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ISOLEMENT D’ACTINOMYCETALES PRODUCTRICES DE SUBSTANCES
ANTIMICROBIENNES A PARTIR DE LA SEBKHA DE AIN MLILA

Regu le 10/04/2004 — Accepté le 19/03/2005

Résumeé

L'évolution constante de la résistance bactérienne aux antibiotiques et l'émergence de nouvelles
maladies infectieuses justifient l'urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes. Des
échantillons d’eau et de sol environnant de Sebkha ont été explorés dans le cadre de la recherche de
souches actinomycetales productrices, éventuellement, de nouveaux antibiotiques. Sur les quatre
milieux d’isolement utilisés, quarante deux types de colonies bactériennes se rapprochant par leur
aspect macroscopique aux actinomycétes ont été prélevées. L observation microscopique a I°état frais et
aprés coloration de Gram a révélé que parmi les quarante deux colonies trente-neuf sont a coloration de
Gram positive dont cing souches seulement présentent un aspect filamenteux, quelque fois fragments ;
ce qui les rapprochent d'une maniére certaine aux actinomyceétes filamenteux. Aprés purification,
l'activité antibactérienne des cing souches actinomycetales a été mise en évidence sur deux milieux de
composition différente et par deux techniques de diffusion sur gélose : technique de la double couche et
technique des cylindres d'agar. Toutes les souches ont présenté une activité inhibitrice a l'égard des
souches bactériennes-tests de collection & coloration de Gram positive et/ou & coloration de Gram
négative et cect quelle que soit la technique utilisée. Trois souches d'entre elles ont montré une activité
vis & vis d'Aspergillus niger, d Aspergillus oryzae et de Candida albicans. L’analyse statistique a
révélée que la mise en évidence de I'activité antibactérienne et de I"activité antifongique dépendent, a la
fois, des souches actinomycetales étudides, de la composition des milieux de culture et des
microorganismes-tests utilisés.

Mots clés : Actinomycetes, Antibiotiques, Sebkha, Isolement, Technigue.

Abstract

The constant development of bacterial resistance to antibiotics and the appearance of new
infection diseases justify the emergency of searching new antibiotics. In this context, extreme habitats
(saltpans) were investigated to search antibiotics-producers actinomycetes on four selective mediums.
Thirty-nine among the forty-two bacterial colonies 1solated from saltpans's water and soil were Gram
positive bacteria and five of them showed a filamentous structure: principal characteristic of active
actinomycetes. The antibacterial activities of the five actinomycete's isolates were tested on two
production media using two different techniques (double laver technique and agar cylinder technique).
All strains showed an antibacterial activity agamst Gram positive and/or Gram negative bacteria and
three of them were active against fungi. The statistical analysis revealed that the apparition of all these
activities depends on producer strain, composition of the culture media and used test-microorganism.
Key words: Actinomycetes, Antibiotics, Saltpans, Isolation, Technique.
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Depuis I’avénement des antibiotiques, une nette ameélioration de la
qualité et de la durée de vie a été constatée. Cependant leur

utilisation intensive a eu pour consequence 1’adaptation des
bactéries a ces remarquables substances. En effet, ces dernieres annees
ont €té marquées par une augmentation inquiétante de la
multirésistance de bactéries pathogénes, la résurgence de maladies
infectieuses que I’on croyait parfaitement maitrisées et I’émergence de
nouveaux pathogénes et ceci particulierement dans les pays en voie de
developpement [1]. Ces constats expliquent I'urgence de disposer de
nouvelles molécules antibiotiques. Les actinomycetes, bactéries a
Gram positif & majorité filamenteuses, représentent la principale
source naturelle de metabolites anticellulaires [2]. Environ 75% des
antibiotiques découverts entre 1971 et 1980 appartiennent aux
actinomycétes [3]. L'isolement d’Actinomycetales actives a partir
d’ecosystemes non ou peu exploités permet, éventuellement, la
decouverte de souches rares ou de souches pouvant avoir un potentiel
de production élevé ou inexploité.

A ce titre, nous avons cherché a isoler des Actinomycetales
productrices de meétabolites antimicrobiens a partir de «Sebkha » (ou
«saltpans» comme les nomment les Anglo-saxons) en vue de la
caracterisation et 1’utilisation de ces molécules. Ces lacs frés sales, peu
profonds (quelques metres) et temporaires constituent des regions rares
dans le monde qui peuvent s’assécher plus ou moins completement a la
suite d’une absence prolongee d’averses devenant alors des surfaces de
sel.
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MATERIEL ET METHODES
Préléevements des échantillons

Les prélévements ont été réalisés a partir de trois sites
différents de la Sebkha de Ain Mlila Sebkha située dans le
nord-est de I'Algérie (006° 34'E. 036°02'N) durant le mois
de février. dans des conditions d’aseptie rigoureuse. Six
échantillons (250 ml par échantillon) d’eau sont prélevés a
partir de deux tables carrées différentes de la Sebkha
(15m x 15 m) a raison de trois échantillons par table et sont
récupérés dans des flacons en verre stériles.

