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RESUME

Les actinomycétes sont d’importants groupes de microorganismes ayant colonisé¢ divers milieux
écologiques méme ceux hostiles. Jusqu’a nos jours, ils demeurent encore sources de la majeure partic des
biomolécules actives (métabolites secondaires) utilisées en médecine, en agriculture et en biotechnologie.

Dans la nature des microorganismes ont tendance a vivre en biofilm. Ce processus de formation de
biofilm commence par 1’étape d’adhésion. Les propriétés physicochimiques des surfaces et les caractéristiques
du milieu environnemental jouent un réle déterminant dans cette premicre étape d’adhésion.

Rare sont les travaux qui ont étudié la caractérisation physicochimique des actinomycétes, 1’objectif
principal de cette étude est porté sur la détermination des propriétés physicochimiques (hydrophobicité,
caractére accepteur/donneur d’électrons et composante dispersive) de la surface cellulaire des souches
d’actinomycétes halophiles ainsi que leur identification moléculaire.

Dans un premier temps, nous avons isolé pour la ‘‘premiére fois’’ au laboratoire de Bioprocédés et
Biointerface des souches d'actinomycétes a partir de 11 sites de sol dispersés dans la région de Béni Amir (Béni
Mellal, Maroc) connue par des taux de salinité variables. Une caractérisation physicochimique des différents sols
étudiés montre que chaque site représente un écosystéme particulier. L’utilisation des milieux de culture
spécifiques des actinomycétes nous a permis d’isoler 80 souches différentes sur la base d’étude morphologique
des colonies. Nous avons fait une identification moléculaire basée sur le séquencage du géne codant I’ARNr 16S
des souches, qui a permis de les rattacher au genre Streptomyces, souches réputées d’étre productrices
d’antibiotiques. Nous avons effectué¢ un criblage des isolats sur la base de I’activité antimicrobienne et la
tolérance en salinité qui nous a permis de sélectionner 14 souches qui vont faire I’objet de la suite des études.

Dans le second volet de ce travail nous avons déterminé en premier lieu les propriétés
physicochimiques de la surface des souches d’actinomycétes par deux méthodes MATS et Angle de contact en
présence de deux forces ioniques de KNO3. Nous avons montré que les deux méthodes utilisées ne reflétent pas
les mémes caractéres d’hydrophobicité, caractére donneur d’électrons, caractére accepteur d’électrons. En
second lieu, I’influence du sel NaCl a été¢ étudiée en présence de deux concentrations (0,1M et 1,2M). En
utilisant la méthode de MATS (adhésion microbienne aux solvants), qui n’a jamais été appliquée aux
actinomycétes, nous avons montré que la surface des souches d'actinomycétes a un caractere hydrophobe.
Lorsque la force ionique passe de 0,1 a 1,2 M, le caractére donneur d'électrons augmente pour deux souches
alors qu'il se rapproche de zéro pour les autres souches. Pour trois souches, le caractére accepteur d’électrons est
exprimé a des forces ioniques élevées. Par des mesures d'angle de contact les résultats montrent que douze
souches ont un caractére hydrophile et deux ont un caractére hydrophobe. De plus, toutes ces souches sont
principalement donneurs d'électrons et présentent un caractere accepteur d'électrons faible. Une caractérisation
par I’angle de contact des surfaces des sols montre qu’ils sont hydrophiles avec un caractére donneur d'électrons
bien exprimé et un caractére accepteur d’électrons faible a négligeable.

Le dernier volet de ce travail est consacré a 1’étude de I’influence de la salinité sur I’adhésion des
Actinomycetes sur deux supports. Sur le sol, les résultats ont montré que la majorité des souches ont une bonne
adhésion. Sur le verre ’adhésion de ces souches est faible. La variation de la concentration de NaCl n’a pas les
mémes influences sur ses propriétés physicochimiques de la surface des actinomycetes étudiées. Sur le pouvoir
adhésif la concentration n’a pas montré d’influence notable en NaCl.

Mots-clés

Isolement et distribution des actinomycétes, sol, région Béni Amir, identification, propriétés physicochimiques,
force ionique, MATS, Angle de contact, adhésion bactérienne.
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ABSTRACT

Actinomycetes are important groups of microorganisms that have colonized various ecological
environments, even hostile ones. To this day, they still remain the source of most of the active biomolecules
(secondary metabolites) used in medicine, agriculture and biotechnology.

In the nature of microorganisms tend to live in biofilm. This process of biofilm formation begins with
the step of adhesion. The physicochemical properties of the surfaces and the characteristics of the environmental
medium play a decisive role in this first adhesion step.

Rare are the works that studied the physicochemical characterization of actinomycetes, the main
objective of this study is focused on the determination of the physicochemical properties (hydrophobicity,
acceptor / electron donor character and dispersive component) of the cell surface of the strains of halophilic
actinomycetes as well as their molecular identification.

Firstly, we isolated for the first time in the laboratory of bioprocesses and biointerface strains of
actinomycetes from 11 sites of soil dispersed in the region of Beni Amir (Beni Mellal, Morocco) known by
variable salinity levels. A physicochemical characterization of the different soils studied shows that each site
represents a particular ecosystem. The use of culture media specific to actinomycetes allowed us to isolate 80
different strains on the basis of morphological study of colonies. We screened the isolates for antimicrobial
activity and the salinity tolerance that allowed us to select 14 strains that will be the subject of further studies.
The molecular identification based on the sequencing of the 16S rRNA gene of the strains allowed to link them
to the genus Streptomyces, strains known to be producing antibiotics.

In the second part of this work we first determined the physicochemical properties of the surface of
actinomycete strains by two methods MATS and Contact Angle in the presence of two ionic strengths of
KNO3.We have shown that the two methods used do not reflect the same hydrophobicity characteristics, electron
donor character, acceptor character of electrons. Secondly, the influence of the NaCl salt was studied in the
presence of two concentrations (0.1M and 1.2M).. Using the method of MATS (microbial solvent adhesion),
which has never been applied to actinomycetes we have shown that the surface of actinomycete strains has a
hydrophobic character. When the ionic strength goes from 0.1 to 1.2 M, the electron donor character increases
for two strains while it approaches zero for the other strains. For three strains, the acceptor character of electrons
is expressed at high ionic strengths. By measurements of contact angle the results show that twelve strains have a
hydrophilic character and two have a hydrophobic character. In addition, all these strains are mainly electron
donors and have a low electron acceptor character. Characterization by the contact angle of the soil surfaces
shows that they are hydrophilic with a well-expressed electron donor character and a low to negligible electron
acceptor character.

The last part of this work is devoted to the study of the influence of salinity on the adhesion of
Actinomycetes on two supports. On the soil, the results showed that the majority of strains have good adhesion.
On glass the adhesion of these strains is weak. The variation of the NaCl concentration does not have the same
influences on its physicochemical properties of the surface of the actinomycetes studied. On the adhesive power
the concentration did not show significant influence in NaCl.

Keywords

Isolation and distribution of actinomycetes, soil, Beni Amir region, identification, physicochemical properties,
ionic strength, MATS, contact angle, bacterial adhesion.
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INTRODUCTION GENERALE

Les actinomyceétes sont des bactéries filamenteuses a coloration de Gram positive.
Elles subissent des différenciations morphologiques durant leur cycle de vie. En conditions
défavorables, tel qu’un déficit de nutriments, les actinomycetes sporulent. Ce n’est que
lorsque les conditions redeviennent favorables que les spores peuvent germer et former de
nouveau le mycélium végétatif. Cette propriété joue un réle important dans leur
distribution (Gottlieb, 1973).

