le ribosome bactérien, qui est produit par Streptomyces aureofaciens. Les
résistants a la vancomycine et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) sont
traités par l'antibiotique daptomycine, qui a été développé par Streptomyces roseosporus. Le
chloramphénicol inhibe la protéine synthese chez Streptomyces venezuelae (Fatahi-Bafghi, 2019).
Plus de 70 % des bactéries pathogeénes sont résistantes a au moins un des antibiotiques actuels,
ce qui augmente le besoin de nouveaux médicaments ou d'approches alternatives pour contrer cette
résistance croissante , Parmi les principales préoccupations se trouvent les pathogeénes bactériens
ESKAPE, qui sont résistants aux antibiotiques, comprenant Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter spp (Mancuso et al., 2021). A I'horizon 2050, il est prévu que les
infections multimédicamenteuses (MDR) se multiplient. Selon (Tenebro et al, 2021), de
nouvelles sources d'antibiotiques sont en cours d'étude pour traiter les souches bactériennes MDR.
Les micro-organismes Gram positifs et Gram négatifs sont considérés comme des micro-
organismes test dans les screenings d'activité antimicrobienne et les micro-organismes test
largement utilisés sont : Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Saccharomyces cerevisiae, etc (Raja et
Prabakaran, 2011).
L’objectif principal de notre étude consiste en rechercher dans les sols sahariens d’actinobactéries
qui possedent une activité antimicrobienne contre Escherichia coli.
Notre manuscrit est subdivisé selon la méthode IMRAD comme suit :
Le premier chapitre comprend une longue introduction ou nous avons abordé des généralités sur
E. coli et sa biorésistance croissante contre les antibiotique utilisés, en plus des généralités sur les
actinobactéries et leur 3utilisation pour la production des métabolites secondaires bioactifs.
Le deuxiéme chapitre est réservé a la présentation du matériel et a la description des méthodes
utilisées pour l'isolement et le criblage des activités antimicrobiennes des actinobactéries isolées a
partir des échantillons de sol prélevés de la région de Timimoun.
- Dans le troisieme chapitre, les résultats sont présentés et discutés.

Enfin, nous concluons le sujet par une conclusion et des perspectives qui achéveront le travail.
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Chapitre 11 MATERIEL ET METHODES

Notre travail a été¢ effectué au sein du laboratoire de Valorisation et Conservation des
Ecosystemes Arides (LVCEA) a la faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la

terre, université de Ghardaia.

1.- Prélévement des échantillons de sol

Les prélevements ont été effectués a partir de deux échantillons de sol de la région Deldol, wilaya
de Timimoun : le premier provient d'un sol rhizophérique situé dans une palmeraie, tandis que le
deuxiéme est issu d'un sol de 'Reg'. Pour chaque prélevement, les trois premiers centimeétres de la
couche superficielle du sol ont été écartés, et ensuite, 100 g ont été prélevés de maniere aseptique
a une profondeur d'environ 15 a 20 cm a l'aide d'une grande cuillére stérile. Les échantillons de sol
ainsi obtenus ont été déposés dans des sacs stériles et transportés vers le laboratoire a température
ambiante. Une fois au laboratoire, apres avoir éliminé les gros débris (pierres, racine, etc.), , broyés
dans un mortier pour éliminer les grumeaux de terre. Enfin, ils ont été déposés dans des bocaux
préalablement stérilisés et immédiatement conservés au réfrigérateur a une température de 4 °C
jusqu'a leur utilisation (Fig. 1) (Messaoudi et al., 2015 ; Sapkota et al., 2020 ; Harir et al., 2017).

Figure 1 : Echantillons de sol
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2.- Isolement d’actinobactéries
2. 1.- Prétraitement des échantillons de sol

Dix grammes de chaque échantillon sont pesés et mis dans du papier aluminium (Fig. 2). lls
sont ensuite soumis a un traitement thermique au four pasteur a 60°C pendant une durée de 120
minutes. Apres, un traitement chimique est effectué en ajoutant 0,1 g de carbonate de calcium
(CaCO03) pour 1 g de chaque échantillon puis I’ensemble est incubé a une période de 7 jours.
L'objectif de ces manipulations est de réduire le développement des autres bactéries (Hayakawa
et al., 2004).

Figure 02 : prétraitement physique et chimique des échantillons.

2. 2.- Milieu d’isolement d’actinobactéries

Les souches d’actinobactéries ont été isolées sur milieu « chitine-agar» de Hayakawa et
Nonomura (1987) (Annexe). Une quantité (1 L) de ce milieu est subdivisé en 4 lots de 250 mL
(Fig.3). Chaque lot est supplémenté par un antibiotique sélectif parmi les suivants : la pénicilline
(25 pg/ml), la rifampicine 10 pg/ml et le chloramphénicol (25 pg/ml). Le 4¢ lot est laissé témoin
sans antibiotiques. Un antifongique (cycloheximide) (50 pg/ml) a été ajouté pour 1’ensemble des
lots afin d’inhiber tout développement fongique.