Pour le prélévement de sol, une quantité de 100g de
terre est prélevée jusqu’a 10 cm de profondeur aprés avoir
écarté les trois premiers centimétres de sol. puis déposée a
l'aide d’une spatule stérile sur une feuille d'aluminium
stérile, aprés un premier tri écartant les pierres, I'échantillon
(50g) est récupéré dans un flacon stérile. Ce dernier
prélévement a été effectué a partir du sol environnant la
Sebkha dépourvue de végétation. L’acidité des différents
échantillons est mesurée dés 'arrivée au laboratoire selon
la méthode de Pochon (1964) [4].

Milieu de dilution

2g d’échantillon de sol sont dilués dans 18 ml d’eau
physiologique stérile puis agités au vortex deux fois
pendant 5 mn. Pour cette suspension et les échantillons
d’eau, des séries de dilutions décimales (de10™ a 107) sont
effectuées.

Milieux d’isolement

Quatre milieux différents additionnés d’amphotéricine
B (antifongique) a une concentration de 50ug/ml et d’acide
nalidixique (antibactérien inhibant les bactéries a coloration
de Gram négative) a une concentration de 10pg/ml. sont
retenus, les trois premiers milieux sont sélectifs pour
actinomyceétes: le milieu M1 qui est formé a partir d'eau de
Sebkha, le milien M2 qui est un milieu trés riche (sources
de carbone et d'azote, sels minéraux et oligaux éléments) et
le milieu M3 qui contient l'extrait de levure comme seule
source de carbone et d'azote. Le quatriéme milieu M4 est
utilisé & la fois pour toutes les bactéries et les mycétes.
Dans ce cas, l'antibactérien et 'antifongique sont les seuls
composés qui vont sélectionner les actinomycétes.

Tous les milieux sont additionnés de 0.5% NaCl a
I’exception du milieu M1, pour s'approcher de la salinité de
la Sebkha sans se mettre dans des conditions halophiles [6].
Chaque milieu est Pour les quatre milieux, le pH est ajusté,
avant stérilisation, a 7.3. Les compositions des différents
milieux sont :

Milieu M1 : Agar (18 g/l). amidon (10g/1). extrait de levure
(4g/1), peptone (2g/1).

Milieu M2 : Agar (18 g/l), amidon (10 g/l), KNO3 (2 g/l),
K2HPO4 (2 g/l), NaCl (2 g/l), casémne (0.3 g/l),
MgS04.7TH20 (0.05g/1). CaCo3 (0,02g/1). FeSO4.7H20
(0,01 g/.

Milieu M3 : Agar (18 g/l). extrait de levure (0.25 g/l).
K2HPO4 (0.5 g/1).
Milieu M4:Agar (18g/1). extrait de levure (3g/1). extrait de

malt (3g/1), peptone (5g/1), glucose (10g/1).

Les quatre milieux sont ensemences a raison de 0.1ml
par dilution (10° & 10 par boite de pétri (trois boites pour
chaque dilution). Les boites sont incubées a 30°C et sont
observées quotidiennement aprés une semaine jusqu’a un
mois d’incubation. Des boites de chaque milieu sont
incubées, sans ensemencement, comme témoins de stérilité
des milieux de culture.

Aspect microscopique et purification

Toutes les colonies se rapprochant par leur aspect
macroscopique aux actinomycétes sont observées au
microscope (Grossissement x 100) a l'état frais et aprés
coloration de Gram Celles appartenant aux actinomycates
sont repiquées, par la méthode des stries, sur les mémes
milieux que ceux d’isolement. Cette derniére opération est
répétée jusqu’a obtention de souches pures.

