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Introduction

Le probléme de la pollution de I’environnement concerne le monde entier. En raison
de plusieurs activités d'origine humaine telles que l'urbanisation, les progrés technologiques,
les pratiques agricoles dangereuses et l'industrialisation, la pollution de 1’environnement
continue d’augmenté a un rythme alarment (Ojuederie et Babalola, 2017). Les métaux lourds
sont les polluants les plus fréquemment rencontrés dans le sol (Cimino, 2005). La pollution des
biotopes par ces derniers devient I'un des risques environnementaux les plus graves. Des
niveaux élevés de métaux lourds diminuent non seulement I'activité microbienne du sol et la
production agricole, mais menacent également la santé humaine tout au long de la chaine
alimentaire (McLaughlin et al., 1999).

Une variété de méthodes physiques et chimiques conventionnelles tels que les
précipitations chimiques, I’adsorption, les procédés membranaires et 1’échanged’ions est
disponible pour I'élimination des métaux lourds de I'environnement. Néanmoins, ils sont
colteux et peu écologiques. En conséquence, l'utilisation de micro-organismes est apparue
comme une option pour développer des procédés économiques et respectueux de

I'environnement tels que la bioaccumulation et la biosorption (Timkova et al., 2018).

Les actinobactéries sont des bactéries écologiquement abondantes et métaboliquement
polyvalentes, elles sont bien connues pour leur capacité a produire des métabolites secondaires
et une richesse de produits naturels avec diverses applications, on fait d’elles de bonnes
candidates comme agents pour la bioremédiation des composeés inorganiques et organiques (ElI
Baz, 2017 ; Bankar et al., 2018).

L’objectif du présent travail est la caractérisation de deux souches d’actinobactéries
résistantes aux métaux lourds isolées a partir du sol d’une décharge publique afin de les

identifier nommées TC1 (résistante au Zinc) et TC2 (résistante au Plomb).
Ce mémoire comporte essentiellement trois chapitres :

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré a une synthése bibliographique
détaillée sur les actinobactéries en générale ou nous présenterons leur écologie, taxonomie,
résistance aux métaux lourds et leur importance. Le deuxiéme chapitre est consacré a
I’ensemble des expériences réalisées dans le cadre de cette problématique regroupant le matériel
et le différent procédé méthodologique mis en ceuvre pour la caractérisation des souches
d’actinobactéries résistante au Plomb et au zinc ; I’étude morphologique et physiologique des
souches étudies, la mise en évidence de leurs activités antagonistes. Enfin le troisieme chapitre

présente les résultats obtenus et leurs discussions.
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1. Métaux lourds
1.1 Définition
Le terme métaux lourds est un mot ambigu dont la définition varie d’une source a
I’autre (Baker et Walker., 1990) ; il tend a étre remplacé par la notion d’¢léments-traces
métalliques (ou ETM) (Miquel., 2001), jusqu'a présent (2022) il n’existe pas de définition
générale.

Il existe deux types de métaux lourds en fonction de leurs effets physiologiques et
toxiques : métaux essentiels qui sont nécessaires a 1’organisme en petites quantités (Loué,
1993), et peuvent devenir toxigques a doses plus importantes, c’est le cas du Cuivre (Cu), du
Nickel (Ni), du Zinc (Zn), du Fer (Fe) (Kabata-Pendias et Pendias., 2001), et les métaux
toxiques tels que le Mercure (Hg), le Plomb (Pb), le Cadmium (Cd) et I’antimoine (Sb), qui ne
sont pas nécessaires méme a faible concentration (Chiffoleau et al., 2001).

1.2 Origines
Le probleme majeur des métaux lourds est qu’ils ne peuvent pas étre dégradés

facilement, et donc persistent pendant de longues périodes dans 1’environnement. Leur

présence dans 1’environnement peut étre d’origine humaine (anthropogene) ou naturelle

(géogene) (Robert et Juste, 1999) (figure 1).

Apports
atmosphériques

Pratiques agricoles - Activités miniéres

et métallurgiques

- Engrais
- Pesticides Activités
- Amendements s i
; \ industrielles et
organiques SOL= systeme urbaines

accumulateur

STOCK INITIAL =
fond géochimique

ROCHES MERES
Figure 1: Origine des métaux lourds dans le sol (Robert et Juste, 1999)

1.2.1 Origines naturelles

Les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches (Bpurrelier et
Berthlin., 1998). lls sont introduits dans la biosphére via I’activité volcanique (émissions de
Cd, Hg, Cu, Pb), ou par les incendies de foréts (Stonge et al., 2002 ; Gelabert et al., 2006).
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1.2.2 Origines anthropiques

Les teneurs les plus élevees en éléments inorganiques rencontrées dans le sol sont
fortement liées a I'activité humaine (tableau I). Elles sont en premier lieu liées aux activités de
transformation primaire des métaux (industries d’extraction) (Gelabert et al., 2006). D’autre
part les rejets urbains (les transports, I’incinération des déchets), et industriels (Baize, 1997) et

la pollution liée aux activités agricoles (engrais et compostes).

Tableau I : Principales sources anthropiques de pollution du sol par les métaux lourds les
plus fréquentes (Hashida et al., 2002 ; Liu et al., 2004)

Sources de pollution Métaux
Batteries et autres appareils électriques Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Ni,
Pigments et peintures Ti, Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Sn, Cr, Al, As, Cu,
Fe
Alliages et soudures Cd, As, Pb, Zn, Mn, Sn, Ni, Cu
Verre As, Sn, Mn
Produits dentaires et cosmétiques Sn, Hg
Raffineries Ni, V, Pb, Fe, Mn, Zn

1.3 Pollution par les métaux lourds
La contamination de sol par des métaux toxiques est I’un des plus grands problémes
environnementaux a 1’échelle mondiale (Janssen et al., 2015). Une pollution du sol est
considérée lorsque les composés introduits alterent son fonctionnement ou constituent une

menace pour la santé humaine (Masciandaro et al., 2013).
> LePlomb

Le Plomb (Pb) qui vient de nom latin « plumbum » est I’'un des métaux qui a été le plus
anciennement et le plus largement utilisé par I’homme (R.Garnier, 2005). L’accumulation de
Pb se fait principalement dans les horizons de surface (Steckeman et al., 2000) et plus
précisement dans les horizons riches en matiére organique. Les teneurs en Pb diminuent,
ensuite, plus en profondeur (Abreu et al., 1998), ceci s’explique par le fait que le Pb est peu

mobile.
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> LeZinc

Le Zinc (Zn) est un élément relativement abondant. 1l représente 0,004 % de la crolte
terrestre. Sa teneur moyenne dans la crodte terrestre varie entre 70 et 132 mg/kg (Baize., 1997).
Il est trés peu soluble dans 1’eau sous sa forme de carbonate, d’oxyde ou de sulfure,

contrairement au sulfate de zinc qui eux sont trés solubles dans 1’eau (Canada., 2016).

1.4 Microorganismes résistants aux métaux lourds
Il existe des microorganismes qui sont capables de survivre dans des milieux naturels
contaminés par les métaux lourds a effet toxique, méme a une forte concentration. Parmi ces
derniéres on trouve Cupriavidus metallidurans CH34, anciennement connue sous le nhom de
Wautersia metallidurans, elle a été caractérisée comme résistante au zinc (Zn), cadmium (Cd),
cobalt (Co), et nickel (Ni) (Mergeay et al., 1985).

On trouve également les champignons : des moisissures et des levures. Neurospora
sitophila, Penicillium chrysogenum et Penicillium lilacinum, utile pour I'élimination de certains
métaux lourds, en particulier I'uranium (Nakajimac et Sakaguchi, 1986 ; Gavrilescu, 2004 ;
Wang et Chen, 2009 ; Juwarkar et Yadav, 2010). Les bactéries ont été utilisées comme
biosorbants en raison de leur petite taille, leur abondance dans la terre, et leur capacité a croitre
dans des conditions controlées. Certaines especes bactériennes telles que Bacillus,
Pseudomonas, Streptomyces, Escherichia, Micrococcus, etc, ont été testés pour I'absorption des

métaux ou des composés organiques (Juwarkar et Yadav., 2010).