Il est a noter que ces agents sélectifs ont été stérilisés par filtration sur membrane millipore
(0,22 pm de porosité) puis ajoutés aseptiquement en surfusion aprés autoclavage du milieu. Le
choix du milieu chitine et les agents sélectifs avec leurs concentrations est basé sur les résultats
obtenus par les chercheurs du laboratoire de biologie des systémes microbiens (LBSM) de Kouba,

Alger (Boudjella, 1994 ; Sabaou et al., 1998).
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Figure 03 : préparation du milieu d’isolement

2. 3.- Préparation de la suspension de dilution

La méthode d’ensemencement utilisée est celle des suspensions dilutions (Rapilly,1968). Un
gramme de sol est suspendu dans 9 ml d’eau distillée stérile (dilution 101). Aprés agitation
vigoureuse (5 min) a I’aide d’un vortex, la suspension-mere ainsi obtenue est diluée décimalement
dans I’eau stérile jusqu’a 1073, Par la suite, un volume de 100 uL de chaque dilution est étalé sur
le milieu chitine-agar précédemment stérilisé et coulé dans des boites de Pétri stériles de 9 cm de
diameétre (Fig. 4). Trois répétitions sont effectuées pour chacune des dilutions. Les boites

ensemencées sont incubées a 30°C durant 3 semaines.

iml 1ml Spread Plate Method
Sample (0.1 mL) poured Spread sample evenly Plate incubated until
r\ /\ r @ onto solid medium @ over the surface bacterial colonies
grow on the surface
bacterial of the medium
2 Giuton
'
| 1 /_;; /\i /
| @) .
¥ - W L-‘ \\—/ \
10? 107 103

Figure 4 : Méthode des suspensions dilutions
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2. 4.- Ensemencement et incubation :

Les boites sont ensemencées a 1’aide d’un rateau et incubées a 30°C durant 3 semaines. La
reconnaissance des genres est effectuée par observation au microscope photonique (Zeiss) aux
grossissements 100 et 400.

2. 5.- Sélection, purification et conservation des isolats d’actinobactéries

Les actinobactéries sélectionnées en se basant sur des criteres morphologiques, sont prélevées
a I’aide d’une pointe fine et stérile, puis sont déposées et purifiées par stries sur le milieu ISP2. La
reprise de I’ensemencement des actinobactéries a été effectuée jusqu'a I’obtention de souches pures
exemptes de toute contamination. L’incubation est faite a 30°C pour une durée de 15 a 21 jours.
Les souches pures sont numeérotées puis repiquées sur le méme milieu coulé en pente dans des

tubes a vis. Les souches sont ensuite conservées a 4°C dans un réfrigérateur. La composition du

milieu de culture est donnée en annexe.

Figure 5 : Colonies des actinobactéries

3.- Caractérisation morphologique des isolats

3. 1.- Caractérisation macromorphologique
L’étude macromorphologique consiste a apprécier la croissance (faible, moyenne, bonne) et a
déterminer la couleur des mycélia aérien et du substrat ainsi que celles des pigments solubles s’ils

sont sécrétés (Athalye ef al., 1981).
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3. 2.- Caractérisation micromorphologique

Les colonies sont observées a l'aide d'un microscope optique (Optika) a deux grossissements
(x10 et x40), I’observation est effectuée directement sur les boites de Pétri afin d'étudier les
mycélia sans modifier les structures existantes. Il s'agit également d’observer la sporulation
typique des isolats choisis, ainsi que la fragmentation ou non du mycélium du substrat (Williams

et al., 1989)

4.- Evaluation du potentiel antimicrobien des actinobactéries

4. 1.- Germes tests
Afin de mettre en évidence 1'activité antimicrobienne des isolats d'actinobactéries, des germes

cibles ont été obtenus a partir de plusieurs sources (tableau 1).

Tableau 1. Origine des germes cibles

Nom de la bactérie et la levure | Origine

E.coli Laboratoire Essalem Bounoura -Ghardaia

E.coli ATCC 35218 Laboratoire d’université de Tlemcen

E.coli 2513 Laboratoire EL Andalous - Ghardaia

Bacillus subtilis ATCC 6633 Laboratoire de Biologie des systémes Microbien

(LBSM) Kouba- Alger
Candida albicans ATCC 10231 | Laboratoire d’université de Tlemcen

Une fois que les germes cibles sont ramenés au laboratoire, ils sont repiqués dans des boites de
Petri et tubes contenant le milieu solide Mueller-Hinton, et ensuite sont incubées pendant 24 heures

a une température de 37°C (Fig. 6).

Figure 6 : repiquage des germes cibles
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4. 2.- Criblage des isolats actifs par la méthode de stries croisees

L’objectif de cette étude est de sélectionner parmi les isolats, ceux présentant une activité
antibiotique intéressante contre les germes-cibles

L’activité antimicrobienne de 74 isolats obtenus apres I’étape de purification, est évaluée par la
méthode des stries croisées sur le milieu solide ISP2 ; Cette méthode consiste a ensemencer les
souches d’actinobactéries a tester sous forme d’un seul trait a la surface du milieu solide ISP2 en
bordure de la boite de Pétri. Aprés incubation pendant 10 jours & 30°C, les souches cibles sont
ensemencées perpendiculairement a la strie longitudinale de la souche d’actinobactérie.