Conservation de souches

isolées

Actinomycétales

Les colonies d “actinomycétes isolées et purifiées sont
ensemencées sur milien M2 + 0.5% NaCl exempt
d’antibiotiques et sont incubées a 30°C pendant deux
semaines puis conservées a 4°C, le repiquage est réalisé
tous les deux mois. Pour les conserver plus longtemps, des
cultures de deux semaines d'actinomycétes en milieu

liquide sont additionnées de glycérol stérile d’une
concentration de 15% (V/V) et sont immédiatement
congelées

Mise en évidence des activités antibactériennes des
souches actinomycétales

Quatre souches bactériennes sensibles, de collection,
sont utilisées pour ce test : Stap/nvilococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) et Bacillus cereus (souche
récupérée auprés du CHU de Constantine). La recherche
des métabolites antibactériens a été effectuée par deux
techniques :

- La premiére est voisine de celle utilisée par Peterson
(1954), les souches d'actinomycétes sont ensemencées
en touches a la surface des boites de pétri contenant les
milieux GBA [5] et ISP-2 + 0.5%NaCl [6]puis les
boites sont incubés14 jours a 28°C, la culture est ensuite
recouverte par le milieu Mueller-Hinton faiblement
gélosé ensemencé en masse avec une souche-test. Les
boites sont observées aprés 24 heures d’incubation a
37°C. Les zones  d’inhibition sont mesurées en
millimétres du bord de la colonie d’actinomycétes a la
limite de la zone o la bactérie-cible n’est pas inhibée.

- La deuxiéme technique est celle des cylindres d’agar
[7] qui consiste a prélever des cylindres de 6mm de
diamétre de cultures d’actinomycétes de 14 jours et de
les déposer sur milieu Muller-Hinton gélosé ensemencé
en surface avec une bactérie-test. Les zones d’inhibition
sont mesurées apres 24 heures d’incubation a 37°C.

Mise en évidence des activités antifongiques

La production de métabolites antifongiques par les
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souches actinomycétales est mise en évidence par la
technique des cylindres d’Agaren utilisant le milieu
Sabouraud a la place du milieu Muller- Hinton. Les
champignons-tests utilisés sont les suivants: Candida
albicans (Institut Pasteur), Aspergillus niger (ATCC 16404)

et  Aspergillus orvzae (Ahlburg cohen 1042.72).
L’incubation se fait & 37°C pour les boites de candida
albicans et a 28°C pour celles des champignons
filamenteux.

Tableau 1 : Criblage initial de souches d'actinomycétes.

croissance des actinomycétes préférentiellement aux autres
bactéries, favorisant ainsi leur récupération a partir des
milieux naturels [8]. Les milieux M4 + 0.5%NaCl et M3 +
0.5%NaClont permis d’isoler, chacun une souche
d'actinomycéte : le premier milieu, devenu sélectif des
actinomycétes  aprés  addition  d'antibactérien et
d'antifongique, renferme de Damidon. trés utilisé par les
actinomycétes et le deuxiéme est un milieu a faible
concentration en nutriments organiques, ce type de milieu
retarde la croissance des bactéries non filamenteuses (&
croissance rapide) pendant une période suffisante a
I’apparition des colonies d'actinomycétes [9]. Les résultats

négatifs obtenus avec le milieu M1 peuvent étre

Echantillon [Eau (E1)[Eau (E2) Sol(S) T . - :
— — - expliqués soit par des interactions entre les
pH 6,26 7,85 6,72 ingrédients du milieu de culture
" M1 actinomyeetes 0 0 0 et les constituants de I'eau de Sebkha,
‘2 3 Non actinomyectes 4 5 6 défavorisant ainsi la croissance des
== actinomycetes 3 0 0 actinomycétes ou par [’absence d’actinomycétes
S E | M2+0,5%NaCl . . . o .
s = : Non actinomvcates 1 3 1 halophiles dans les échantillons prélevés, ce qui
2 ] actinomyctes I 0 5 suppose  que les cing souches d'actinomycétes
Z = | M3+0,5NaCl _ : : = isolées existaient dans la Sebkha sous forme
z é Non actinomycétes - 1 1 sporulée. Cependant, ['efficacité des milieux semi-
= M40, 5%NaC] actinomycétes 0 0 1 synthétiques a été prouvée par plusieurs travaux
. SO . - - - - .
) Non actinomycétes 2 4 4 d’isolement d’actinomycétes a partir
d’environnements marins [10. 11].
Présentation des résultats Les cinq souches d'actinomycétes isolées présentent
D ) d vite bacteri ; différents aspects macroscopiques sur  milieu
ans les deux cas (activité antibactérienne et 5.0 50,NaCl mais sont toutes dures et enfoncées dans la

antifongique), les zones d’inhibition inférieures a 10 mm
sont représentées par le signe (+). celles supérieures ou
égales a 10mun sont représentées par le signe (++).
Analyse statistique

La méthode de l'analyse de la variance (méthode de
Fischer-Snedecor) a trois facteurs est employée pour
I’évaluation de ’effet du milieu de culture, des souches
d'actinomycétes productrices. et des microorganismes-tests
sur  Dapparition des activités antimicrobiennes. Cette
analyse est réalisée par le logiciel Statistica (version 5.1
(1998)).