2. Les actinobacteries

2.1 Geéneéralités
Les actinobctéries ont été considérées comme un groupe intermédiaire entre bactéries
et champignons. Actuellement, elles sont reconnues comme des organismes procaryotes,
présentant des similitudes a la fois avec les bactéries et les moisissures (Andriambololona.,
2010). Ce sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies circulaires a la
morphologie complexe (Eunice et Prosser., 1983 ; Colombie., 2005), formant des filaments
minces, septés et ramifiés (Dgigal., 2003) ; possédant un coefficient de Chargaff (GC%) élevé

compris entre 60-70% (Larpent et Sanglier., 1989).

La plupart des especes sont immobiles, hétérotrophes mais certaines sont chimio-
autotrophes (Ensign et al., 1993), aérobie bien qu’il existe des formes anaérobies regroupant

géneralement des especes pathogenes, mésophiles et se developpent de fagon optimale dans la

6



Chapitre | Synthese bibliographique

gamme de pH 5 a 9 avec une proximité optimale a la neutralité (Goodfellow et Williams.,
1983). Ces micro-organismes comptent des formes peu évoluées comme le genre
Mycobacterium, ou trés évoluées, comme le genre Streptomyces qui forme un mycélium du
substrat, surmonté par un mycelium aérien sporulant, non fragmenté qui leur confére un aspect
fongique (Lamari., 2006). La majorité des actinobactéries sont capables de former des spores,
dotées de capacité de survie dans des conditions extrémes telles que la salinité, et jouent un réle

important dans la dispersion par le vent et les courants d’eau (Zaitlin et Watson., 2006).

2.2 Ecologie
Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre sur tous
les substrats naturels (Peraud., 2006). Elles peuvent se développer a I'état libre ou en
association avec les plantes non légumineuses (symbiose) (Verma et al., 2009) comme le genre
Frankia (Benson et Silvester., 1993).

IIs ont des aptitudes a coloniser de nombreux milieux a partir du sol (air, compost,
fourrages, graines, etc ...) (Badji., 2006 ; Perand., 2006). Ces microorganismes sont retrouvés
dans les eaux douces : les lacs, les riviéres, les ruisseaux, ainsi dans les eaux salées : les mers,
les océans (Weyland., 1986 ; Sabaou, 1988 ; Singh et al., 2007).

2.3 Taxonomie

La taxonomie des actinobactéries a beaucoup évoluée au cours des vingt a trente
derniéres années (Zermane., 2007). La classification établie des groupes taxonomiques
(taxon). Ceux-ci sont établis selon des criteres phénotypiques et moléculaires a défaut de bases
phylogéniques (Kitouni., 2007). Les actinobactéries appartiennent au régne des procaryotes,
sont classées dans le phylum des Actinobacteria a la classe des Actinobacteriaceae qui comporte
six ordres parmi lesquels figure 1’ordre des Actinomycetales s’avére le plus important
(Bergey’s Manual., 2012).

La famille des Actinomycétes est constituée d'une quarantaine de genres qui se
distinguent les uns des autres essentiellement sur la base de leur morphologie qui est trés
diversifiée, allant de la forme Cocci (Micrococcus) ou batonnet-cocci (Arthorobacter) en
passant par ceux formant des hyphes qui se divisent (Nocardia, Rhodococcus) et ceux qui
possédent un mycélium persistant et bien différencié (Streptomyces, Actinomadura,

Micromonospora, etc...) (Oskay et al., 2004 ; Srivibool et Sukchotiratana., 2006).
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2.4 Importance des actinobactéries

Les actinobactéries possédent des roles importants dans divers domaines (figure 2),
tels que le secteur industriel et en particulier pharmaceutique dont ils sont la source de la plupart
des antibiotiques utilisés en médecine aujourd’hui (Prescott et al., 2003). L’ hétérogénéité
biochimique des actinobactéries et leur exceptionnelle capacité a produire des métabolites
secondaires font d’eux des producteurs potentiels de nombreuses molécules actives d’intérét
biotechnologique telles que : les antibiotiques, les antifangiques (Parungao et al., 2007), des
antiparasitaires (Oskay et al., 2004), des anti tumoraux (Kim et al., 2006), des antidépresseurs,

les vitamines et les enzymes...etc.

De plus, elles comptent parmi un nombre important d’organismes utilisés en
bioremédiation qui est une technologie qui utilise des micro-organismes pour réduire, éliminer,
contenir ou transformer les contaminants du sol, des sédiments, de I'eau et de I'air en produits
bénins. (Goodfellow et Williams, 1983 ; Nabir, 2003). Citant a titre exemple Streptomyces sp
WRI1L1S8 (Djinni et Djoudi, 2021) Streptomyces chromofuscus (Daboor et al., 2016)
Streptomyces werraensis LD22 (S. Latha et al., 2014) qui ont la capacité de dégrader les

métaux lourds.
Pigments Antibiotiques Enzymes

Biosurfactants

,

Vitamines

Figure 2 : application biotechnologique des actinobactéries (Anandan, 2016)
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3. La résistance des actinobacteries aux métaux lourds et leurs

mecanismes de résistance

Certains microorganismes ont su répondre au cours du temps a la toxicité des métaux
lourds en devenant tolérants ou résistants a ces derniers. lls sont ainsi devenus capables de
survivre dans des milieux hautement pollués (Gadd, 1992). Afin de remédier au probleme de
pollution, I’identification de nouvelles souches d’actinobactéries résistante aux métaux lourds
a fait I’objet de plusieurs études. En (2014) Soraia El Baz et al, ont mis en évidence deux genres
d’actinobactéries : Streptomyces et Amycolatopsis qui présentent une CMI de 0,55 pour le Pb,
de 0,15 pour le Cr et de 0,10 mg-mL* pour le Zn et le Cu (Soraia El Baz et al., 2014).
Egalement 1’espece Chryseobacterium solincola qui a été étudiée par Yamina Benmalek et al,
en (2014), pour sa résistance aux métaux lourds (Plomb, Chrome, Nickel, Zinc, Cadmium,
Cuivre et Cobalt). Cette derniere présentait des valeurs élevées de concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour I’ion métalliques testé allant de 75 mg/l a 500 mg/l, La souche a pu
accumuler plus de 90 % de plomb et de zinc au cours du cycle de croissance actif (Yamina
Benmalek et al., 2014). Ainsi Bo-Ram Yun et al en (2020) ont signalés Kitasatospora sp
MMS16-BHO15, une souche tolérante aux métaux lourds. Cette derniére a était capable de
tolérer jusqu'a 100 mM de Zn (sous forme de ZnSO4-5H20), 2 mM de Ni (sous forme de NiCl2)
et 0,8 mM de Cu (sous forme de CuSOs-7H20) (Yun et al., 2020). Tableau (Il) résume les

actinobactéries résistante aux métaux isolés de différentes sources.

Les cellules des actinobactéries ont plusieurs mécanismes inhérents par lesquels elles
peuvent tolérer de fortes concentrations de métaux. Elles ont la capacité de modifier la toxicité
des métaux lourds en utilisant divers mécanismes indépendants des métaux tels que la
restriction de l'entrée des métaux lourds dans les cellules microbiennes soit en réduisant
I'absorption soit par la formation de complexes métalliques a l'extérieur de la cellule, la
séquestration des métaux intracellulaires, le sidérophore-métal complexation et exclusion par
des barriéres de perméabilité. Les mutations et les mécanismes de réparation de I'ADN jouent

un réle crucial dans la protection de I'ADN plasmidique et génomique.