Les boites sont incubées a 30°C pendant 24h et la lecture des résultats s’effectue en mesurant
la distance d’inhibition entre les bordures des souches cibles et 1’isolat d’actinobactérie (Fig. 7).

(Kumar et al., 2014)

La souche d'actinobacterie Les germes-cibles Distance d’inhibition
o A
K Incubation / g B \\ T /I‘
= | | c— '
\ / 30°c, 8al0 \\ / 30°¢c, 24 a 48h \\
" Pour une bonne croissance lecture

Figure 7 : Méthode de stries croisées
4.3.- Mise en évidence de I’activité antimicrobienne sur milieu liquide

Les expériences ont été menées avec les souches d’actinobactéries TR7 et TR14 présentant les
meilleures activités antimicrobiennes par la méthode de stries croisées. Les milieux de
culture liquides utilisés sont : I’'ISP2 (a base d’extrait de levure, d’extrait de malt et de glucose) et
le Bennett (a base d’extrait de viande, d’extrait de levure et de peptone). La composition de ces
milieux est présentée en annexe.
4.3.1-Préparation des précultures

A partir des cultures des deux souches TR7 et TR14 sur milieu solide en boites de Petri dgées
de 10 jours, les spores et les fragments mycéliens sont raclés aseptiquement a 1’aide d’une anse a
ensemencer et inoculés dans des tubes a essais qui contenant 3 ml du milieu liquide ISP2 ou
Bennett. Les tubes ensemencés sont ensuite incubés en agitation rotative 180 rpm pendant deux

jours a 30°C. les pré-cultures sont utilisées pour inoculer les milieux de production (Fig. 8).
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Figure 08 : préparation des précultures

4.3.2- Cinétique de production de I’activité antimicrobienne sur milieu liquide

La cinétique de production des antibiotiques a été suivie pendant 10 jours, cette durée
correspond a la production maximale des substances actives. Elle a pour but de déterminer le temps
nécessaire pour qu’elle soit maximale. Pour cela, des erlenmeyers (de 500 ml) contenant chacune
100 ml de I’un des 2 milieux ISP2 ou Bennett, sont ensemencés par la préculture d’actinobactéries
correspondante a raison de 3 % et incubés a 30 °C sous agitation rotative a 180 rpm. Des
prélevements quotidiens (200 pl) du surnageant sont effectués par filtrat afin de mesurer la
production d’antibiotiques contre les bactéries-test utilisées.

La technique de mesure utilisée est celle des puits. Cette dernicre a été réalisée grace a un
emporte-piece en cuivre (de 10 mm de diametre) stérile sur le milieu ISP2 semi solide (10g
d’agar/L), coulé dans des boites de pétri et préalablement ensemencé en masse par |’ Escherichia
coli. Une fois les puits sont préts, une quantité aliquote (200 pl) est déposée dans le fond du puits.
Les boites de pétri sont mises a 4°C pendant 2 heures pour permettre la diffusion des substances
actives, tout en arrétant momentanément la croissance des germes tests, puis incubées durant 24
heures a 30°C. Le diametre des zones d’inhibition est alors mesuré par une regle millimétrée

(Tortorano et al., 1979).

Figure 9 : la méthode de diffusion des puits
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5.- Cinétique de production de I’activité antimicrobienne sur milieu solide

La technique des cylindres d’agar, recommandée par (Bastide ez al., 1986), est une méthode
d’évaluation du pouvoir antagoniste sur milieu solide. Dans notre cas, nous avons testé les
actinobactéries ayant une bonne activité contre E. coli révélée lors des stries croisées. Cette
méthode consiste a ensemencer les actinobactéries (TR7, TR14) en stries trés serrées et d’une
maniere homogene a la surface du milieu ISP2. Les boites sont incubées a 30°C pendant 10 jours.
Apres incubation, chaque jour des cylindres de gélose de 10 mm de diameétre sont découpés
stérilement a I’aide d’un emporte-piéce a partir de ce milieu, déposés a la surface du milieu Muller
Hinton préalablement ensemencé par la suspension de germe cible (concentration ajustée en 0,5
MC Farland). Les boites ensemencées sont maintenues a 4°C durant 2 h 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 24 h d’incubation a 30°C.

Culture des souches TR14 et TR7
sur milieu ISP2

Test d’antagonisme

———————— Incubation 2 30°C /10 ] S m) m
= @i asrs
Découpage des cylindres de dépot des cylindres d’agar

gélose delomm de diamétre sur milieu gélosé préalablement
ensemencé par le germe cible

(3) Mesure des diametres des zones _—
d’inhibition en (mm) aprés 24h et 48h d’incubation a 30°C 41% ()/J/'D

Figure 10 : Mise en évidence de I’activité antimicrobienne (Méthode des cylindres d’agar).
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6.- Extraction des métabolites actifs sur milieu solide et test d’antibiogramme