Ces bactéries retiennent particulierement notre attention et semblent étre
d'excellentes candidates productrices de substances a intérét biotechnologique. Ces
bactéries ont principalement pour habitat naturel le sol ou elles jouent un réle important
dans la décomposition et la minéralisation des composés organiques (lignine, cellulose...),
grace a la production de nombreuses enzymes lytiques extra cellulaires comme par

exemple les amylases, les xylanases, les lipases.

Les actinomycetes sont importants non seulement pour les industries
pharmaceutiques mais aussi pour l'agriculture. Les actinomycétes halophiles et tolérants au
sel sont des microorganismes extrémophiles qui se développent dans des environnements a
tres forte concentration en sel et occupent des environnements hypersalins dans le monde
entier. Plusieurs genres et espéces de nouveaux actinomycetes halophiles ont été
mentionnés dans la littérature (Tang et al., 2009, Li et al., 2006). En fait, il y a 15 genres
reconnus dans la famille (Gutierrez et al., 2002).Des souches d'actinomycétes halophiles
ont le potentiel de sécréter des enzymes extracellulaires (protéase, lipase, estérase,
galactosidase, amylases, etc.). La superficie affectée par la salinité est estimée de 350 000
hectares dans plusieurs pays dont 35% de I'ensemble des terres au Maroc (Allawi, 2006).
Cependant, peu de connaissances sont actuellement disponibles sur la diversité des

actinomycetes dans les milieux salins.

La forme, la fonction et le métabolisme des microorganismes ainsi que leurs
capacités a coloniser toutes sortes de milieu sont a la base d’une trés grande variété de ces
étres vivants. De méme ils sont dotés d’une capacité indéniable de s’adhérer a différentes
surfaces et de former des Biofilms. Ainsi la compréhension des mécanismes d’adhésion et
de formation des Biofilms nécessite d’avoir de trés bonnes connaissances des

caractéristiques énergetiques, de la composition de surfaces et du métabolisme des
1



microorganismes. Dans ce contexte, contrairement aux actinomycetes, nombreux les
chercheurs qui ont étudié ce processus d’adhésion des différents micrioorganismes dans
différents secteurs pouvant aboutir a la formation de Biofilm dans I’optique de le
comprendre, et ceci pour finalement pouvoir le moduler. Pour cela, des auteurs comme
Latrache et al. , (1994), Latrache et al. , (2001), Latrache et al. , (2002), Hamadi et al
(2004) se sont mis a étudier les propriétés physicochimiques des surfaces cellulaires.
Tandis que d’autres s’intéressaient aux propriétés des substrats (supports d’adhésion).
S’ajoutent a ces deux aspects, 1’é¢tude portée sur les caractéristiques de milieu

environnementale ou se fera éventuellement [’adhésion.

Vu que les microorganismes sous 1’état du biofilm deviennent plus résistants, plus
pathogeénes quand il s’agit d’un microorganisme nuisible; mais plus productif dans le cas
des microorganismes utiles comme les actinomyceétes ,et vue que les travaux effectués sur
la surface des actinomycétes sont trés rares, I’expertise acquise dans notre laboratoire de
bioprocédes et biointerfaces sera exploitée dans ce travail pour I’investigation du
comportement adhésif des actinomycetes en relation avec les interactions
physicochimiques interfaciales

Ce travail se décompose en trois parties :

La premiére partie de 1’étude bibliographique s’articule :

> L’écologie et I’importance des actinomycétes dans les sols notamment les sols
salins et les opportunités d’étudier les biofilms.

> Les Phénomenes de bioadhésion avec les méthodologies correspondantes

> Une revue de probleme de salinité avec la situation réelle de la région de Béni Amir
source de I’isolement des actinomycetes

- La deuxiéme partie reviendra sur les différentes méthodologies utilisées pour le travail
microbiologique notamment la biologie moléculaire. Les différentes méthodes de

caractérisation de surface et de mesure de 1’adhésion sont aussi décrites dans cette partie.

- La troisieme partie présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions Elle est

divisée en six chapitres.

v Le premier chapitre est consacré aux méthodes d’isolement et 1’étude de la diversité

des actinomycétes du sol de la région de Béni Amir (Béni Mellal, Maroc).



v' Le deuxiéme chapitre représente 1’identification moléculaire des souches isolées, et
leurs caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques

v Le troisieme chapitre traite le criblage des actinomycetes a intérét biotechnologique.
v' Le quatrieme chapitre est dédié a la caractérisation des propriétés physicochimiques
de surface des actinomycetes par les méthodes MATS et I’angle de contact.

v' Le cinquiéme chapitre dans 1’objectif de rapprocher les bactéries des conditions
du milieu de leur provenance, nous avons déterminé I’influence de chlorure du sodium sur
les propriétés physicochimiques de surface des actinomycetes.

v Le sixieme chapitre traite I’étude de 1’adhésion des actinomycétes au sol.

-Les conclusions des travaux menés ainsi que les perspectives qui en découlent cloturent

ce manuscrit.



PARTIE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre I :

Les actinomycetes du sol : écologie, et
interaction environnement



1- Introduction

Les actinomycetes appartiennent a la classe des Actinobacteria, bactéries a Gram
positif de haut coefficient de Chargaff (%GC) : généralement compris entre 60 et 75 %. Le
phylum des Actinobacteria est grand et complexe (Ventura et al., 2007, Zhi et al., 20009,
Stackebrandt et al., 1997). 1l regroupe 5 ordres, 13 sous-ordres, 48 familles, et plus de 200

genres bactériens.

Le terme actinomycete a été historiquement introduit pour définir des bactéries
filamenteuses et ramifiées (Waksman and Henrici, 1943, Larpent, 2000, Lange et al.,
1993), qui dans la classification actuelle des Actinobacteria appartiennent a 1’ordre des
actinomycétales. Les actinomycetes forment des colonies circulaires constituées d’hyphes,
c’est-a-dire de filaments qui irradient par croissance centrifuge, tout autour du germe qui
leur a donné naissance (Gottlieb, 1973, Lechevalier, 1981). Cela explique leur
dénomination qui provient de deux substantifs grecs «aktino» et «mycétes» et signifie

«champignons a rayons» ou « champignons rayonnant».

Les actinomycetes ont souvent été confondus avec des champignons du fait de leur
morphologie fongoide (présence de filaments ramifiés, sporulation) (Reponen et al., 1998),
ainsi que de I’allure mycosique des maladies que certains provoquent (Gazenko et al.,
1998). Toutefois, leurs propriétés chimiques, physiologiques, immunologiques les rangent
sans ambiguité parmi les procaryotes(Becker et al., 1965, Lechevalier, 1981). Ainsi, leur
paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais du peptidoglycane, et leur cytologie
est celle des bactéries. Ces caracteres s’ajoutent a d’autres comme la sensibilité a des
actinophages et a des antibactériens, qui confirment le bien-fondé de la classification des
actinomycétes parmi les bactéries (Mariat and M., 1990) .Leur analyse génomique a par la
suite confirmé cette classification(Stackebrandt et al., 1997). Ainsi, les similarités
morphologiques des actinomyceétes et des champignons apparaissent plutét liées au fait que
ces microorganismes colonisent des écosystemes voisins (en particulier le sol), et ont donc
développé au cours de I’évolution des modes de reproduction, de dissémination et de

croissance voisins.