Chapitre |

Synthese bibliographique

Tableau Il : Les actinobactéries résistante aux métaux lourds isolées de différentes sources
(Ashok banker et Geetha nagaraja., 2018)

Actinobactéries Re3|st§1nce . $ources, : Réference
aux métaux d'actinobactéries
Streptomyces lividans TK24 CdetCu Fleuve Amoroso et al. (1998)
Frankia Pb et Cu Plantes ligneuses | o pards et al, (2002)
dicotylédones
Streptomyces coelicolor . .
A3(2) (DSM40783) Ni,Co,Cuet Cd Sol Schmidt et al. (2005)
Actinomycétes Cu Effluentci?\r/l':zmme A\ Albarracin et al. (2005)
Sreptomyces
resistomycificus Pb Sol pollué par Pb Guo et al. (2009)
NBRC12814T
Streptomyces spp. Cc;nNI;,é:u, Sol marin Lakshmipathy et
VITDDK1 Co, Cr, et As Kannabiran (2010)
Streptomyces Cr, Cd, Zn et Sol de la rhisphére Vinod et al. (2014)
roseisederoticus Pb
Canne a sucre .
Streptomyces sp. MC1 Cr (V) contaminée Polti et al. (2014)
Actinomycetes .
(Ash1 to Ash 15) Cu, Zn, et Pb Sol Singh et al. (2014)
Steptomyces sp. .
UTMC 2179 Niet Zn
Promicromonospora sp. .
UTMC 2243 Nietzn
Streptosporangium sp. . Sol a haute teneur en :
UTMC 2188 Ni et Zn métaux Hamediet al. (2015)
Streptomyces sp. .
UTMC 2244 Nietzn
Nonomuraea sp. .
UTMC 2237 Niet Zn
Streptomyces Hg et Pb Riziére contaminée Sunil et al. (2015)
flavomacrosporus
Cu, Cd, Niet | Station de traitement
Streptomyces sp. ww1l Pb des ealx USGes Ahuras (2016)

10




Chapitre 11 : Matériel et Méthodes




Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Cette étude a été realisee au niveau de Laboratoire de Microbiologie Appliquée
(LMA) et Génie biologique de I’Universit¢ A. Mira de Bejaia, durant la période allant du
12/04/2022 au 31/05/2022.

1 Matériel
1.1 Matériel analytique

Le matériel utilisé dans cette étude est résumé en annexe |.

1.2 Matériel biologique
1.2.1 Microorganismes étudiés

Les souches d’actinobactéries notées (TC2) (résistante au plomb), (TC1) (résistante
au zinc) étudiées dans ce travail appartiennent a la collection du Laboratoire de Microbiologie
Appliquée (LMA) de I’Université A. Mira de Bejaia. Elles ont été isolées par M®''® RETI
Wissam dans le cadre d’un projet de recherche a partir des échantillons prélevés de la décharge
publique de Boulimat a Béjaia en Septembre 2021 (Figure 3). Les deux isolats ont été isolés
dans un milieu sélectif contenant 100 mg/l des deux métaux, un test supplémentaire a été
effectuer pour déterminer la CMI pour les deux souches (4 g/l du Zinc pour TC1 et 4 g/l du
Plomb pour TC1).

IMESMUDEN

Tazboudﬂ o

Reswdence lazebou]\e )

\ TAZ EBBUJT

[E

LEEZIB/NJCCIX

UMADEN

> AMRIJ
BELEIC
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Figure 3: Vue géneérale du site de prélévement
1.2.2 Germes cibles utilisés

e Bactéries a Gram positif

- Staphylococcus epidermidis; ATCC 6538

- Bacillus subtilis; (Laboratory strains, 3BS)

- Bacillus cereus ; (Laboratory strains 3BS)

- Staphylococcus aureus ; ATCC 6538 (SAIDAL- Antibiotical)
- SARM ; ATCC 43300

e Bactéries a Gram négatif

- Enterococcus faecalis. (Laboratory strains, 3BS)
- Acinetobacter baumannii; 610

- Escherichia coli; ATCC 25922

- Klebsiella pneumoniae; (Laboratory strains, 3BS)
- Pseudomonas aeruginosa; ATCC 6633

- Salmonella Typhi; (Laboratory strains, 3BS)

- Vibrio cholerae.

e Souches fongiques :

- Aspergillus niger.

- Penicillium sp.
2 Meéthodes

2.1 Etude des caractéres morphologiques des souches

2.1.1 Etude macromorphologique

Cette étude consiste & déterminer la couleur des mycélia aériens (MA) et du substrat

(MS) ainsi que les pigments solubles produits sur différents milieux de culture préconisés par
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« International Streptomyces Project » ISP (Shirling et Gottlieb, 1966) (ISP1, ISP2, ISP3,
ISP4, ISP5) et Starch Casein Agar (SCA). La lecture est faite aprés 3, 7, 14 et 21 jours
d'incubation & 28°C. La composition de ces milieux est donnée en annexe II.

2.1.2 Etude micromorphologique
Les deux souches étudiées (TC1 et TC2) sont observées a 1’aide d’un microscope

optique a un grossissement (x4), (x10), (x40) apres 14 jours d’incubation a 28°C.

Ces observations sont réalisées directement sur les boites de Pétri et ce pour étudier les
mycélia en place sans en altérer les structures. Elle consiste a voir également la sporulation
caractéristique des souches ainsi que la forme et la tailles des spores et la fragmentation du

mycélium aérien (Williams et al., 1989).

2.2 Etude des caracteres physiologiques des souches

2.2.1 Production de pigments mélanoides

Les actinobactries sont caractérisées par la production de divers pigments sur des
milieux naturels ou synthétiques, qui sont considérés comme un critere utile pour les études

taxonomiques (Goodfelow et al., 2012).

La production de pigments mélanoides par les isolats est observée sur milieu gélosé
ISP7.

2.2.2 Dégradation de divers composés organiques
> Les sucres

Les composés glucidiques peuvent étre dégradés par de nombreuses bactéries suivant

deux grandes voies : I’oxydation (en aérobiose) et la fermentation (en anaérobiose).
Cette étude est réalisée sur milieu ISP9 (Shirling et Gottlieb, 1966).

Les composés glucidiques testés sont les suivantes : D-glucose, Arabinose, Fructose,
Cellobiose, Galactose, Lactose, Rhamnose, Xylose, Mannose, Saccharose, fructose et Tryptose.
Les solutions a 1% sont stérilisées séparément a 120°C pendant 20min puis ajoutés au milieu

ISP9 préalablement préparé lors de 1’utilisation.

Les boites ensemencées sont incubées a 28°C pendant 14 jours et la croissance est
estimée par I’appréciation du développement des mycélia aérien et du substrat en comparaison
au temoin.

Remarque : Témoin négatif= ISP9 seul et témoin positif = ISP9 + glucose.
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> Les acides aminés
Cette etude est réalisée sur milieu ISP9 (Shirling et Gottlieb, 1966).

Les acides aminés testés sont : Acide Glutamique, L.histidine, Sérine, L.lysine, Alanine et
Arginine. Les solutions a 1% de ces derniers sont préparées et stérilisés par un filtre seringue
(0.45 pm) puis ajoutés aux milieux lors de la préparation. Les lectures s’effectuent aprés 7 a 14

jours d’incubation a 28°C. Le test positif se manifeste par une croissance de la souche.

> Hydrolyse des protéines

Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) font partie de la classe des
hydrolases, ce sont des enzymes qui catalysent les protéines dans des sites bien spécifiques en
scindant la liaison peptidigue qui lie deux acides aminés dans une chaine peptidique. Elles sont

produites extracellulairement comme intracellulairement (Kumar et al., 2008).

Ce test est réalisé en ensemencant les deux souches en stries sur milieu gélosé
contenant 5% de lait écréme, apres 7 jours d’incubation a 28 °C. La dégradation de la caséine
du lait se traduit par la présence d’un anneau claire autour des colonies de la souche (De vos et
al., 2009).

> Hydrolyse de I’amidon
Amylase, est une macromolécule qui fait partie de la classe des protéines globulaires.

Elle hydrolyse au hasard les liaisons osidiques (1,4), de ’amylose, de I’amylopectine, de
I’amidon et du glycogéne a I’exclusion des liaisons terminales de ces chaines. Elle provoque la

libération du glucose, du maltose et surtout d’o. —dextrines (Benaouida, 2008).