La souche TR14 est ensemencée en stries serrées sur milieu 1SP2, apres incubation a 30°C

pendant quatre jours. La gélose est fragmentée puis mise dans un erlenmeyer contenant 100 ml de
solvant méthanol, nous avons utilisé comme solvant d’extraction le méthanol afin d’extraire la
quasi-totalité des métabolites secondaires contenus dans le milieu de culture. L'erlenmeyer est
ensuite laissé a température ambiante pendant 2 h avec une agitation vigoureuse (Fig. 11).
Les extraits sont filtrés par un filtre whatmann °1 afin d'éliminer les traces d'eau résiduelles et les
contaminants hydrophiles. Les extraits au méthanol sont ensuite évaporés sous vide a 40°C a l'aide
d'un rotavapeur rotatif. Les résidus secs sont solubilisés dans un 1 ml de méthanol transversé dans
des piluliers, puis séchés et conservés a 4 °C. L’activité est testée par antibiogramme sur des
disques de papier whatmann °3 (6 mm). Ces derniers sont imbibés par 100 ul d'extrait organique,
puis séchés totalement a froid a I'aide d'un séchoir. Les disques sont ensuite stérilisés sous UV
(254 nm) durant 45 min. Sous hotte axénique avant d'étre déposes stérilement & la surface du milieu
ISP2 semi-solide, préalablement ensemenceé par le germe cible (E. coli 40 pl).

L’inoculum des germes cibles est standardis¢ en utilisant la méthode des suspensions dilutions
qui consiste en la mesure de la densité optique. Pour la suspension bactériennes de E.coli
I’absorbance est lue a la longueur d’onde de 625 nm, de fagon a obtenir une concentration finale
de 10% UFC/ml doit étre comprise entre 0.08 et 0,1 ; ce qui correspond & 1’étalon 0,5 de MC
Farland. L'ajout d'un disque de gentamicine considéré comme témoin est indispensable. Les boites
sont ensuite mises pendant 2h a 4°C pour permettre une bonne diffusion des produits actifs, puis
incubées a 30°C. La lecture des résultats est effectuée apres 24 a 48 h et consiste a déterminer le

diamétre de I'auréole d'inhibition autour du disque (Boudemagh, 2007).
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Figure 11. Etapes de ’extraction des métabolites sur milieu solide actifs et test d’antibiogramme
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Chapitre I11 RESULTATS ET DISCUSSION

1.- Resultats
1.1.- Isolement d’actinobacteries

Les actinobactéries ont été isolées a partir des échantillons de sol provenant de la wilaya de
Timimoun, depuis deux zones différentes : une zone rizosphérique de palmerie et une zone non
rizosphérique de reg. Le milieu utilisé est le Chitine-agar additionné ou non des agents sélectifs.
A partir d’un grand nombre de colonies d’actinobactéries constaté, 100 isolats ont été choisis sur
la base de leur diversité culturale macro et micromorphologique remarquée lors de I’observation
des colonies a 1’ceil nu et au microscope optique sur le milieu d’isolement. le tableau 2 montre

I’origine des isolats selon 1’échantillon de sol, I’agent sélectif utilisé et la dilution.

Tableau 2 : Origine des isolats d’actinobactéries sélectionnés selon le sol, I’agent selectif et la dillution

Echantillon | Milieu Dilution Agent sélectif Témoin Total
de sol Cycloheximide (cycloheximide)
Pénicilline | Rifampicine | Chloramphénicol
Echantillon Chitine 10! TP1,TP2, / TP12,TP13,TP14 TP37 13
de TP3,TP4, TP15,TP16
Reg TP5,TP49,
TP50
102 TP6,TP7, TP24,TP25, TP17, TP1S, TP39, TP40, TP41 18
TPS8,TP9, TP26,TP27, TP19
TP10, TP28,TP33
TP51
103 TPI1, TP29,T P30, | TP20,TP21, TP42, TP43 18
TP52, TP31, TP32 TP22, TP23 TP44, TP45
TP53, TP46, TP47
TP48
Palmeraie 10! TR1,TR2, / TR4, TRS, TR6, | TR23, TR24, 19
TR3 TR7, TR25
TRS, TR9, TR10,
TRI1, TRI12,
TR13,
TR14, TR15, TR16
102 / TRI8,TR33, | TR15,TR22 TR26,TR27,TR28,TR29, | 16
TR34, TR30,TR31,TR32,TR33,
TR35,TR36 TR34
1073 / Tr17,trl8, / Tr35,tr36, 16
Tr19,tr20, Tr37,tr38,
Tr21,tr22 Tr39,tr40,
Trd1,tr42,
Trd3,trd4
19 21 27 33 100
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Figure 12 : Colonies d’actinobactéries isolées sur milieu Chitine

1.2.- Purification

Apres une période d'incubation de 21 jours (temps requis pour la croissance des
actinobactéries), 100 colonies ont ¢été sélectionnées en fonction de critéres morphologiques
(observation a I'ceil nu et au microscope photonique (Zeiss) aux grossissements 100 et 400).
Ces colonies ont été repiquées et ensemenceées a l'aide de la méthode d'épuisement sur un le milieu
de culture ISP2 afin de les purifier. Parmi les 100 colonies sélectionnées, seules 74 isolats ayant
réussi a se développer de maniére pure et ont montré les caractéristiques macros et
micromorphologiques des actinobactéries. Parmi les 26 isolats perdus, une partie a été contaminée
et autre partie n'a pas réussi a croitre probablement a cause du changement du milieu de

purification.