2- Historique

L’histoire des actinomycetes peut €tre divisée en 5 grandes périodes. La premicre
période qui va de 1877 a 1890 environ, a été nommee « période médicale » du fait que
I’intérét porté a ces microorganismes était dii presque exclusivement aux propriétés
pathogeénes qu’on leur attribuait (Baldacci, 1962). La seconde période (1900-1940) (Mariat
and M., 1990) se rapporte a la mise en évidence et a I’étude des actinomycétes du sol, avec
les travaux de (Lieske, 1921, Orskov, 2012). Elle couvre la découverte des conditions
saprophytiques d’habitat des actinomycétes et les premiéres tentatives pour distinguer deux

groupes : les pathogénes et les saprophytes.

L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits par les
actinomycetes. Elle commence en 1940 et le nom de Waksman lui est indiscutablement lié
avec la découverte, en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus
(Sanglier and Trujill, 1997). Cette période a résulté en un accroissement brusque du
nombre d’especes décrites (Baldacci, 1962). Ainsi, la période suivante (1940- 1970) peut
étre definie comme une période de développement de criteres morphologiques et
biochimiques pour la classification des actinomycetes, en paralléle avec la meilleure
compréhension de la physiologie de ces bactéries de leur intérét pour la production de
métabolites secondaires et leur potentialité de biodégradation de composes organiques.
Enfin, depuis les années 1960, I’essor des méthodes de génétique, initiées par Hopwood
(Chater, 1999, Hopwood and Merrick, 1977) puis de génomique (Hopwood, 2003 ) a
révolutionné la classification des especes (Ventura et al., 2007) puis les méthodes de
découverte de métabolites secondaires (Donadio et al., 2002) et d’exploration du potentiel
biotechnologique de ces microorganismes.

3- Morphologie

La morphologie des actinomycetes ressemble fortement a celle des mycetes
(Prescott, 2010). Toutefois, le diamétre des hyphes, habituellement de 0,5 a 1 pum, est deux
a dix fois plus petit que celui des champignons (de 2 a 5 um) (Gottlieb, 1973).Le mycelium
des actinomycétes présente une grande diversité de morphologies (figure 1).



haine de
conidiospore

Figure 1: Coupe transversale d’une colonie d’actinomycétes avec le mycélium vegetatif et
le mycélium aérien (Qin et al., 2016).

Le mycélium permanent peut étre organisé en mycelium végétatif (appelé aussi
mycélium de substrat ou mycélium de base) et/ou en mycélium aérien (Figure 1). On

distingue trois cas :

-Soit seul le mycélium végetatif est formé (exemple : Frankia, Dactylosporangium).
La croissance a lieu soit au sein, soit a la surface du milieu. Le myceélium est coénocytique

- il renferme un cytoplasme commun multi-nucléoide, et est donc dépourvu de septum.

-Soit il y a formation de mycélium végétatif puis de mycélium aérien maturé en
conidies (exemple : Streptomyces). Le mycélium aérien croit a la surface du mycélium

vegétatif et utilise ce dernier comme substrat.

-Soit, seul le mycélium aérien est formé, ce qui n’est rencontré que pour le genre
Sporichthya, dont les hyphes du mycélium aérien sont attachés au substratum par des

crampons

On rencontre des especes dont le mycélium est rudimentaire au point d'étre
inexistant (la plupart des Mycobacterium), d'autres au mycélium fugace, qui se fragmente
(certaines Nocardia), et enfin des especes au mycélium développé et persistant comme dans
le genre Streptomyces. Les mycéliums fragmentaire et permanent sont illustrés sur la figure
2.



Nocardia Streptomyces

Figure 2 : Clichés de microscopie électronique a balayage illustrant les types fragmentaire
et permanent du mycelium des actinomycetes((\VVelho-Pereira and Kamat, 2010). (A)
Bactéries du genre Nocardia qui se fragmentent, (B) Bactéries du genre Streptomyces en
sporulation. Barre d’échelle : 1 um.

> Production des spores

Cependant, certains produisent des spores flagellées, appelées zoospores,
permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques. Les spores d’actinomycétes
présentent une grande variété d’arrangements. Les spores peuvent étre produites isolément
(Micromonospora), deux a deux longitudinalement (Microbispora), en courtes chainettes
(Actinomadura), en longues chainettes (Streptomyces). Les chainettes de spores peuvent
étre ramifiées ou non, droites, flexibles ou en spirales. Elles peuvent étre rayonnantes
autour d’hyphes sporophores. On rencontre également une importante diversité au niveau
de la surface des spores : lisse, ridée, avec piquants ou d’aspect velu (Figure 3). Chez
certains genres, les spores sont contenues dans un sporange : compartiment qui se
développe a Dlextrémité d’un hyphe spécial appelé sporangiophore (Figure 4). Les
sporanges contiennent quelques plusieurs milliers de spores, formant des chaines enroulées

ou paralleles.
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Figure 3 : Clichés de microscopie électronique illustrant la diversité des types de surface

de spores chez le genre Streptomyces (Lyons and Pridham, 1971, Dietz and Mathews,
1971)

Streptosporangium
nondiastaticum

Micromonospora olivasterospora

Figure 4: Représentation schématique et clichés de microscopie électronique a balayage
montrant différents sporanges d’actinomycetes (Belyagoubi, 2014)

» Culture sur milieu solide

Les colonies formées sur milieu solide par les actinomycétes sont tres particulieres.

Elles résultent de 1’accumulation des hyphes ramifiés et non pas de cellules comme
c’est le cas chez les bactéries non filamenteuses. Le diamétre des colonies est variable de 1
a10 mm.

L’aspect des colonies peut étre compact, sec, lisse, rugueux a contours lisses ou
échancrés. Les colonies sont souvent pigmentées (blanc, créeme, jaune, violet, rose, gris,
etc... (Figure 5)
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Figure 5: Exemple de colonies d’actinomycétes (Arul Jose and Jebakumar, 2013)
A : Vue du mycélium aérien de la colonie ; B : Vue du mycélium du substrat.

» Culture sur milieu liquide

En culture liquide sans agitation, les hyphes formés aprés la germination des spores
montent en surface pour croitre en contact de I’air (van Keulen et al., 2003) .Cependant, en
milieu liquide avec agitation, il n’y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores.
Les Streptomyces forment d’abord des filaments libres, qui se ramifient et s’entremélent
pour former des agrégats (Figure 6). Ces derniers, généralement sphériques sont composés
d'une masse dense d’hyphes enroulés. Les cellules du centre étant privées de nutriments,
les agrégats grossissent seulement par la formation de cellules a la surface de la sphere
(Reichl et al., 1992, Tamura et al., 1997).

P s

g

Mycélium libre Enchevétrements Pelote
Figure 6 : Hyphes d’actinomycétes, rencontrées dans une culture liquide (Almaris et al., 2007).
(Pamboukian et al., 2002).

Enfin, il existe d’autres structures morphologiques plus atypiques. Certains
actinomycetes forment des structures particuliéres qui ne correspondent ni au mycelium ni

aux spores et dont la fonction n’est pas toujours définie.
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Ainsi les sclérotes trouvés chez Chainia sont constitués par une masse d’hyphes

cloisonnés dont les vacuoles sont chargées de triglycérides et d’acides gras ramifiés.

Les Synnemata, appelés également corémies sont des assemblages compacts
d’hyphes dressés, parfois fusionnés et portant des conidies apicales ou latérales. Cette

structure est caractéristique du genre Actinosynnema.