Le test qui indique I’activité amylolytique a été réalisé€ sur une gélose a base d’amidon
(milieu Gausse), Un ensemencent du milieu par stries. Aprés incubation pendant 7 jours a 28°C
une solution de lugol a été dispersée sur toute la surface du milieu. Apres quelques minutes de
contact, ’excés a été éliminé. La présence d’amidon est révélée par la présence de la couleur

bleue et la production d’amylase est traduite par la transparence autour des colonies.

> Hydrolyse de la cellulose
Les cellulases sont des enzymes qui sont synthétisées par des micro-organismes lors

de leur croissance sur des matieres cellulosiques (Gaur et al., 2015).

La recherche de 1’activité cellulosique a été réalisée sur un milieu carboxy méthyl
cellulose (CMC). Aprés 7 jours d’incubation a 28°C, une solution de rouge de Congo a 1 %

préalablement préparée a été dispersée sur toute la surface du milieu Aprés cing minutes de
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contact, I’excés a été éliminé et les boites sont rincer avec du NaCl. L’apparition d’un halo

jaunatre indique la production d’enzyme (cellulase).

> Hydrolyse des lipides (tween 80)

Les lipases sont largement répondues chez les bactéries, les levures et les champignons
filamenteux. Les lipases sont des enzymes hydrosolubles capables d'effectuer I'hydrolyse de
fonctions esters et sont spécialisées dans la transformation de glycéride en glycérol, des

diglycérides, des monoglycérides et des acides gras (Salwan et al., 2018).

L’activité estérasique a été testée sur le milieu de culture Sierra additionné de Tween
80 puis incubés a 28°C pendant 7 jours. La présence d’une activité estérasique est traduite par

I’apparition d’un halo opaque autour des colonies.

> Utilisation des sels de sodium : Oxalate et Acétate

Les acides organiques de faible poids moléculaire, tels que l'acétate, 1’oxylate, sont
utilisés comme seules sources de carbone et d'énergie par de nombreuses bactéries et sont
métabolisé par les cycles tardifs de I'acide tricarboxylique et du glyoxylate (Prescott et al.,
1995 ; Lengeler et al., 1999).

La dégradation d’oxalate et de I’acétate a été mise en évidence en ensemencant les
deux isolats (TC1 et TC2) sur le milieu de culture (Annexe II). Les boites sont par la suite
incubées a 28°C et la lecture est faite apres 3, 7, 14, et 21 jours. La dégradation est notée

positivement apres virage de l'indicateur coloré du jaune au rouge-rose.

2.2.3 Tests de sensibilité a divers agents physiques et chimiques

Les tests réalisés consistent a évaluer la croissance bactérienne en présence de
différents agents physiques (température), et chimiques (pH, NaCl, résistance aux

antibiotiques).

v' Température

Chaque bactérie a une température optimale de croissance. Ce test a pour but la mise
en évidence de la capacité des actinobactéries a croitre a différentes températures. Les souches

sont ensemencées sur le milieu SCA puis incubées a différentes température (4, 28, 37, 50°C)

pendant 21 jours.
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v" Croissance a différentes valeurs de pH

La croissance des deux souches a été évaluée sur milieux SCA a des valeurs de pH
initiales de 3.2, 5.2, 7.2, 9.2 et 11.2. Les boites sont par la suite incubées a 28C°. La lecture est

faite apres 3, 7, 14 et 21 jours d'incubation.

v' Résistance ou sensibilité a différentes concentrations de NaCl

Ce test est réalisé dans le but d’évaluer la résistance des deux souches a des
concentrations croissantes de Chlorures de sodium (NaCl) (0,2-0,4-06-1-12-14-16-2
et 2,5M) sur Milieu SCA pendant 21 jours d’incubation a 28°C.

v Mise en évidence de la résistance aux antibiotiques

La résistance et la sensibilité aux antibiotiques des souches résistantes aux Plomb et
Zinc sont déterminées selon la méthode de diffusion sur disque de Kirby-Bauer. Les
antibiotiques : Trimethoprime : Trimethoptine ; Sulphamethoxazole (1,25; 1.23 pg),
Ampicilline : AMP (10 msg), Amoxicilline : AMO (25 pg), Céfotaxime : CEF (30 pg), Acide
Oxalinique : OXA (10 pg), Colistine : COL (10 pg), Cefuroxime : CEF (5 pg), ont était
utilisés.

Les boites de Pétri contenant la gélose Mueller Hinton (MH) sont ensemencées par des
stries serrés. Les disques d'antibiotiques ont été placés sur les boites inoculées. La lecture est
faite apres 3, 7, 14 et 21 jours d'incubation a 28°C (Ao-Amer et al., 2013 ; Singh et al., 2013).

2.3 Mise en évidence de I’activité antagoniste

La mise en évidence de l’activité antimicrobienne des souches d’actinobactéries

¢tudiées, est réalisée milieu solide par la méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986)

2.3.1 Culture des souches
Consiste a ensemencer les deux souches en stries serrées sur milieux SCA (SCA en
absence du métal (100mg/l) et SCA en presence du metal qui sont le zinc pour la TC1 et le

plomb pour la TC2) puis incubées a 28C° pendant 7 jours

2.3.2 Méthode des cylindres d’agar

Afin d’avoir un inoculum adéquat, la densité des suspensions bactériennes (germes
cibles) est standardisée a 107 UFC/ml en prenant quelques colonies du germe cible en suite les
mettre dans 5ml de 1’eau physiologique stérile. Des boites de Mueller Hinton ont étes

ensemencer avec les suspensions bactériennes. A partir des boites de SCA préalablement
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ensemencé, des cylindres de 6mm de diamétre sont découpés stérilement a 1’aide d’un emporte-
piéce puis déposes a la surface du milieu Mueller Hinton préalablement ensemencé par les
germes cibles cités précédemment. Les boites sont mises a 4C° pendant deux heures afin de
permettre la diffusion des substances actives élaborées par les souches testées, puis incubées a
37C° pendant 24 heures pour les souches bactériennes, et a 28°C pendant cing jours pour les

souches fongiques (figure 4).

e Le mycélium est en contact avec la gélose.

e L’inoculum ne doit pas étre utilisé au-dela de 15 minutes apres de sa préparation

a)

b)

Figure 4 (b) : ensemencement du milieu Mueller Hinton avec la suspension

bactérienne
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Figure 4 (c) : Préparation et dépdt des cylindres d’agar sur Mueller Hinton

Figure 4 : Mise en évidence de I’activité antibiotique des souches d’actinobactéries sur milieu
Mueller-Hinton par la méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986)
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Chapitre 111 Résultats et discussion

1 Etude des caractéres morphologiques des souches isolées
Pour identifier les souches étudiées, des observations morphologiques ont été réalisé
comprenant la forme, la couleur, 1’aspect du mycélium aérien (MA) et du substrat (MS) et la

production de pigments (Ranjani et al., 2016).

1.1 Caracteres macromorphologiques
Les propriétés culturales des deux isolats TC1 (la souche résistante au zinc) et TC2
(la souche resistante au plomb), cultivées sur différents milieux ISP (International Streptomyces

Project) et SCA (Starch Casein Agar) sont raportées apres 21 jours d’incubation a 28°C.

4+ Lasouche TC1

Les colonies de I’isolat TC1 cultivées sur divers milieux sont de forme circulaire. Les
résultats sont résumés dans le tableau (111). La souche présente une croissance importante sur

tous les milieux utilisés (ISP et SCA) (Figure 5).