Figure 13. Quelques isolats sélectionnés et purifiés
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1.3.- Caractéristiques culturales et morphologiques des isolats

Les caractéristiques culturales et morphologiques ont été étudiées pour les souches ayant
montré la meilleure activité anti E. coli par la méthode des stries croisées. Il s’agit de TR7, TR14
et TP17.

L’isolat TP17 apparait sur milieu ISP2 avec un mycélium aérien de couleur gris clair et un
mycélium de substrat orange foncé. Les colonies sont de taille moyenne de bordures irrégulieres
et aspect poudreux. Sous microscope optique le mycélium aérien apparait avec des chaines de
spores droites biverticillées. Une forme caractéristique pour le genre Streptoverticillium.

A T’ceil nu I’isolat TR7 apparait avec des colonies de petite taille et un mycélium aérien de
couleur blanche tandis que, le mycélium de substrat est de couleur jaune. Sous microscope le
mycélium aérien avec des chaines spiralées de type S caractérisant pour le genre Streptomyces.

L’isolat TR14 est apparu avec des colonies de moyenne taille. Le mycélium aérien est de
couleur blanche alors que, le mycélium de substrat est de couleur jaune foncé. Sous microscope,
les chaines de spores sont droites a flexueuses de type RF, ce qui caractérise le genre Streptomyces.
Le mycélium de substrat apparait fragmenté. Le tableau 3 résume les caractéristiques
morphologiques et culturales des 3 souches. La figure 14 montre les couleurs mycéliales sur boite.

La figure 15 montre 1’aspect micro-morphologique des isolats.

Tableau 3 : caractéristiques culturales et morphologiques des isolats choisis

Isolats Croissance | Couleur de MS | Couleur de MA | Chaines de spores

d’actinobactéries | Sur ISP2

TP17 MA : + Orange foncé Gris clair droites biverticillées
MS : +++

TRO7 MA : +++ | Jaune Blanche Chaines spiralées de type S
MS : +++

TR14 MA : +++ | Jaune foncé Blanche droites a flexueuses de
MS : +++ type RF

Note: = MA : mycelium aerien ; MS : Mycelium de substrat ; + = croissance faible; + + = croissance

moyenne; + + + = bonne croissance

23



Chapitre 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats des caractéristiques morphologiques nous ont permis de rattacher probablement
les deux isoltas TR7 et TR14 au genre Streptomyces tandis que, I’isolat TP17 au genre

Streptoverticillium.
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Figure 14. Aspect macromorphologie des isolats TP17, TR7 et TR14
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Figure 15 : Aspect micromorphologique des isolats TP17, TR7 et TR14 sous microscope x40

1.4.- Evaluation du potentiel antimicrobien des actinobactéries

La méthode utilisée pour évaluer I’activité des actinobactéries contre Escherichia coli est celle
des stries croisées. Tous les 74 isolats sectionnés ont été testés par cette méthode contre 3 souches
tests d’E. coli : E. coli ATCC 35218, E coli 2513 et E coli. Et également, nous avons voulu juste
prendre une idée sur 1’activité de ces actinobactéries isolées contre la bactérie a Gram + et contre
les levures. Ainsi, nous les avons testées contre Bacillus subtilis ATCC6633 et Candida albicans
ATCC 10231. Les résultats ont montré que parmi les 74 seulement il n’y a que 3 souches ayant
montré une activité contre au moins une souche test d’E. coli. 1l s’agit des souche TR7, TR14 et
TP17. Aucune activité n’a été enregistré contre Candida albicans ATCC 10231. Par contre, les
actinobactéries ayant une activité contre Bacillus subtilis ATCC6633 sont nombreuses. Les
résultats des distances d’inhibition en mm sont illustrés dans le tableau 4 et la figure 16.

Tableau 4 : Activité antimicrobienne par la méthode de stries croisées

Distance d’inhibition contre les germes cibles en mm

Isolat | E. coli E. coli 2513 | E. coli ATCC Bacillus subtilis Candida albicans
35218 ATCC 6633 ATCC 10231

TRO7 | 15 13 10 10 00

TR14 | 12 11 10 07 00

TP17 | 02 00 08 06 00
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Figure 16 : Activité anti microbienne des isolats TR7, TR14 et TP17 (méthode de stries croisées)

1.5.- Cinétique de production de I’activité antimicrobienne sur milieu liquide

Afin de mettre en évidence 1’activité antimicrobienne sur milieu liquide, nous avons utilisé la
méthode de diffusion des puits. La cinétique de production a été suivi pendant 10 jours. Les isolats
choisis pour cette étude sont celles qui ont présenté les meilleures activités par stries croisées, il
s’agit des deux isolats TRO7 et TR14. Les souches tests utilisés sont les plus sensibles E. coli 2513
et E. coli obtenue du laboratoire Essalam. Aucune activité n’a été détecté pour les deux isolats

pendant les 10 jours de cinétique (Fig. 17).
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Figure 17 : Cinétique de production sur milieu liquide (méthode des puits)