Des vésicules appelées sporanges, contenant des spores. IIs peuvent étre rencontrés
sur le mycélium aérien bien développé ou sur la surface de colonies dépourvues ou ayant
un mycélium aérien peu deéveloppé. lls sont présents chez les Frankia et les

Dactylosporangium (Theilleux et al., 1993).
Les conidies sont des spores asexuées qui peuvent avoir plusieurs organisations :

e Une seule conidie tel que le genre Micromonospora ;
e Une paire de conidies chez le genre Microbispora ;
e Chaines courtes de conidies formées d’un nombre inférieur ou égale a 20 spores par
chaine ;
e Longues chaines de conidies formées d’un nombre plus de 20 spores par chaine ;
Conidies rassemblées dans des synnemata (spores mobiles et qui peuvent étre
libérées) (Belyagoubi, 2014).

4- Physiologie de développement

La croissance des actinomyceétes est influencée par plusieurs parametres

physiologiques en particulier : I’oxygene, le pH et la température.

» Oxygéne
On peut deviser les actinomycetes selon leurs types respiratoires en deux groupes :

-Les formes fermentatives anaérobies strictes ou facultatives, représentées par le
genre type actinomyces, qui sont des commensales obligatoires des cavités naturelles de
I’homme et des animaux supérieurs(Le Minor et al., 1989).1ls font partie de la flore de
veillons (Avril, 1992).

- Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans
la nature en particulier sur le sol(Avril, 1992).
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» pH
La plupart des actinomycetes se comportent comme des bactéries neutrophiles, et
font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8, mais on peut
observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4 (McKinney and Gammie, 2004),
telle est le cas pour les souches acidophiles tel que : Streptacidiphilus jiangxiensis (Huang
et al., 2004) et Streptacidiphilus oryzae(Wang and Song, 2006).

» Température
Les actinomyceétes sont des microorganismes mésophiles. La température optimale
de croissance est entre 25 & 30 °C. Cependant, il existe des especes thermophiles,
principalement dans le genre Thermoactinomyces dont la température optimale est entre 50
et 60°C. (Rangaswami et al., 2004).Ces organismes avaient été distingués de leurs
homologues thermophiles appartenant au genre Thermomonospora grace a leurs spores qui
résistent a une température de 90°C pendant 30 minutes et par la résistance a la
novobiocine (25 pg/ml). Le genre Streptomyces comporte aussi des espéces thermophiles
comme Streptomyces thermocoprophilus (Kim et al., 2000) et méme psychrophiles(Holt

and Lawton, 1994).

» Activité de ’eau (Aw)

La germination des spores de la pluparts des actinomycétes, peut-étre observée a
des valeurs d’activité d’eau supérieures ou égales a 0.67, 1’activité d’eau optimale pour la
croissance et le développement des actinomycetes est égale a 0,98 (Zvyagintsev et al.,
2005) .En général, les actinomycetes ont été isolés dans des sols contenant des taux faibles
jusqu'a modérés d’humidité, ce qui suggere qu’ils ne sont pas beaucoup influencés par les

conditions semi-arides (Oskay et al., 2004, Prescott, 2010).

» Tolérance en NaCl

Selon leurs exigences en NaCl, les microorganismes sont divises en deux groupes :

. Les halophiles : Ont besoin de sel (NaCl) pour leurs croissances, cette
concentration peut varier de 1-6 % (Poids/VVolume) pour les faiblement halophiles, jusque
15-30 % pour les bactéries halophiles extrémes.

. Les halotolérants : Acceptent des concentrations modérées de sels mais non
obligatoires pour leurs croissances. On distingue, les Iégérement tolérants (tolérent de 6 a 8
% de NaCl (Poids/Volume) ; les moderément tolérants (tolérent de 18 a 20 % de NaCl
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(P/V) ; et les extrémement tolérants (se développent de 0 % jusqu'a saturation en NaCl)
(Messaoudi et al., 2012).

Différentes stratégies sont suivies par les microorganismes halophiles pour assurer
1’osmo-régulation de leurs cytoplasmes tout en gardant une concentration faible en ions de
sodium (Na") (Oren, 2002).

- La premicére consiste a 1’accumulation des ions de K* et CI” dans leur cytoplasme
sous forme de KCI, a des concentrations plus élevées que la concentration de NaCl

présente tout autour du milieu. Ce mode d’adaptation est énergétiquement moins COUteux.

- La seconde agit par exclusion des différents ions présents dans le cytoplasme, par
des pompes, tout en accumulant des solutés organiques pour maintenir 1’équilibre
osmotique. Les différents solutés organiques utilisés sont : glyceérol, betaine, ectoine, les
sucres comme le saccharose et le tréhalose (Galinski, 1995). Ce mode est énergétiqguement

colteux a cause du codt de la synthése des molécules organiques(Oren, 2002).

5- Cycle de vie

Le cycle le plus étudié est celui de genre Streptomyces débute par la germination
d’une spore donnant naissance a un mycélium primaire, formé d’hyphes non séptées et
plurinucléés, ramifié et ancré dans le milieu solide. Sur ce mycélium primaire, se
développera ensuite un mycélium aérien. Les extrémités des hyphes aériens se cloisonnent
et se différencient pour former des chaines de spores uninucléées comme le montre la
figure 7 (Flardh and Buttner, 2009).

Il a été estimé qu’environ 60 % des Streptomyces produisent, pendant la phase de
limitations nutritionnelles, une famille de protéines du type y- butyrolactone((Saffroy,
2006).Ces protéines constituent des intermediaires entre les modifications du milieu de
culture et la synthése des antibiotiques (Demain and Dijkhuizen, 2006).
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Figure 7 : Cycle de développement de Streptomyces griseus (Horinouchi, 2002)
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6- Taxonomie des Actinomycétes

Selon la classification du "Taxonomic Outline of The Procaryotes, Bergey's Manual
of Systematic Bacteriology”, seconde édition 2004 (Garrity et al., 2004) (Tableau 1),les
actinomycetes appartiennent au regne des Procaryotes, a la division des Firmicutes et a la
classe des Thalobacteria, contenant 1’ordre des Actinomycetales((Larpent, 2000) La classe

des Actinobacteria se présente comme suit :

Tableau 1 : Classification des actinomycetes selon "Taxonomic Outline of The
Procaryotes, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology", seconde édition 2004 (Garrity
et al., 2004)

Classe Actinobacteria

Sous-classe Ordre Famille

Acidimicrobidae

Acidimicrobiales

Acidimicrobiaceae

Rubrobacteridae

Rubrobactérales

Rubrobacteraceae

Coriobacteridae

Coriobactérales

Coriobacteriaceae

Sphaerobacteridae

Sphaerobactérales

Sphaerobacteraceae

Actinobacteridae

Actinobacteriales

La classification des actinomyceétes est basée sur un ensemble de caractéres

morphologiques, chimiotaxonomiques et génétiques.

6.1- Caractére Chimiotaxonomique

La chimiotaxonomie est un systeme de classification et d’identification basé sur des

caractéres chimiques permettant de grouper et de distinguer des microorganismes.
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Ces déterminations chimiques se montrent surtout efficaces pour délimiter des
groupes et des genres. L’examen des acides aminés de la paroi cellulaire, des glucides, des
lipides et des acides nucléiques constituent les principaux caracteres utilisés en
chimiotaxonomie (O'Donnell et al., 1982, O'DONNELL, 1985).Cette approche

taxonomique a permis une grande avancée dans la classification des actinomycetes.