'/'_ SCA

SCA+ Zinc

Figure 5 : Caractéristiques morphologiques et culturales sur les milieux ISP et milieu SCA de
I’isolat TC1 apres 21 jours d’incubation
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Tableau I11 : Caractéres culturaux de I’isolat TC1 aprés 7 a 21 jours d’incubation
caractére culturaux Jours d’incubations
Milieux
Couleur et -
Souche Ide aspect du My(;jelljlum Pigments | apres 7 | apres | apres
culture | mycélium solubles | jours |14 jours |21 jours
L substrat
aérien
Blanc / teinte Marron
: ) ++ +++ +++
JeiPL grise ; Rugueux (21))
Blanc ;
ISP2 Légérement Beige +++ +++ +++
cotonneux
ISP3 Blanc ; Beige ++ +++ +++
Cotonneux Ab
TC1 Blanc - Marron sence
S Cotonneux (mal_Jve * o S
21j)
ISP5 Blanc ; Craie Marron +++ +++ +++
Blanc ; .
' +++ +++ +++
Sl Cotonneux Beige
SCA + Blanc ; Marrqn t et et
Meétal Cotonneux foncé

Note : Croissance ou sporulation : +++ : bonne ; ++ : moyenne ; + : faible.
+ La souche TC2

Les colonies de I’isolat TC2 sont de forme circulaire et [égérement bombée. La souche
présente une bonne croissance sur les milieux ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 et SCA. Néanmoins, un
développement relativement moyen est constaté sur ISP1. Les résultats sont représentés dans le

tableau IV et la figure 6 ci-dessous.
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SCA+ Plomb

Figure 6 : Caractéristiques morphologiques et culturales sur les milieux ISP et milieu SCA
apres 21 jours d’incubation de I’isolat TC2
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Tableau IV : Caracteres culturaux de 1’isolat TC2 aprés 7 a 21 jours d’incubation

caracteres culturaux Jours d’incubations
Couleur et
Milleux | - aspect du apres | apres
Souche de mycélium [ Mycélium du | Pigments | apres 7 24 gl
culture aerien substrat solubles jours | . -
jours | jours
Blanc ;
ISP1 Rugueux Beige + ++ ++
(riche)
Blanc ; .
ISP2 Cotonneux Beige ++ +++ +++
Blanc ; .
e ISP3 Cotonneux Beige Absence ++ +++ +++
ISP4 | Blanc ; Craie Beige +++ +++ | +++
ISP5 Blanc ; Beige foncé +++ +++ 44+
Cotonneux
SCA Blanc ; Beige P [V
Cotonneux
SCA + Blanc ; .
Métal | Cotonneux Beige + L

Note : Croissance ou sporulation : +++ : bonne ; ++ : moyenne ; + : faible.

1.2 Caractéres micromorphologiques

Les observations microscopiques réalisées sur des cultures de 14 jours de TC1 et TC2
sur milieu SCA, ont permis de mettre en évidence ; la forme des filaments, de la chaine sporale
et des spores de chaque souche. L’observation microscopique des deux souches est illustrée

dans les figures 7 et 8.
+ Lasouche TC1

Le mycélium de la souche TCL1 est tres dense, organisé en pelotes (a) d’ou émergent
des filaments longs et fins non cloisonnés (c), portant une chaine sporale en linéaire (d).

(a) (b) (c)
\

&

Figure 7 : Observation microscopique du mycélim aérien de la souche TC1 ; (a) au
grossissement (Gx4), (b) (Gx40) et la chaine sporale (c) (Gx40)
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+ Lasouche TC2

Le myceélium aérien de la souche TC2 se présente sous forme de filaments treés longs
et fins non segmentés (siphonnés) (b), portant une chaine de spores linaire. Ces dernieres sont
de formes rondes organisées en amas ou isolées et dispersees (c) en dehors du mycélium.

(b) (C)

(d)

Figure 8 : Observation microscopique du mycélium aérien de la souche TC2 ; (a) au
grossissement (Gx4), (b) (Gx10), (c) (Gx40) et la forme des spores (d) (Gx40)

Sur la base des observations macroscopiques (croissance, aspect, et production de
pigments) et microscopiques (chaine de spores et la forme des hyphes) des deux isolats, il est
possible de les apparenter au genre Streptomyces. En effet, les deux souches montrent des traits
de ressemblance typiques a ce genre d’actinobactéries (Bergey manuel, 2012). D’aprés Locci
et al. (1989) cités par Thakur et al. (2007) ; les souches présentant une croissance sur une
large gamme de milieu de culture, montrent généralement une morphologie typique des

Streptomycetes.

2 Caracteres physiologiques des souches

2.1 Production de pigments mélanoides
Les isolats TC1 et TC2 présentent une bonne croissance sur le milieu ISP7. Aucun

pigment n’est sécrété sur ce milieu.
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Les pigments mélanoides sont des produits de la transformation de la Tyrosine en
DOPA-mélanine responsable de la couleur, cette transformation est due a la présence de
I’enzyme Tyrosinase (Vasanthabharthi et al., 2011). D’aprés cette étude les deux souches
TC1 et TC2 ne produisent pas cette enzyme.

2.2  Dégradation de divers composés organiques

Les résultats obtenus des tests biochimiques sont résumés dans le tableau (V).

2.2.1 Lessucres

La mise en évidence de la dégradation des différents sucres testés montre que les isolats
TC1 et TC2 assimilent la plupart de ces derniers. Les résultats de ce test sont représentés dans
le tableau (V).

A la lumiere de ces résultats, il a été constaté que les deux souches présentent une
meilleure croissance sur les milieux contenant le mannose, le tryptose, fructose, galactose,
xylose, glucose, cellobiose et arabinose. Tandis qu’une faible croissance a été observée sur le
milieu contenant le rhamnose comme source de carbone. Par ailleurs, il a été noté que la
présence du Lactose et du mellibiose dans le milieu influence négativement sur la croissance
de la souche TC2, contrairement au résultat obtenu avec la souche TC1, ou il a été remarque

une bonne croissance en présence de ces deux sources de carbone.

2.2.2 Les acides amineés

D’aprés les résultats obtenus, représentés dans le tableau (V), il est clairement remarquable
que les deux souches TC1 et TC2, se développent en présence de L. lysine et 1’Acide
glutamique avec une excellente croissance. Cependant les deux isolats ont une faible croissance
voir absente sur les milieux contenant l'alanine, arginine, L.histidine, serine et dans la gélose

témoin.

2.2.3 Activités enzymatiques

Les résultats des tests enzymatiques effectués sur les deux isolats (TC1 et TC2) sont
représentés dans le tableau (V). Ces résultats montrent que les deux souches sont capables de
dégrader tous les substrats testés ce qui indique leur aptitude a produire des enzymes
hydrolytiques.
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+ Hydrolyse des protéines

Le résultat de ce test apparait apres une culture de 10 jours sur un milieu a base du lait
écréme, L’apparition d’une zone claire autour des colonies (Figure 9) indique la dégradation

de cette protéine et la production de protéases par les deux souches (TC1 et TC2).

Figure 9 : Hydrolyse de la caséine du lait par les deux souches TC1 et TC2

En 2011, Gulve et Deshmukh ont montré dans leur étude sur les activités
enzymatiques des actinobactéries que les genres Streptomyces, Micromonospora, Nocardia et
Saccharopolyspora possédent une activité protéolytique pour la dégradation de la caséine, ces

résultats concordent avec ceux obtenues dans cette presente étude.
+ Hydrolyse de ’amidon

A partir du tableau V et la figure 10, il a été constaté que les deux souches présentent
une activité amylolytique. Ce résultat est visualisé par 1’apparition d’un halo clair autour des
colonies indiquant ainsi la dégradation de ’amidon ce qui implique que les isolats étudiés

produisent I’amylase.

Figure 10 : Hydrolyse de I’amidon par les deux souches TC1 et TC2
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Plusieurs études réalisées dans ce contexte prouvent que la majorité des actinobactéries
possedent ou bien synthétisent des amylases (Kuo et Hartman, 1966) ; (ChaoHsun et Wen-
Hsiung, 2007).

+ Hydrolyse de la cellulose

Le resultat du test de dégradation de la cellulose a montré que les deux isolats
présentent une activité cellulasique sur le milieu CMC contenant la cellulose comme seule
source de carbone et ceci est observé par 1’apparition d’un halo clair autour des colonies (figure

11) indiquant ainsi la production de cellulase par ces souches.

f : TC1 TC2

S

Figure 11 : Hydrolyse de la cellulose par les deux souches TC1 et TC2

Une étude réalisée par Gobalakrishnana et al. 2016 a montré que la souche
d’actinobactéries nommé MHA5 isolée de I'lle Havelock des Andamans a présenté une forte

activité cellulasique.
4+ Hydrolyse des lipides (tween 80)

Pour I’activité lipasique, qui se traduit par I’apparition d’une zone opaque autours des
colonies comme le montrent les photographies présentées en figure 12, les résultats obtenus

indiquent clairement que les deux souches sont capables de dégrades les lipides.