1.6.- Cinétique de production de I’activité antimicrobienne sur milieu solide

Vu les résultats négatifs obtenus a la cinétique de production sur milieu liquide, nous avons
pensé a la production sur milieu solide. Pour cela, nous avons choisi la méthode des disques d’agar.
Le suivi de la cinétique était pendant 5 jours. Les résultats obtenus ont montré une activité
maximale produite pour les isolats TR7 et TR14 en deuxi¢éme jours d’incubation. Les diameétres
d’inhibition sont 23 mm et 28 mm (avec disque de diametre 10 mm) respectivement. Dans la suite
des jours une diminution de production a été remarquée concernant les deux isolats. Il est a noter
que la souche test utilisé est celle la plus sensible E. coli. Les résultats obtenus sont illustrés dans

les figures 18 et 19.
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30 H

25 4

20 A

15 A

Diametre d'inhibition (mm)

Temps (jour)

—@— TR7 =—@=—TR14

Figure 18 : cinétique de production des isolats TR7 et TR14 sur milieu solide

Figure 19 : Photos montrant 1’activité des isolats TR7 et TR14 sur milieu solide
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1.7.- Extraction des métabolites actifs sur milieu solide et test d’antibiogramme

Comme il a ét¢ décrit dans la partie matériel et méthodes, I’extraction a ét¢ effectuée a partir du
milieu solide en utilisant le méthanol. Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique du milieu
solide de la souche TR 14 était actif contre E. coli. Son test d’antibiogramme a révélé un diametre
d’inhibition de 8 mm. Ce diamétre est inférieur a celui obtenu avec la gentamycine qui est de

23mm (Fig. 20).

Figure 20 : Test d’antibiogramme de 1’extrait méthanolique du milieu solide de la souche TR14

(la gentamycine témoin)
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2. Discussion

Nous avons voulu par notre étude, rechercher des actinobactéries ayant une activité antagoniste
d’Escherichia coli. Afin de réaliser cet objectif, nous €tions obligés de revenir vers les travaux de
recherche précédemment faits dans ce contexte. Il a été€ rapporté dans la littérature scientifique que
les actinobactéries des habitats extrémes sont considérées non seulement comme ayant de grandes
diversités taxonomiques, mais ont également un potentiel intéressant pour synthétiser
d'importantes molécules naturelles dans les études physiologiques, chimiotaxonomiques et
moléculaires ainsi que pour le criblage d'activités antibactériennes et antifongiques (Benssaid et
al., 2022). Ainsi, nous avons choisi le sol de la région de Timimoune pour effectuer I’isolement.
Le milieu d’isolement chitine-agar a été choisi en se basant sur des des travaux antérieurs effectués
qui ont confirmé sa prédilection pour les actinobactéries des sols sahariens (Boudjella, 1994).
C’est le milieu le plus préconisé pour I’isolement des actinobactéries (Hayakawa et Nonomura,
1987). A partir de deux échantillons de sol un grand nombre d’actinobacteries a été isolé. Ces
résultats confirment ce qui a été signalé depuis longtemps par nombreux chercheurs. Les
recherches menées par (Sabaou et al., 1992 ; Sabaou et al., 1998 ; Boudjella, 1994 ; zitouni et
al., 2004, 2005 ; Badji et al., 2006; Lamari, 2006) attestent de la richesse des sols sahariens en
actinobactéries, lesquelles peuvent parfois étre plus denses que les autres groupes de
microorganismes.

Les échantillons de sol ont été prétraités par la chaleur et le CaCOs. Ces pré-traitements du sol
peuvent stimuler 'isolement des actinobactéries en favorisant soit leur croissance, soit en éliminant
la plupart des autres bactéries indésirables (Matsukawa et al., 2007 ; Hong et al., 2009). D’aprées
Gurung et al, (2009) I’ajout de CaCO3 permet non seulement une augmentation du nombre des
colonies d’actinobactéries par un facteur de 100 ou plus en comparaison avec les échantillons non
traités par le bicarbonate de calcium, mais aussi une diminution de la flore fongique et bactérienne
qui ont un temps de génération court et qui peuvent exercer un effet compétitif avec les
actinobactéries.

L’ajout des antibiotiques sélectifs est nécessaire pour augmenter 1’effet sélectif du milieu. En
effet, un milieu contenant des macromolécules comme la caséine, la chitine et I'acide humique,
sont importants pour favoriser la croissance des actinobactéries rares et supprimer les contaminants
bactériens et fongiques. Il a été confirmé que 1'ajout d'antibiotiques antibactériens et antifongiques tels

que l'anisomycine, la cycloheximide, la gentamicine, la kanamycine, l'acide nalidixique, la novobiocine, la
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nystatine, la pénicilline, la primaricine, la polymyxine, la rifampicine, la streptomycine, la tunicamycine et
la vancomycine au milieu d'isolement favorise la sélection des actinobactéries rares (Hong et al., 2009).