RESULTATS ET DISCUSSION
Isolement des actinomycétes

Sur I’ensemble des milieux sélectifs utilisés, quarante
deux types de colonies bactériennes se rapprochant par leur
aspect macroscopique aux actinomycétes, ont été prélevées.
L’observation microscopique, a [’état frais et aprés
coloration de Gram. a révélé que parmi les quarante deux
colonies trente-neuf sont & coloration de Gram positive.
Cingq souches seulement présentent un aspect filamenteux,
quelque fois fragmenté, ce qui les rapproche d'une maniére
certaine aux actinomycétes filamenteux.

Parmi les quatre milieux sélectifs utilisés, le milieu M2
+ 0.5% NaCl additionné d’antibiotiques s’est montré
efficace en permettant une bonne récupération des
actinomyceétes a partir des milieux naturels en comparaison
avec les trois autres milieux utilisés (Tableau 1).

Cette performance s’expliquerait par la présence. dans
ce milieu, d’amidon et de caséine, qui stimulent la

gélose (Tableau 2)

Enfin, il est important de signaler que les prélévements
ont été réalisés durant la saison pluvieuse ce qui explique le
faible nombre d’actinomycétes isolés. Jiang et Xu (1996)
[12] ont démontré que les actinomycétes sonf,
généralement., plus abondants durant les saisons séches que
les saisons pluvieuses. En plus. quatre souches
actinomycétes sur cinq ont été isolées a partir de
I’échantillon E1 dont le pH est faiblement acide
comparativement aux autres échantillons, ce qui est en
accord avec les résultats de Goodfellows et Williams
(1983) [13] qui ont trouvé que les actinomycétes sont plus
abondants dans les milieux faiblement acides.

Mise en évidence des activités antimicrobiennes

Les résultats, réunis dans les Tableaux 3 et 4, montrent
que toutes les souches actinomycétes isolées présentent une
activité antibactérienne et trois d’entre elles possédent une
activité antifongique. Cependant, l'apparition et les valeurs
des zones d’inhibition différent d’un milieu de culture a un
autre et varient, sur le méme milieu de culture, d'une
bactérie-test a une autre.

Analyse de la variance (ANOVA)

Les facteurs «souche productrice» et «microorganisme-
test » et toutes les interactions se sont montrés hautement
significatifs sur I’apparition des activités antibactériennes et
antifongiques chez ’ensemble des souches d'actinomycétes
(Tableau 5). L’effet du facteur «milieu» qui n'est pas
statistiquement significatif sur l'activité antibactérienne des

actinomycétes, apparait dans les interactions
(«milieun/souche productrice» et «miliew/ microorganisme-
test » et surtout dans l'interaction «milieu/souche

-1
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productrice/ microorganisme-test». Ces constats reflétent la
variation des activités des souches d'actinomycétes d’un
milieu de culture a un autre et d’une bactérie-test a une
autre. Les variations de zones de lyse sont dues au fait
quune souche d’actinomycéte peut produire plusieurs
molécules antimicrobiennes (différents spectres d'action)
dont la nature dépend de la composition du milien de
culture [14]. 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.

Tableau 2 : Description des colonies d’actinomycétes isolées,
cultivées sur milieu M2+0.5% Na Cl pendant 14 jours.

e
E s actinomycétes isolés
Souche A2 (E1) : Circulaire de 5Smm de
diamétre a périphérie échancrée, ombiliquée.
Surface grise. opague et poudreuse. Incrustante dans
- la gélose.
!
= Souche A5 (E1) : Circulaire de 3mm de
52 diameétre 4 périphérie entiére, élevée. Surface
= marron clair, opaque et poudreuse. Incrustante dans
~ la gélose.
= Souche Al (E1) Circulaire de Smm de diamétre
a périphérie échancrée, ombiliquée. Surface rose
clair, opaque et poudreuse. Incrustante dans la
gélose.
’_‘;..f Souche A4 (E1) : Circulaire de Smm de
Z diamétre a périphérie entiére, convexe. Surface
n jaune brun, opaque et non poudreuse. Incrustante
? dans la gélose. Présence d™un pigment jaune brun
E diffusible dans la gélose.
2
Z Souche A3 (S) : Colonies punctiformes, a
- périphérie entiére, élevée, surface blanche, opaque
T et poudreuse.
=
=