Figure 12 : Hydrolyse des lipides par les deux souches TC1 et TC2
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Plusieurs travaux ont montré la grande capacité des actinobactéries a produire des
lipases. A titre d’exemple Rodrigues et al. 2022 ont menés une étude qui montre que deux
souches d'actinobactéries, Arthrobacter polychromogenes et Streptomyces violaceoruber, sont
de bonnes productrices de lipases. De plus 1’étude réalisée en (2021) par Welz et al. a permis

de constaté que la production des enzymes lipolytiques est également retrouvée chez plusieurs

souches d’actinobactéries.

En (2021) Do et al, ont étudiés une souche de Streptomyce (Streptomyces

flavovariabilis XM21) qui était capable de produire des enzymes extracellulaires, telle que les

cellulase, protéase, I’amylase et lipase.

Résultats et discussion

Tableau V : Caractérisation biochimiques des isolats étudiés

Tests biochimiques

la croissance

Facteurs variables TCL TCo
Mannose +++ +++
Tryptose +++ +++
Galactose + +++
Fructose +++ +++
Xylose + +++
Glucose +++ +
Sucres Arabinose +++ +++
Fructose +++ +++
Rhamnose + +
Lactose +++ +
Cellobiose ++ ++
Millibiose +++ +
Témoin - /
A. glutamique ++ +++
L. histidine + -
Acides Serine - ;
aminés L.Iys_lne T T
Alanine - +
Arginine + +
Témoin /
Amidons + +
enzymes Prgtt_’eines + +
Lipides + +
Celluloses + +

Note : Croissance ou sporulation : +++ : bonne ; ++ : moyenne ; + : faible ; + : tres faible ; —:

nulle ; / : Non détrminé.
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2.2.4 Utilisation des sels de sodium

D’apres les résultats illustrés sur la figure 13, il a été rapporté que les deux souches
(TC1 et TC2) métabolisent les deux composes organiques (1’ Acétate de sodium et 1’Oxalate de
sodium). La dégradation de ces derniers est traduite par 1’apparition de la couleur rose dans le

milieu.

Figure 13 : Dégradation des sels de sodium par les TC1 et TC2. A : Acétate de sodium ; B :
Oxalate de sodium

2.3 Tests de sensibilité a divers agents physiques et chimiques

L’ensemble des résultats des tests de sensibilité aux agents physiques et chimiques

sont représenté dans le tableau VIII.

2.3.1 Le potentiel d’hydrogéne (pH)

Les résultats de ce test montrent que les deux souches se développent a des valeurs de

pH allant de 5,2 a 11,2. Cependant une croissance plus au moins absente au pH 3.2 est constatée.

Communément, les acténobactéries préferent un pH neutre ou peu alcalin

(Zvyagintsev et al., 2007). Alors nous pouvons dire que les deux souches sont alcalophiles.

2.3.2 Latempérature

Les deux souches ont montré une meilleure croissance a une température de 28°C qui
se traduit par un développement plus important du mycélium aérien (MA). Cette croissance est
moins importante a 37°C et elle est totalement absente a 50°C. Il est important de signaler
également que les isolats ont la capacité de se développer a des températures basses de 1’ordre
de 4°C.
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D’apres ces resultats, les deux souches se développent a des tempeératures extrémes
(4°C), donc elles sont dites psychrophes (Fournaud, 1982 ; Catteau, 1999). Généralement, les
actinobactéries sont mésophiles mais certaines espéces sont thermophiles (Belyagoubi, 2014).

2.3.3 Tolérance a différentes concentrations de NaCl

Les deux souches (TC1 et TC2) sont capables de se développer a des concentrations
comprises entre 0,2M et 1,6M avec un optimum de croissance a des concentrations <0,6M de

NaCl accompagné d’une production de pigments diffusibles par la souche TC1 (Figure 14).

Cependant un développement relativement moyen a été noté entre 1,4 et 1,6 M de NaCl
et au-dela de ces concentrations les deux souches perdent de facon significative leur capacité

de croitre sur ce milieu.

D’apres Kuchner, 1987 cité par Tang et al, (2003), les actinobactéries peuvent étre

classées en plusieurs classes selon leur aptitude a croitre en présence de NaCl (Tableau VI1).

Tableau VII : Types de microorganismes halophiles (Kushner, 1987 cité par tang et al.,

2003)
Microorganismes concentration optimal (NaCl)
Non halophiles <0,2mole/L (<1,77%)
Faiblement halophiles 0,2 -0,5mol/L (1,77 -14,63%)
Modérément halophiles 0,5 -2,5mol/L (2,93 - 14,63%)
Halophiles extrémes 2,5 -5,2 mol/L (14,63 - 30,4%)
halotolérants 0,2 -5,2mol/L (1,77 a 14,63%)

Sur la base de cette classification, les deux souches peuvent étre définies comme étant

des actinobactéries halophiles modéreées.

31



Chapitre 111 Résultats et discussion
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Figure 14 : Pigmentation de TC1 sur différentes concentrations de NaCl

Tableau V111 : Caractéristiques physiques et chimiques des souches TC1 et TC2

. la croissance
Facteurs Variables TCL T
Agent 4 ++ ++
physique | Température 28 ++ o
(°C) 37 +++ ++
50 Absence de croissance
0,2 +++ +++
0,4 +++ +++
0,6 +++ +++
1 +++ +++
NaCl (M) 1,2 +++ +++
14 ++ ++
Agents 1,6 + +
chimiques 2 - -
2,5 - -
3,2 + +
5,2 +++ +++
pH 7,2 +++ +++
9,2 ++ +++
11,2 + +++

Note : Croissance ou sporulation : +++ : bonne ; ++ : moyenne ; + : faible ; + : trés faible ; —:

nulle.

2.3.4 Mise en évidence de la résistance aux antibiotiques

Le profil de résistance des deux souches bactériennes TC1 et TC2 montre qu'elles sont
résistantes & une multitude d’antibiotiques : Trimethoprime, Ampicilline, Amoxicilline,
Céfotaxime, Acide Oxalinique, Colistine, Cefutoxime. Les résultats de 1’antibiogramme sont
illustrés dans la (figure 17) de I’Annex I11.
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Plusieurs travaux realises suggerent que cette résistance est acquise par un changement
du matériel génétique d'une bactérie, qui peut se produire par une mutation génétique
(Wnorowski, 1993 ; Tewari et al., 2013).

En (2012) Mgbemena et al, ont démontrés qu'une corrélation existe entre la tolérance
aux métaux lourds et la résistance aux antibiotiques chez les bactéries en raison de la probabilité
que des genes de résistance a la fois aux antibiotiques et aux métaux lourds, peuvent étre
étroitement situes sur le méme plasmide. De nombreux travaux de recherches ont rapporté la
relation de la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds chez les actinobactéries, a titre
d’exemple en (2020) Yan et al ont constatés que les métaux libérés par I'activité miniére
peuvent déclencher la co-sélection de la résistance aux antibiotiques dans le phylum
d’actinobactéries (Wu et al., 2015 ; Zhao et al., 2020 ; Yuan et al., 2019).

Ainsi une étude réalisée par Qiu et al en (2021) a montré aprés I’analyse des
corrélations, des relations significatives entre 1’abondance des GRA (génes de résistance aux
antibiotiques) et les métaux lourds, puisque les GRA suivants : sull, tetO et intl1 ont révélées

des relations significatives avec Cu, Zn et Pb.