L’¢étude de la composition de la paroi cellulaire des actinomyceétes montre qu’elle

ne renferme ni chitine, ni cellulose, mais qu’elle est composée soit d’une :

-Glycoproteine contenant de la lysine ; ce type de paroi est rencontré chez les
formes fermentatives, habitants naturels des cavités de ’homme et des animaux, illustrées

par le genre Actinomyces (Becker et al., 1965)

-Glycoprotéine contenant le plus souvent I’acide diaminopimélique DAP ; ce type
de paroi se rencontre chez les formes oxydatives retrouvées essentiellement dans le sol, tels

que les Streptomyces.

Le peptidoglycane des actinomycetes est constitué sur le méme modele que celui
des autres bactéries. En effet, il y a alternance des unités glucosamines et de I’acide

muramique, liées par des liaisons (1-4) (Kandler, 1970).

Les chaines des glycanes sont reliées entre elles par des sous-unités peptidiques
dont la composition en acides aminés est variable ainsi que les liaisons entre ces acides

amingés, ce qui explique I’existence de différents peptidoglycanes chez les actinomycetes.

En dépit de 1'uniformité générale du glycane, des structures atypiques ont été
signalées, notamment le remplacement de 1’acide N-acétylmuramique par 1’acide N-

glycolmuramique (CH3-CO- remplacé par OHCH,CO-) voir Tableau 2 (Kandler, 1970).
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Tableau 2 : Distribution du type du radical acétyle de 1’acide muramique au sein des
actinomycetes
Type d’acétyle Taxon
Acide N-Glycolylmuramique | Mycobacterium, Nocardia
Rhodococcus, Actinoplanes,
Amorphosporangium,
Ampullariella,
Dactylosporangium,
Micromonospora,
Corynebacterium
Acide N-Acetylmuramique Actinomadura, Oerskovia,
Streptomyces,
Corynebacterium

- Composition en aminoacides

L’alternance des acides aminés de la forme L et D dans la séquence tétrapeptidique
du peptidoglycane renforce la dureté de la paroi (les hétéropolymeres sont plus solides que
les homopolymeéres). Cette structure permet aux acides aminés de s’aligner de telle sorte
que les liaisons hydrogénes ne peuvent pas se former. De plus, la présence des acides
aminés de la forme D et I’absence d’acides aminés aromatiques rendent le peptidoglycane
inattaquable par les L-proteases. Le tableau 3 résume les criteres de classification des
différents peptidoglycanes des actinomycétes.
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Tableau 3 : Classification des peptidoglycanes des actinomycétes d’apres (Rogers et

Becker 1980).
Position de la Liaison | Pont peptidique Aminoacide en position 3
interpeptidique
Peptidoglycane A 1- Liaison simple a L-Lysine
Liaison interpeptidique en 2- Polymere peptidique B L- ornithine
position 3 et 4. 3- L-acide aminé Acide mesodiaminopimélique
Monocarboxylique ou | a L-lysine
glycine a L-lysine
ou oligopeptides B L-ornithine
4- Contient un acide aminé | Acide LL-diaminopimélique
dicarboxylique a L-lysine
B L-ornithine
Acide mésodiaminopimelique
Acide L-diaminobutyrique
Peptidoglycane B 1- Contient un a L-lysine
Liaison L-amino acide B L-homoserine
interpeptidique en 2- Contient un Acide L-glutamique
position 2 et 4. D-amino acide L-alanine
a L-ornithine
L-homoserinre
Acide L-diaminobutyrique

- Composition en sucres

Les glucides de la paroi ou de I’hydrolysat cellulaire permettent une séparation en
quatre groupes majeurs ( (Lechevalier, 1968). Le spectre de sucre A (arabinose, galactose)
est caractéristique de la grande majorité des nocardioformes (Nocardia,
Saccharopolyspora). Le spectre glucidique B (madurose, 3-O-méthyl-D-galactose) est
présent chez les maduromycetes (Actinomadura, Streptosporangium). Les streptomyces et
apparentés ne synthétisent aucun glucide en quantité caractéristique (spectre C). Il en est
de méme chez les Thermomonospora et les Thermoactinomyces. La présence de xylose et
d’arabinose (spectre D) est caractéristique du type principal des actinoplanetes
(Actinoplane, Micromonospora). La combinaison du type d’acide aminé du peptidoglycane
et du spectre de glucides permet un classement en groupes principaux (Tableau 4)

(Lechevalier and Lechevalier, 1970).
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Tableau 4 : Types pariétaux en fonction des constituants majeurs des parois cellulaires des
actinomycetes ( (Lechevalier and Lechevalier, 1970).

Types de parois Constituants majeurs Exemple de genres
I LL-DAP? Streptomyces
. Méso ou hydroxy-DAP? Micromonospora
Glycine, xylose, arabinose
i Méso-DAP?, madurose ou Actinomadura
aucun sucre
Y, Méso-DAP?, arabinose, Nocardia
galactose

\Y/ Lysine, ornithine Actinomyces israelii
Vi Lysine Oerskovia
VIl DABD, glycine Agromyces
VIl Ornithine Cellulomona

a) Ac. 2,6-diaminopimeélique ; b) Ac. 2,4-diaminobutirique.
- Composition en lipides

Les lipides importants en taxonomie peuvent étre divisés en trois groupes :

* Les acides gras : Les acides gras qui constituent la paroi des actinomycétes sont
des chaines qui peuvent étre droites ou ramifiées, des molécules saturées ou insaturées avec
la présence éventuelle de groupes cyclopropane. Les plus communs chez les actinomycétes
appartiennent soit a un groupe de molécules comportant de 12 a 20 atomes de carbone, soit
au groupe des acides mycoliques a 20-90 atomes de carbone, caractéristique des genres tels
que Mycobacterium, Nocardia et Rhodococcus. Le nombre d’atomes de carbone est

caractéristique du genre (Nocardia : 46 a 60).

* Les ménaquinones : Elles sont classées en fonction du nombre d’unités isoprénes
et du nombre de doubles liaisons. Dans le groupe des genres dont les parois contiennent du
LL-DAP, le genre Nocardioides se caractérise par du MK-8(H4) alors que le genre
Streptomyces synthétise principalement du MK-9(H6). Le genre Thermoactinomyces est

caractérisé par la présence de MK-7.

« Les lipides polaires : Les lipides polaires les plus communs chez les

actinomycetes sont les Phospholipides.

6.2- Caractéres génétiques
Dés 1936, Kluyver et Van Niel proposaient [l'utilisation d'une taxonomie

phylogénétique, mais les outils nécessaires au développement d'une telle taxonomie
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n'étaient pas disponibles et il fallut attendre la deuxieme moitié du 20éme siecle pour

gu'une taxonomie phylogénétiqgue commence a se mettre en place.

6.2.1 - Détermination du (G+C %)

En 1949, Chargaff et ses collaborateurs, ont montré que le contenu en bases
puriques et pyrimidiques de I'ADN pouvait varier, mais qu'il était relativement constant
pour les individus d'une méme espéce. Chez les bacteéries, les valeurs du (G+C %) sont
tres dispersees et elles varient de 25 & 75 %. Actuellement, on admet que des bactéries dont
les (G+C %) différent de plus de 5 % ne peuvent appartenir a une méme espéce et que des
bactéries dont les (G+C %o) different de plus de 10 % ne peuvent appartenir a un méme
genre. Bien sir, des valeurs du (G+C %) identiques n'impliquent pas que les bactéries sont
proches car les bases peuvent étre disposées de maniére trés différente sur I'ADN.