Le genre Streptomyces est favorisé par la présence du chloramphénicol, la rifampicine et la

streptomycine. Tandis que, Les genres Actinomadura, Nocardia, et Nocardiopsis sont favorisés
par la pénicilline et la rifampicine (Sabaou et al., 1998; Badji, 2006; Zitouni et al., 2005).
Afin de purifier les isolats, le milieu ISP2 a été utilisé, Selon les recherches de Badji (2006),
Boudjella (2007), Aouiche (2013), Boubetra (2013), Toumatia (2015) et Driche (2016), I'ISP2
est un milieu choisi comme milieu de culture en raison de ses résultats exceptionnels par rapport
ad'autres milieux , La présence d'éléments nutritifs dans le milieu ISP2 (milieu complexe) favorise
la production d'antibiotiques par les souches d'actinobactéries en fournissant des facteurs de
croissance et d'autres précurseurs.

Aprés un examen microscopique pour tous les isolats, nous avons remarqué la dominance
habituelle pour le genre Streptomyces par rapport aux autres genres. Il faut rappeler que ce genre
constitue 80 a 95% des Actinomycetales dans divers types de sols et autres substrats de par le
monde (Goodfellow et Williams, 1983).

Afin de déterminer le potentiel d’activité antimicrobienne des isolats, nous avons utilisé la
méthode des stries croisées. Selon Rothrock et Gottlieb (1981), cette méthode est utilisée en
raison de son avantage permettant d'utiliser différents micro-organismes tests pour la méme souche
étudiée et sur la méme boite. Les résultats ont montré le taux d’activité obtenu contre E. coli est
faible. En effet, Parmi les 74 isolats d’actinobactéries testés, il n y a que 3 isolats ayant montré une
activité antagoniste. Ces résultats sont en accord avec ceux de (Guendouzi, 2020) qui ont trouve
que parmi 17 isolats d’actinobactéries isolées a partir de différents écosystémes naturels il y a
qu’un isolats active contre E.coli avec un taux de 5%. Le nombre d’actinobactéries ayant montré
une activité contre Bacillus subtilis ATCC 6633 est plus élevé (21 isolats) que celui d'E.coli.
Effectivement, les bactéries de Gram négatif posseédent des sucres de natures
lipopolysaccharidique (LPS) dans leurs membranes externes, ce qui rend leurs parois
imperméables au passage des solutés lipophiles, Cependant, les bactéries de Gram positif ont une
paroi uniguement tapissée par le peptidoglycane, ce qui ne constitue pas une barriére efficace
(Naikpatil et Rathod, 2011). Selon Ullah et al. (2012), de nombreux chercheurs ont constaté une
résistance remarquable des bactéries Gram négatives par rapport a leurs homologues a Gram

positif.
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D’apres la cinétique de la production des métabolites actifs sur milieu liquide, Nous n’avons
pas remarqué une activité produite ni dans le milieu ISP2 ou dans le milieu Bennett. Celui-ci peut
étre revenir selon Reghioua et al. (2008) a la technique des puits qui n'a pas permis de détecter
l'activité antibactérienne du surnageant de culture en raison de la faible concentration des
substances antibactériennes présentes dans ce dernier.

D'aprés Bushell et ses collégues (1997), ce phénomeéne peut s'expliquer par le fait que dans un
milieu liquide, en raison de l'agitation, les filaments se décomposent et les petits fragments ne
peuvent pas produire des quantités significatives d'antibiotiques.

Par ailleurs, et contrairement a ce qui a précédé, la cinétique de production suivie sur milieu solide
a révélé une activité intéressante contre E. coli pour les deux souches d’actinobactéries TR7 et
TR14. D’aprés Shomura et al. (1979), I’extraction a partir de milieu solide est largement plus
rentable que celle en milieu liquide. En effet, la production d’antibiotiques a partir de milieu solide
est généralement plus importante quantitativement et qualitativement que celle en milieu liquide
et il existe méme des microorganismes producteurs d’antibiotiques sur milieu solide qui perdent
cette capacité en milieu liquide.ont rapporté que cette différence est due a la morphologie de la
croissance dans les deux cas : en milieu liquide, les hyphes des actinobactéries fragmentent ce qui
diminue leur capacité a produire des antibiotiques (Stocks et Thomas, 2001), et généralement la
production d’antibiotiques est corrélée avec la taille des fragments mycéliens cette fragmentation

en milieu liquide peut étre évitée sur milieu solide (Olson et Ratzkin, 1999).
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En conclusion de ce travail, nous pouvons dire que les résultats obtenus sont intéressants,
surtout au regard a la résistance développée par les souches d’E. coli dans ces dernic¢res décennies.

Nous avons utilisé des échantillons de sol provenant d’une palmeraie et d’un reg de la wilaya
de Timimoune. Ainsi, A partir d’'un grand nombre d’actinobactéries qui a été isolé sur milieu
chitine agar, nous avons sélectionné 100 isolats d’actinobactéries en se basant sur des critéres
morphologiques. A partir de ce nombre 26 isolats ont été perdus a cause de contamination et du
changement de milieu purification. Tous les 74 isolats obtenus ont été 1’objet d’un test par les stries
croisées pour rechercher les isolats actifs contre E. coli. Les résultats ont montré que seulement 3
isolats ayant présenté un effet antagoniste contre le colibacille. Il s’agit des isolats TR7, TR14 et
TP17. Leur étude macro et micromorphologique nous a permis de rattacher probablement les deux
isolats TR7 et TR14 au genre Streptomyces tandis que, I’isolat TP7 au genre Streptoverticillium.