3 Mise en évidence de I’activité antagoniste

3.1 Activité antibactérienne
4+ Lasouche TC1

Il a été remarqué que la souche cultivée pendant 7 jours sur un milieu en présence du
métal (SCA + Zinc), présente qu’une seule activité contre Staphylococcus aureus, dont la zone
d’inhibition est 7.66mm. Tant dis qu’en absence du métal, elle présente une activité
relativement significative aussi bien vis-a-vis de bactéries a Gram-négatif (Pseudomonas
aeruginosa) avec un diamétre de la zone d’inhibition 16mm, et encore bactéries a Gram-positif.

Les résultats sont illustrés dans la figure 15.

33



Chapitre 111

n

z

o

=

om 25

% 20

A 15

= 10

Zz =

8s ¢

(,') O

UOJ & N )
N NS

Ll @b &

o & c:@ © o0

5 & & &

p ¢ & F ¢

< X & Ny

S ¢ i

Q S
0o & =
=X

Figure 15 : Activité antimicrobiennes de la souche TCL1 en présence et en absence du Zinc a

D’apres les résultats obtenus nous pouvons déduire que la présence du Zinc (Zn) dans
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le milieu inhibe la synthése de la substance bioactive, en jouant le réle de répresseur.

+ Lasouche TC2

L’isolat obtenu sur le milieu contenant du Plomb présente une activité importante vis-
a-vis de la plus part des germes testés, qui varie de 7mm a 13,3mm. D’autre part une activité
moins importante a été observée vis-a-vis les germes a Gram positif notamment Staphylococcus

aureus et Bacillus cereus, en absence du Pb dans le milieu de culture de la souche. Une seule

activité bactériostatique contre Pseudomonas aeruginosa a été enregistrée (figure 16).
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Figure 16 : Activité antimicrobiennes de la souche TC2 en présence et absence du Plomb a
1’égard des germes cible

Aprés I’analyse des résultats nous pouvons suggeérer une hypothése que le Plomb (Pb)

joue un réle d’un inducteur dans la synthése de la molécule bioactive.

3.2 Activité antifongique

Les deux souches TC1 et TC2 ne présente aucune activité antagoniste vis-a-vis de
Penicilliumb sp, par contre une activité plus importante a été observée a I’encontre Aspergillus
niger avec des zones d’inhibition variables selon la souche testée et le milieu utilisé soit en
présence de métal ou en absence de ce dernier. Les résultats de I’activité antifongique sont

rapportés dans les figures 15 et 16 ci-dessus et figure 18 de I’Annexe I11.

En présence du métal des zones d’inhibition assez importante ont été observés allons
de 16,6mm a 20,3mm chez les deux souches TC1 et TC2 respectivement. En revanche en
absence du métal une zone d’inhibition, moins importante ont été observées, 12,3 mm et 9,3mm

de diametre pour TC1 et TC2 respectivement.
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Conclusion

L’étude réalisée au sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) et du
Laboratoire Génie Biologique de 1’Université de Bejaia, a porté sur la caractérisation de deux
souches d’actinobactéries (TC1 et TC2) résistantes aux métaux lourds essentiellement Zinc et
Plomb.

Nous nous sommes intéressé dans ce travail aux aspects phénotypiques
(macromorphologiques et micro- morphologiques) et culturaux des deux souches sur différents

milieux de cultures et la production de pigment mélanoides.

Les résultats des tests phénotypiques (culturaux et micro-morphologiques) montrent que
les deux souches peuvent rattachées au genre Streptomyces. En effet leur capacité a croitre sur
les différents milieux testés et ’aspect du mycélium et des chaines sporales sous microscope,

laisse supposer que ces souches (TC1 et TC2) appartiennent a ce genre d’actinobactéries.

D’autre part, les résultats des tests biochimiques, permettent de constater que les deux
souches ont la capacité d’utiliser la majorité des composés organiques comme seul source de
carbone, comme elles sont capables d’utiliser certaines acides aminés (Acide glutamique et
L.lysine) comme seule source d’azote pour la synthése des métabolites essentiels a leur

croissance.

L’¢étude enzymatique a révélé le pouvoir des souches étudiées a hydrolyser plusieurs

substrats ce qui nous renseigne sur 1’activité enzymatiques importante de ces derniéres.

Les résultats de 1’étude physiologique ont permis de connaitre certains caractéres de

cultures pouvant étre utilisés pour la sélection.

Les résultats de test résistance aux antibiotiques réalisé sur les deux souches étudiées
révelent qu’elles résistantes aux antibiotiques appartenant aux familles des bétalactamines,
diaminopyrimidine, polymyxines et quinolone. Ces résultats sont cohérents vu la capacité des
souches a synthétisé des molécules bioactives inhibitrice de certains germes cibles (bactéries
Gram+, bactéries Gram-, champignons). La résistance des souches a ces antibiotiques sous-

entend leurs aptitudes a la production de ces molécules.

11 serait intéressant d’aborder les points suivants dans I’avenir afin d’affiner ce présent
travail :
» Etude de la résistance des souches aux métaux lourds étudient en culture liquide.

> La caractérisation moléculaire de ces souches.
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» La détermination et la caractérisation des meécanismes impliqués dans la
résistance aux métaux lourds par I’utilisation des techniques de biologie

moléculaire.
» Application des souches testées en bioremédiation des biotopes pollués par les

métaux lourds.
> La réalisation des tests complémentaires (activité antivirales, activité

antioxydante...).
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Matériel utilisé durant le travail expérimental
> Anse de platine

Autoclave « Avantage- Lab AL02-12 »

Bain-Marie « GFL »

Barreaux magnétiques

Balance « ADAM AFA- 120LC »

Bec bunsen

Beéchers

Boite de Petri de 99 mm

Boite de Petri de 57 mm

Ecouvillons

Entonnoir

Eprouvette

Embouts stériles

Erlenmeyers

Etuve bactériologique a 28 C°, 37C°, 50C° « BINDER »

Flacons

Micropipettes de 100 puL et 1000 pL.

Microscope optique « euromex »

Pipette Pasteur

pH métre « HANNA»

Plaque agitatrice et chauffante « VELP Scientifica »

Spatules

Tube a essais

YV Vv Vv ¥V VvV VvV V¥V ¥V VvV ¥V VYV ¥V V¥V V V¥V V¥V VYV V ¥V VYV V V VY

Vortex « technoKartell TK3S »
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MILIEUX D’IDENTIFICATION

Etude morphologique

Les milieux ISP ont été préconisés lors de I’« International Streptomyces Project » (Shirling
et Gottlieb, 1966).

+ Milieu ISP1
Tryptone : 5 g ; Extrait de levure : 3 g ; Agar ; 15 g Eau distillée : 1000 ml. pH =7,2.
+ Milieu ISP2

Glucose : 4 g ; Extrait de levure : 4 g Extrait de malt : 10 g ; Eau distillée : 1000 ml ; Agar : 20
g;pH72.

+ Milieu ISP3

Farine d’avoine : 20 g ; Solution saline standard 1 ml ; Agar : 20 g ; eau distillé : 1000 ml. pH
7,2.

+ Solution saline standard : FeSO4, 7H20 : 0,1 g ; MnCly, 4H20 : 0,1 g ; ZnSO4, 7H20 :
0.1 g; eau distillée : 100 ml.

+ Milieu ISP4

Amidon : 10 g ; KaHPO4 :1 g ; MgSO4, 7TH20 : 1 g; NaCl : 1 g; (NH4)2S04:2g; CaCOs: 2
g ; Solution saline standard (voir ISP3) : 1 ml ; agar : 20 g ; eau distillée : 1000 ml. pH 7,2.

+ Milieu ISP5

L’ Asparagine : 1 g ; Glycérol : 10 ; KoHPO4 : 1 g ; Solution saline standard : 1ml ; Agar : 20
g ; eau distillée : 1000ml. pH 7.

+ SCA (Starch Casein Agar) (Kuster et Williams, 1964).

Amidon : 10 g ; Caséine : 0.3g; KNO3:2g; KoHPO4:2g; NaCl: 2 g; MgSO4 7H20 : 0.05
g; CaCO3:0.02 g ; FeSOs 7TH.0 : 0.01 g ; Agar : 18 g ; eau distillée :1000 mL. pH 7.2.