6.2.2 - Séquencage de ’ADN ribosomique 16S

C’est une technique trés fiable pour ’identification des actinomycétes(Weisburg et
al., 1991, Cook and Meyers, 2003); Stackebrandt et ces collaborateurs (1981, 1983), ont
été les premiers a utiliser cette technique pour la taxonomie des actinomycétes. Le géne
codant pour I’ARN ribosomique 16S est un géne chromosomique d’une taille de 1500
paires de bases, présent chez toutes les bactéries, dont la séquence est spécifique de chaque
espece et dont les extrémités 5’ et 3’ (15 premicres et 15 derniéres bases) sont conservées

dans toutes les espéces bactériennes.

L’¢tude de ’ADNr 16S, utilise deux techniques de base : la PCR (Polymerase
Chain Reaction) et le séquencage. Cette analyse de I’ADNr 16S a été utilisée ces dernieres
années pour les groupes a un niveau supra-génique (Famille, Ordre et méme Classe) (
(Rainey et al., 1996, Labeda and Kroppenstedt, 2000).

6.2.3- Les hybridations ADN-ADN

Les hybridations ADN-ADN, utilisées en bactériologie, sont réalisées a partir d'un
mélange de deux ADN dénaturés provenant de deux bactéries différentes. En fonction des
similitudes de séquence, deux types de duplex hétérologues peuvent se former : Si les ADN
des deux bactéries présentent des similarités importantes, il se produit d'abord un
appariement étroit au niveau d'un segment qui porte des bases complémentaires (site de

nucléation), puis le duplex se compléete de proche en proche. Si les ADN des deux bactéries
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ont des séquences tres différentes, il peut se produire un appariement au niveau de quelques
bases complémentaires situées dans une zone limitée, mais le reste des fragments ne

s'associe pas ou seulement par quelques liaisons hydrogéne éparses (Smaoui, 2010).

7- Distribution et réle écologique des actinomycétes

7.1- Milieu et mode de vie

Les actinomycétes constituent un groupe adapté a divers milieux écologiques(
Tableau 5), y compris les plus extrémes : sols (sols cultivés, sols polaires gelés, sols
désertiques chauds et secs, sols des régions polluées par du pétrole et les sols hautement
contaminés avec des métaux lourds), eaux (rivieres, lacs extrémement alcalins et les lacs
salés, mers et océans...), air, chotts salés, fumiers et composts, débris végétaux et litieres...

(Sabaou et al., 1998).

Deux genres sont bien représentés au niveau du sol : le genre Streptomyces et le
genre Nocardia. Les Streptomyces a eux seuls peuvent représenter presque 70 a 90% de
I’ensemble de la micropopulation d’actinomycétes du sol ( (Dommergues and Mangenot,
1970, Williams and Vickers, 1988). Au niveau aquatique, les genres Actinoplanes,
Micromonospora, Rhodococcus, Streptomyces et Thermoactinomyces sont les plus
fréquemment rencontrés (Breton et al., 1989). Ils présentent une petite partie de la flore
bactérienne totale de I’environnement marin et leur nombre dans les régions cotiéres est

plus élevé que celui du large et des fonds marins(Okami and Okazaki, 1978).

Tableau 5 : Répartition de quelques genres d’actinomycétes par type d’habitat d’aprés
(Goodfellow and Williams, 1983).

Genre Habitat
Actinomadura Sol
Actinoplanes Sol, eau, litiere
Frankia Nodule de racines
Microbispora Sol
Micromonospora Sol, eau
Nocardia Sol, eau
Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiere
Saccharomonospora Matiere en décomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere
Streptosporangium Sol
Matiére en décomposition et
Thermomonospora R .
ermentation
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Les actinomycétes sont en grande majorité des saprophytes, connus pour leur
aptitude a dégrader la matiére organique sous forme polymérique notamment la kératine, la
cellulose (Kluepfel et al., 1986) et les lignines (McCarthy and Broda, 1984) Ils participent
aussi au cycle de I’azote atmosphérique. Certaines formes sont parasites et d’autres sont
symbiotiques (Bignell et al., 1981, Goodfellow and Williams, 1983, Williams and Vickers,
1988).

La plupart des actinomyceétes sont des organismes du sol et se trouvent aussi bien au
niveau de la surface du sol qu’a plus de 2 métres de profondeur(Breton et al., 1989). Leur
densité dans le sol est de 10°-10° cellules par gramme selon les biotopes et les conditions
climatiques (Goodfellow and Williams, 1983). Leur abondance est influencée par plusieurs
parameétres physicochimiques du sol. En effet, la température, le pH et I'humidité des sols
régissent leur croissance. lls peuvent se conserver durant de longues périodes grace aux
spores. La germination de ces derniéres dépend étroitement de la nature des éléments

nutritifs exogenes.

7.2-Raole écologique des Actinomycétes

Pendant longtemps, la fonction écologique des actinomycetes au sein des
écosystémes a été considérée comme négligeable a cause de la lenteur de leur croissance et
de leur faible pouvoir compétitif. Il semble, au contraire que leur action soit trés importante

au niveau écologique :

7.2.1-Dégradation des substances organiques

La fonction écologique des actinomycétes au sein des écosystemes est la
décomposition des substances organiques (Prescott, 2010). Les actinomycetes, fort
nombreux dans les sols, se joignent aux autres bactéries et aux champignons comme
nettoyeurs de la nature et formateurs d’humus (Dommergues and Mangenot, 1970). lls
proliferent surtout quand I’action des autres bactéries ordinaires touche a sa fin, on pourrait

dire qu’ils terminent leur action.

Comme ils produisent plusieurs enzymes extracellulaires dans le sol, les
actinomycétes sont capables de dégrader les substances les plus récalcitrantes a savoir la
cellulose et la lignine ( (McCarthy and Broda, 1984, Kluepfel et al., 1986, Kitouni et al.,
2005).
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7.2.2- Production des substances probiotiques, antibiotiques ou toxiques

Parmi les substances probiotiques produites par les actinomyceétes, (Krasil'nikov,
1958) cite les vitamines B1, B2, B6, B12, la biotine et 1’acide folique. La synthése des
antibiotiques est largement répandue chez les actinomyceétes (50 a 75% des souches isolées
sont productrices d’antibiotiques) ce qui a un effet sur les interrelations entre les
microorganismes. Certaines synthétisent des substances toxiques pour les plantes ou au

contraire, stimulent leur croissance (Dommergues and Mangenot, 1970).

De nombreuses especes répandent des odeurs caractéristiques (odeur de terre
fraichement labourée, de moisi, de camphre, de fruits) dont la nature chimique est mal

connue.

7.2.3- Fixation de I’azote atmosphérique

Les actinomycetes du genre Frankia vivent en association avec de nombreux arbres
et arbrisseaux tels que les aulnes. Ils pénétrent dans les cellules des racines qu’ils

déforment et y produisent des nodules ou I’azote gazeux est fixé grace a une nitrogénase

(Baker and Okami, 1988).

8- Role des actinomycetes en biotechnologie

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

des antibiotiques et d’enzymes extracellulaires.

8.1- Sécretion des antibiotiques
Depuis 1940, la fabrication des antibiotiques a pris une part dominante dans

I’industrie pharmaceutique, représentant pres de 25% de son chiffre d’affaire.

Les tableaux 6 et 7 illustrent quelques exemples d’antibiotiques et d’autres

molécules bioactives non antibiotiques produites par les actinomycetes.

En ce qui concerne I’activité antifongique des actinomycétes, elle ne se limite pas
seulement aux champignons filamenteux mais s’étend aux levures et aux dermatophytes. A
titre d’exemple, la souche Streptomyces mutabilis présente une activité anticandidale

envers Candida albicans (Sanasam and Ningihoujam, 2010), et la souche Streptomyces
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rochei presente une activité anti dermatophytique vis-a-vis de dermatophyte Trichophytum

rubrum (Lakshmipathy and Krishnan, 2009).