Le suivi de la cinétique de production sur milieu liquide a montré des résultats négatifs. Par
contre, le suivi de cette cinétique sur milieu solide a montré que I’activité est maximale au
deuxieme jour d’incubation (un diametre d’inhibition 28mm enregistré par I’isolat TR14 et 23mm
enregistré par 1’isolat TR7). Ensuite, I’activité¢ diminue progressivement jusqu’au cinquiéme jour.
Le test d’antibiogramme de ’extrait méthanolique du milieu solide au 2¢ jour d’incubation a

montré un taux d’inhibition de 8 mm contre E. coli.

Comme perspectives aux résultats obtenus, il est nécessaire de :

- Identifier les especes des meilleurs isolats actifs en réalisant une étude moléculaire
- Suivre I’étude de production des métabolites sur les milieux liquides
- Semi purifiér et purifier les fractions actives par (CCM, HPLC..)

- Déterminer les molécules pures par 1’utilisation la spectrometrie de masse et RMN.
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Annexe 01 :

Le site de prélevement de I’echantillon de sol

Wilaya de timimoun

Milieux de culture utilisés :

Milieu chitine :

Chitine:2g; K2HPO4: 0.35g ; KH2PO4 :0.15g ; MGSO4; 7TH20:0.2g ;NaCL:0.3g;
caco3:0.02g; FESO4,7H20:10mg; ZNSO4,7H20:1mg; MNC120:1mg; agar: 18g ;eau
distille:q.s.p.1000ml1.PH=7.2.

Milieu ISP2:

Extrait de levure:4g ;extrait de malt:10g; glucose:4g ;eau distille q.s.p:1000ml; agar:20g
PH=7.2.

Milieu Bennett:

Glucose:10g ;peptone :2g ;extrait de levure :1g ;extrait de viande:1g ; agar:20g ; eau
distille:q.s.p1000ml ; ph=7,2

Milieu muller hinton:

Peptone caseine:17.5g

Amidon de mais :1.5¢g

Agar:17g

Eau distille:1000ml
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PH:7.2
Annexe 02 :

Quelques photos de I’isolement des colonies d’actinobactéries sur milieu chitine
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photos de purification des colonies d’actinobactéries.
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Activité de quelques souches d’actinobactéries (technique de cylindres d’agar).
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Recherche dans les sols sahariens d’actinobactéries a activité contre Escherichia coli

Résumé

Le travail effectué a pour objectif I'isolement, a partir de sols sahariens, d'actinobactéries productrices
d'antibiotiques contre Escherichia coli. Pour cela, nous avons choisi deux échantillons de sol prélevés a
partir une palmeraie et d’un reg de la wilaya de Timimoune. En utilisant un milieu a base de chitine,
additionné ou non d'antibiotiques sélectifs, nous avons pu récolter un grand nombre d'actinobactéries.
Ensuite, 100 isolats ont été sélectionnés en se basant sur des critéres morphologiques, et apres leur
purification, nous en avons obtenu que 74. Le test de ce nombre par la méthode des stries croisées contre
des souches d'E. coli sur milieu ISP2 a révélé que 3 isolats ayant une activité contre E. coli. Ces isolats sont
TR7, TR14 et TP17. Leur étude morphologique a montré 1’appartenance probable de TR7 et TR14 au genre
Streptomyces tandis que, TP17 au genre Streptoverticillium. Les résultats de la cinétique de production sur
milieu liquide étaient négatifs alors que, ces résultats sur milieu solide ont montré une activité maximale au
2¢ jour d’incubation avec un diametre d’inhibition de 28mm pour 1’isolat TR14 et 23mm pour I’isolat TR7.
Le test d’antibiogramme de I’extrait méthanolique du milieu solide a révélé un diamétre d’inhibition de 8
mm.

Mots clés : Actinobactérie, Escherichia coli, Activité antimicrobeinnes, Sol saharien, Antibiotique.
Search in Saharan soils for actinobacteria active against Escherichia coli

Abstract

The work aims to isolate, from Saharan soils actinobacteria producing antibiotics against Escherichia
coli. For this purpose, we chose two soil samples taken from a palm grove and from a reg in the wilaya of
Timimoune. By using a chitin medium, with or without the addition of selective antibiotics, we were able
to isolate a large number of actinobacteria. Then, 100 isolates were selected based on morphological criteria,
and after their purification, we obtained only 74. The test of this number by the cross-streak method against
strains of E. coli on ISP2 medium revealed only 3 isolates with activity against E. coli. These isolates are
TR7, TR14 and TP17. Their morphological study showed the probable belonging of TR7 and TR14 to the
genus Streptomyces while, TP17 to the genus Streptoverticillium. The results of the production kinetics on
liquid medium were negative whereas, these results on solid medium showed maximum activity in the 2nd
day of incubation with an inhibition diameter of 28mm for isolate TR14 and 23mm for isolate TR7. The
antibiogram test of the methanolic extract of the solid medium revealed an inhibition diameter of 8mm.

Key words: Actinobacteria, Escherichia coli, Antimicrobial activity, Saharan soils, Antibiotics.
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