Etude physiologique
1. Dégradation des glucides et dérivés

+ Production de pigments mélanoides sur milieu ISP7 (Shirling et Gottlieb, 1966).
Glyceérol : 15 g ; L-Tyrosine : 0,5 g ; L-Asparagine : 1 g ; KaHPO4 : 0,5 g ; MgSOa, 7H20 : 0,5
g; NaCl: 0,59 ; FeSOs, 7H20 : 0,01 g ; solution saline standard (voir ISP3) : 1 ml ; agar : 18
g ; eau distillée 1000 ml. pH 7,2.

+ Milieu ISP9 (Milieu de base)
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(NH4)2S04 : 2,64 g ; KH2PO4 : 2,38 g ; KoHPO4 : 5,65 g ; MgSOs, 7H20 : 1 g ; Solution
saline : 1 ml ; eau distillée : 1000 ml ; agar:20g; pH:6,8-7.

+ Solution saline : CuSQOa, 5H,0 : 0,64 g ; FeSO4, 7H20 : 0,11 g ; MnC12, 4H,0 : 0,79 g
; ZnSQOy4, 7TH20 : 0.15 g ; eau distillée : 1000 ml.

+ Dégradation des sels de sodium (Gordon et al., 1974).
Sel de sodium (acétate, oxalate) : 2 g, NaCl : 2 g ; MgSOs, 7H20 : 0,2 g ; (NH4)2HPO4: 1 g;
KH2PO4 : 0,5 ¢ ; agar : 15 g ; eau distillée 1000 ml ; solution aqueuse de rouge de phénol a
0,04% : 20 ml. pH 6,8.

La dégradation est notée positivement apreés virage de l'indicateur coloré du jaune au rouge-
rose.

2. Milieux des activités enzymatiques
+ Dégradation du tween 80 (Sierra, 1957)

Tween 80 : 2 ml ; Peptone : 10 g ; NaCl : 5 g ; CaClz, 2H>0 : 0,1 g ; Eau distillée : 1000 ml ;
Agar : 18 9. pH 7,4.

La dégradation du tween 80 se manifeste par une auréole opaque autour des colonies.
+ Dégradation de I'amidon (Marchal et Bourdon, 1987).

Amidon:10g; KNOs:1g; KoHPO4:0.5g; MgSO4:0.59;NaCl:0.5g; FeSO4:0.019;
Agar : 18 g ; Eau distillée 1000 ml. pH 7,4.

+ Dégradation de la caséine du lait (Gordon et al., 1974).

Peptone : 10 g ; NaCl : 5 g ; Extrait de levure : 3 g ; Agar : 20 g ; Eau distillée : 1000 ml ; Lait
écréme : 100 9. pH 6.5 - 7.2.

+ Dégradation de la cellulose

CMC (cellulose) : 10 g ; KNO3z:2g; KoHPO4: 4 g; Na2POs : 4 g; CaCl: 0.001 g ; MgSO4
:0.29; FeSO4:0.004 g ; Agar : 15 g ; Eau distillée : 1000 ml. pH =7+0.2.

Test d’antagonisme
+ Milieu Mueller Hinton (MH)

Extrait de viande : 2 g ; Hydrolysat acide de caséine : 17,59 ; Amidon : 1,59 ; Agar:10g;
Eau distillée : 1000 ml. pH=7,4

+ Gélose Nutritive (GN)

Extrait de viande : 1 g ; extrait de levure : 2 g ; peptone : 5 g ; chlorure de sodium : 59 ;
Agar : 15 g ; Eau distillee : 1000 ml. pH =7.
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Photographies illustrant les résultats du test de résistance aux antibiotiques et du test
d’antagoniste des deux souches TC1 et TC2.

4+ Test de résistance aux antibiotiques

+ Lasouche TC1

Figure 15 : -a- Résistance de la Figure 15 : -b- Résistance de Figure 15 : -c- Résistance de

souche TC1 a ’antibiotique la souche TC1 a ’antibiotique la souche TC1 a I’antibiotique
Trimethoprim. Cefuroxime. Colistine.

Figure 15 : -d- Résistance de la souche TC1 a Figure 15 : -e- Résistance de la souche TC1
I’antibiotique Acide Oxalinique et I’ Ampicillin. a I’antibiotique Cefotaxime et I’ Amoxicillin.

Figure 15 : Mise en évidence de la résistance de la souche TC1 aux antibiotiques testés.

+« Lasouche TC2

Figure 16 - & Rf:SlsFapcg de la Figure 16 : -b- Résistance de la Figure 16 : -c- Résistance de la
souche TC2 a Iantibiotique souche TC2 & I'antibiotique  souche TC2 a I’antibiotique Acide
Trimethoprim et Cefotaxime. cefuroxime, Colistine et Oxalinique et I’ Amoxicillin.
I’ Ampicillin.

Figure 17 : Mise en évidence de la résistance de la souche TC2 aux antibiotiques testés.
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TC1 et TC2 sans Métal

Germe cible :
Acinetobacter baumannii.

Germe cible : Klebsiella
pneumoniae.

Germe cible : vibrio
cholerae

Germe cible : Aspergillus niger.
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TC1 et TC2 sans Métal

Germe cible : vibrio
cholerae

Plomb (Pb) pour TC2 ; Zinc (Zn) pour TC1.

Figure 18 : Photographie illustrant les zones d‘inhibitions de 1’activité antimicrobienne des
souches TC1 et TC2 contre les différents germes cible testés.



Résumé

L’¢tude morphologique des deux isolats a permis de la rattacher au genre
Streptomyces. La caractérisation physiologique a montré que les deux souches ont la capacité
de dégrader différents composes chimiques et a produire différente enzymes (amylase,
cellulase, lipase, peptidases) et elles peuvent se développer a des pH alcalins, & basses
températures (4°C) et a des concentrations moyennes de NaCl, ce qui fait d’elles des bactéries
alcalophiles psychrotrophes et halophiles modéré. Cette étude a permis aussi de mettre en
évidence la résistance des deux souches aux différents antibiotiques testés (Trimethoprime,
Ampicilline, Amoxicilline, Céfotaxime, Acide Oxalinique, Colistine, Cefixime). Un test
d’antagonisme a également été¢ réalis€ a 1’égard des différentes bactéries a Gram positif
(Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
SARM), Gram négatifs (Entérococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhi, Vibrio cholerae) et des
deux champignons (Aspergillus niger, Penicillium sp). La mise en évidence de I’activité
antibiotique sur le milieu Mueller Hinton (MH), en présence et en absence du métal (Zinc et
Plomb) a montré que la souche TC1 a une activité importante en absence du Zinc, contrairement
a la souche TC2, qui présente une importante activité en présence du plomb.

Mots clés: Zinc; Plomb ; caractérisation des actinobactéries ; Stryptomyces ; Résistance
bactérienne.

Abstract

The morphological study of the two isolates made it possible to attach it to the genus
Streptomyces. Physiological characterization showed that both strains have the ability to
degrade different chemical compounds and produce different enzymes (amylase, cellulase,
lipase, peptidases) and they can grow at alkaline pH, low temperatures (4°C) and at medium
concentrations of NaCl, which makes them alkalophilic bacteria psychrotrophs and moderate
halophiles. This study also made it possible to highlight the resistance of the two strains to the
various antibiotics tested (Trimethoprim, Ampicillin, Amoxicillin, Cefotaxime, Oxalinic Acid,
Colistin, Cefixime). An antagonism test was also carried out against the various Gram-positive
bacteria (Staphylococcus epidermidis, Bacilussubtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
MRSA), Gram-negative bacteria (Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli, Klebsiella apneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhi, Vibrio
cholerae) and the two fungi (Aspergillus niger, Penicillium sp). Demonstration of antibiotic
activity on Mueller Hinton (MH) medium, in the presence and absence of the metal (Zinc and
Lead) showed that the TCL1 strain has significant activity in the absence of Zinc, unlike the TC2
strain., which exhibits significant activity in the presence of lead.

Keywords: Zinc; Lead; characterization of actinobacteria; stryptomyces; Bacterial resistance.