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

L'une des stratégies suivies dans la recherche de
nouvelles molécules antibiotiques consiste a explorer des
écosystémes peu ou pas étudiés, essentiellement, les
écosystémes dont I'un  ou  plusieurs  facteurs
environnementaux sont extrémes (salinité, pH, etc.) [15, 16,
17, 18]. Les Sebkhas (lacs trés salés) qui constituent des
régions rares dans le monde semblent étre des
environnements promoteurs pour isoler des actinomycétes
sources de nouvelles molécules antibiotiques[19. 20]. Ainsi,
cing souches d’actinomycétes ont été isolées & partir d’eau
de Sebkha et de sol environnant en utilisant quatre milieux
sélectifs. Le milien M2 + 0.5% NaCl  additionné
d’antibiotiques s’est montré efficace en permettant une
bonne récupération des actinomycétes a partir des milieux

naturels en comparaison avec les trois autres milieux
utilisés. Ce criblage primaire est suivi par la recherche des
antibiotiques produits par ces souches par deux techniques
différentes. Les résultats trés proches obtenus a partir des
deux techniques utilisées. nous ont conduit a employer la
méthode la plus simple pour rechercher 1 activité
antifongique. Ces tests ont révélé que toutes les souches
d'actinomycétes isolées sont douées d’activité
antibactérienne et/ou antifongique.

Une étude statistique par analyse de la variance des
résultats obtenus a démontré que ["apparition des
différentes activités antimicrobiennes chez une souche
d'actinomycéte est fonction des milieux de culture et des
microorganismes cibles utilisés. Enfin, certains auteurs ont
évoqué l'existence d'une relation étroite entre lactivité
antimicrobienne des actinomycétes et leur écosystéme
naturel (Facteurs physico-chimiques et biologiques).

Généralement, l'activité antifongique est prédominante
chez des actinomycétes isolés de milieux acides[21]. ceci
est en accord avec nos résultats concernant les souches a
activité antifongique (Al. A4 et A5), ces derniéres sont
toutes isolées de I’échantillon E1 dont le pH est faiblement
acide comparativement aux deux autres échantillons.
L’objectif de ce travail qui consistait & isoler & partir d’un
écosystéme  extréme des souches d'actinomycétes
productrices de substances antimicrobiennes a été en grande
partie atteint. Cependant pour valoriser ses travaux. il est
nécessaire de les poursuivre par ['identification des cing
souches ainsi que Dextraction, la purification et la
caractérisation des molécules bioactives.
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Tableau 3 : Activité antibactérienne des souches actinomycétes isolées.

Technique de la double couche
Activité sur milieu ISP-2 + 0,5%NaCl Activité sur milieu GBA contre :
z contre :
= =

2 £ N o = N ~ o

= = ) = ~ @ =
Al - + -
A2 - - + - +
A3 - - - - - - +
A4 - - + ++ - - +
A5 + - - * - - -

Technique des cylindres d’Agar

Al - - - - + - -
A2 - - - + - - +
A3 - - - - - - +
Ad - - + ++ + - +
AS + - - + - -
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Tableau 4 : Activité antifongique des souches d'actinomycétes isolées.

Activité sur milieu ISP-2 + 0,5%NaCl contre : Activité sur milieu GBA contre :

Souches
d'actinomycétes

C. albicans A.niger C. albicans
Al - - - ¥ - -
A2 - - - - - -
A3 - - ; - - -
A4 - - - ¥ - -

A3 - R + R +

A.oryzae A.niger A.oryzae

(+) Zone d’inhibition <10 mm, (++) Zone d’inhibition =10mm.

Tableau 5 : Analyse de la variance des effets de la souche productrice, de la souche-test et du milieu de culture sur ["apparition des
activités antimicrobiennes.

Antibactérienne Antifongique

Facteur ddl MC F Niveau p Facteur | ddl MC F Niveau p
1 1 0.2663 0,3073 0,579990 1% 1 35,50820 261,8730 | 0.000000

2% 4 129,0645 148,9206 0,000000 2% 4 18,25000 134,5938 | 0,000000
3% 3 77.9794 89,9762 0.000000 3% 2 10.98387 81,0061 | 0,000000
12% 4 11,0690 12,7719 0.000000 125 4 6.25000 46,0938 | 0,000000
135 3 16,4650 18,9980 0,000000 13% 2 7.88710 58,1673 | 0,000000
235 12 64,7953 74,7638 0,000000 234 8 22,70588 167,4559 | 0,000000
123% 12 7.4057 8,5450 0,000000 123 8 0,20412 68,5441 | 0,000000

(*) Effet significatif, (1) Milieu, (2) Souche, (3) Microorganisme-tests, (MC) Sommes des carrés movennes, (ddl) Degrés de liberté,

(F) Statique du test de Fisher, (p) Probabilité attachée a la valeur de Fisher.
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