Tableau 6 : Quelques exemples de molécules bioactives non antibactériennes et non
antifongiques produites par les actinomycetes

Molécules bioactives

| Actinomycéte producteur |

Références

1/ Les agents antiparasitaires

Trioxacarcine

Streptomyces sp

Maskey et al., 2004

Prodiginine

Streptomyces coelicolor

Williamson et al., 2006

2/ Les agents anti viraux

9-B-Darabinofuranosyladénine

Streptomyces antibioticus

Madigan et al., 1997

Panosialine Streptomyces sp Aoyagi et al., 2006
3/ L’agent hypocholestérolémique
Rapamycine | Streptomyces hygroscopicus | Chen et al., 1999

4/ Les agents anti tumoraux

Asterobactine

Nocardia asteroides

Nemoto et al., 2002

Salinosporamide A

Salinispora tropica

Fenical et al., 2006

Mechercharmycine

Thermoactinomyces sp

Kanoh et al., 2005

Marinomycine

Marinospora sp

Kwon et al., 2006

Borrelidine

Streptomyces sp

Vino et Lokesh, 2008

1B-00208

Actinomadura sp

Malet-Cascon et al., 2009

a1

/ Les agents immunostimulateurs

Rubratin

Nocardia rubra

De boer et al., 2000

Bestatine

Streptomyces olivoreticuli

Ichinose et al., 2003

FR-900494

Kitasatosporia kifunense

Iwami et al., 2006

(2]

/Les agents immunosupprésseurs

Pentalenolactone

Streptomyces filipinensis

Uyeda et al., 2001

Brasilicardine A

Nocardia brasiliensis

Komatsu et al., 2005

7/ Les enzymes a application thérapeutique (anti-tumorale)

L - asparaginase

Streptomyces spp

Saleem Basha et al., 2009

L- glutaminase

Streptomyces

olivochromogenes

Balagurunatha et al., 2010

Les figures 8 et 9 représentent respectivement la répartition de production d’antibiotiques
entre les bactéries et les champignons, et celles des molécules bioactives antibiotiques et
non antibiotiques entre les Streptomyces et autres genres d’actinomycétes dont la

dominance de production est affectée aux bactéries appartenant au genre Streptomyces.
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W Strapiomyces d'auires actinomycetes
Bacteries non flamentenses Champignons

Figure 8 : Répartition de production des antibiotiques entre les actinomycetes, les
champignons, et d’autres bactéries non filamenteuses (Berdy, 2005).

| & Streptomyecs ©f ZenTes apparcntés Actmoplanaccae
» Maduromycétes Nocardwolormes
| = Autres genres

Figure 9 : Répartition de production de molécules bioactives antibiotiques et non
antibiotiques entre les Steptomyces et genres apparentés, et d’autres genres actinomycétales
(Sanglier and Trujill, 1997)

8.2- Sécrétion des extrémozymes
Aprés les antibiotiques, les enzymes sont les plus importants produits des
actinomyceétes. Ces enzymes peuvent avoir des applications médicales, en biologie

moléculaire, en industrie alimentaire ou celle des détergents, ...etc.

Les enzymes isolées a partir des actinomycetes des environnements extrémes, dites

actinomycetes extrémophiles, sont commercialement trés importantes.

Quelques exemples d’extrémozymes produites par les actinomycetes extrémophiles

sont résumés dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Quelques exemples d’extrémozymes produites par les actinomycetes

Actinomyceétes
extrémophiles

Extrémozymes

T opt

pH opt

Références

1/ Actinomycétes Alkalithermophiles

Streptomyces sp

Cellulase 60 °C 8 Aboul-Enein et al. 2010
Streptomyces sp Kératinase 50 °C 8,5 Korkmaz et al., 2003
Streptomyces sp Endocellulase 50 °C 8 Van Sogl(l)rcl)%er etal,
Streptomyces anulatus Dextranase 50 °C 8 Decker et al., 2001
50 °C
Thermomonospora sp Endocellulase Stabilité a pH = [7-10] George et al., 2001
t% vie : 3 heures a 70
2/ Actinomycéte thermophile
Streptomyces spp _ Glycose 70 °C 6.9 Dhungel et al, 2007
isomérase
Streptomyces sp Xylanase 60 °C 6,5 Rawashdehet al, 2005

3/ Actinomycete alkaliphile

Streptomyces fradiae

Aminopéptidase

10 Vitale, 1999
4/ Actinomycéte halo-alkaliphile NaCl pH opt
Streptomyces Protéase 5% 9 Thumar et Singh, 2007
clavuligerus
5/ Actinomycete psychrotrophe T opt Stabilité thermique de I’enzyme
Streptomyces sp Alpha-amylase 15°C Tf([:5-20] Cotarlet et al, 2010

8.3-L’utilisation des actinomycetes comme bio insecticides et bio pesticides

Les actinomycétes sont employés en agriculture comme des agents biologiques, qui

peuvent étre utilisés pour tuer les insectes nuisibles et les mauvaises herbes (Voir Tableau

8)
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Tableau 8 : Les bioherbicides et bioinsecticides produits par les actinomycetes

Les bioherbicides et bioinsecticides produits par les actinomycetes

Spinosad. Insecticide
neurotoxique

Herbicides.

Exemple 1. 2,4-Dihydro-4-
(B-D-ribofuranosyl)- Actinomadura sp Schmitzer et al., 2000
1,2, 4 (3H)-
triazol-3-one
Exemple 2. Herbimycine Streptomyces hygroscopicus Omura et al., 2006

Saccharopolyspora spinosa | Williamson et al., 2006

8.4- Biotechnologie des microorganismes halophiles
Les microorganismes halophiles avaient trouvé plusieurs applications en
biotechnolgie. Certaines de ces applications existent depuis des siécles, avant méme la

compréhension des processus microbiens.

Dans les années recentes, le nombre des microorganismes halophiles utilisés en
biotechnologie avait augmenté et des applications nouvelles sont en voie de

développement.

L’utilisation des halophiles en biotechnologie peut étre divisée en trois catégories (Oren,
2002).

Catégorie |: L’halo-tolérance de plusieurs enzymes, extraits de microorganismes
enzymatiques, requiere une faible activité d’eau : c’est le cas d’un milieu a concentration

élevée en sel.

Catégorie 1l : Certains stabilisateurs osmotiques présentent des applications

intéressantes (éctoine et hydroxéctoine).

Catégorie 111 : Certains microorganismes halophiles peuvent produire des composes
de valeur, le plus souvent sans aucune connexion directe avec leurs propriétés halophiles.
Ces composés sont également produits par des microorganismes non halophiles, mais les
halophiles peuvent présenter des avantages distinctifs pour le developpement de processus

biotechnologiques de production.
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9-Biofilm des actinomyceétes : état de I’art

Les ¢tudes sur les biofilms (Figure 10) des actinomycétes sont peu nombreuses et
concernent en général les especes pathogenes telles que Nocardia et quelques streptomyces

pathogenes.

Les différents travaux concernant 1’étude des biofilms des actinomycétes sont résumés dans
le Tableau 9 :
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Tableau 9 : Revue des différents travaux concernant 1’étude des biofilms des

actinomycetes

Microorganismes

studiés Objectif Domaine Références
Décrire  la morphologie des colonies de | Médicale Jeffrey B. Kaplan
biofilm Actinobacillus etal ., 2003
: : actinomycetemcomitans qui ont été
actinﬁfr:;/r::(;?:‘rﬁzzltljﬁitans développées et att.acher sur Ies_surfac_es en
verre et en plastique; et aussi étudier la
dynamique du détachement des cellules de
biofilm.
Actinobacillus Description d’un quatrieme mutant d'insertion Microbiologie Jeffrey B. Kaplan
. . de transposon d'A. Actinomycetemcomitans qui etal ., 2003
actinomycetemcomitans | nrecente une carence en détachement de
CU1000 cellules de biofilm et en dispersion de biofilm.
Actinobacillus Description d’un quatyiéme mutant d’insertiot} Microbiologie Jeffrey B. Kaplan
actinomycetemcomitans de,transposon d'A. Actlnomycetgmcomltans qui etal ., 2003
cU1000 présente une carence en dc_etachem_ent_ de
cellules de biofilm et en dispersion de biofilm.
Surveiller la cinétique de la formation de | Microbiologie Mor, R., & Sivan,
Actinomycete biofilm par La souche C208 sur du /. A. (2008)
Rhodococcus ruber polys_tyrén_e, déFerr_mner Iactivité
physiologique du biofilm et analyser sa
capacité a dégrader le polystyrene.
Décrire les modele de colonisation et | Médicale Dige and al., 2009
d'analyser la dynamique de la population de
Actinomyces naeslundii A. naeslundii par rapport é_l celle des
streptocoques et d'autres bactéries, au cours
des 6, 12, 24 et 48 h initiales de la formation
de biofilm.
Identifier de puissants inhibiteurs du biofilm a | Médicale Joo-Hyeon Park et
Actinomycetes partir du criblage a haut débit d'une al., 2012
bibliotheque d'actinomycétes contre S. aureus.
Evaluer l'activité antibactérienne de la | Médicale Santhanam
Streptomyces A4, nystatine et son effet sur les biofilms générés Shanmughapriya
Nocardia s C15 et par des actinomycétes isolés a partir de and al., 2012
Nocardia C17 prélévements endocervicaux d'utilisateurs de
DIU.
Actinomycete la contribution de I'ADN extracellulaire & la | Microbiologie Gilan, I., & Sivan,
Rhodococcus formation et a la stabilité de biofilms. A. (2013)
l'effet de fructanes, lesglucanes et un | Microbiologie Gilan, I., & Sivan,
mélange des deux fructanes et des glucanes, A. (2013)
Actinomycete _synthet_ls_esi in situ par fructosylltransferase
Rhodococcus ruber C208 |mmqb|I|see ou glucosyltransfgrase, sur
I'adhérence Actinomyces viscosus a des billes
d' hydroxyapatite  enrobées de  salive
humaine.
Actinomycates associé de évaluer Peffet d’un actinomycéte associé au Médicale Dhamodharan
. corail (CAA) - 3 sur lesbiofilms desS. Bakkiyaraj et al.
corail CAA-3. aureus, in vitro et in vivo . 2014
Présenter les avantages uniques de la | Médicale Susmita
microscopie a force atomique (AFM) dans Chatterjee etal.,
Nocardia brasiliensis I'dtude des surfaces de biofilms par des 2014

analyses des images de hauteur Obtenu sur des
biofilms.
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Figure 10 : Evolution du nombre de publications par an dans lesquelles le mot «
actinomycetes biofilm » apparait dans le titre, le résumé ou en mot clef (PubMed)
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Chapitre II :

Meécanismes physico-chimiques impliques
dans I’adhésion des microorganismes aux
surfaces
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1- Les théories prédictives de I’adhésion

L’adhésion des microorganismes aux supports solides est un phénomene de nature
physicochimique. Ce processus est le résultat des interactions physico-chimiques (Van der
Waals, électrostatiques, et acido-basiques) entre la surface de substrat et la surface
cellulaire. Il existe trois approches pour I’explication de 1’adhésion microbienne aux

surfaces ((Van Oss, 1996) (Bellon-Fontaine and Cerf, 1991).

» Approche thermodynamique : Elle ne prend en compte que les interactions non
électrostatiques.

» Approche de I’adhésion par la théorie classique DLVO : Elle prend en compte les
interactions électrostatiques ainsi que les interactions de Lifshitz-Van der Waals.

» Théorie de DLVO développée par Van Oss (Extended DLVO) : La théorie DLVO
¢tendue prend en compte les trois types d’interactions fondamentales (Lifshitz-Van der

Waals, acide-base de Lewis et électrostatiques).

1.1- Approche thermodynamique
Cette approche considére le processus d’adhésion comme la création d’une nouvelle
interface entre le substrat, le microorganisme (MS) et la destruction des deux premieres

interfaces : Microorganismes et liquide (ML) et solide- liquide (SL).

La tendance pour qu’il y ait une association des deux surfaces est exprimée comme
un équilibre de I’énergie libre interfaciale (*) : AGadh = *MS - "ML - *SL (1) Ou
représente la tension superficielle (énergie libre interfaciale) et les indices S, M et L sont

relatifs a la surface réceptrice, microorganisme et liquide de suspension (Van Oss, 1996).

Les ¢énergies libres interfaciales intervenant dans I’équation (1) ne sont pas
directement mesurables. Plusieurs approches théoriques ont été proposées pour déterminer
ces énergies interfaciales. Toutes ces approches sont basées sur les mesures de 1’angle de
contact entre la surface solide ou tapis d’un microorganisme et le liquide de tension

superficielle connue (Bellon-Fontaine et al., 1990, Busscher et al., 1990, Van Oss, 1996).

L’angle de contact avec le liquide peut étre simplement mesuré en posant des pl de

gouttelettes de liquide sur la surface.
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Parmi les approches théoriques, on peut citer : I’angle de contact qui peut étre reli¢

a I’énergie libre de la surface selon I’équation de Young : "LVcos6 =SV - *SL (2)

Ou 'SV, *SL et "LV sont respectivement les tensions interfaciales entre le substrat
solide S et la phase vapeur V, entre S et le liquide L et entre L et V ; 0 représente 1’angle de
contact sur le solide ( (Absolom et al., 1983, Neumann et al., 1974).

"LV et ¥ sont les seuls parameétres qui peuvent étre déterminés expérimentalement.
Alors une relation entre tous les parameétres apparait nécessaire.

Une équation d’état qui permet de relier ces parametres (Ward, 1974) :

'SL =f ('SV, 'LV). (3).

L’utilisation des données expérimentales de 1’angle de contact et la tension
interfaciale du liquide vapeur permet d’aboutir a 1’équation suivante ( (Neumann et al.,
1974) :

YSL = [('SV)M2-(LV)YF)/ (1-0.015('SVILV)Y?) (4).
(2) et (4) impliquent que cos 0 = [(0.015*SV — 2) (*SV'LV)Y2 + 1L V]/ ( 0.015'LV) (5)

Alors d’apres 1’équation (5) *SV et *SL peuvent étre déterminées. De la méme
maniére 'BL et 'BS peuvent étre calculées.

L’adhésion microbienne est favorable lorsque AGygn €St négative et défavorable
lorsque AGggn st positive. La description de I’adhésion par I’approche thermodynamique
indique le role de I’énergie de la surface et de I’hydrophobicité et elle tient compte des
forces a courte distance(Busscher et al., 1984, Absolom et al., 1983) mais elle ne tient pas
en considération les interactions électrostatiques. En réalité, les interactions électrostatiques
et I’hydrophobicité ont une influence sur 1’adhésion (Absolom et al., 1983, Mozes et al.,
1987).

L’approche thermodynamique peut étre corrélée avec les résultats expérimentaux
(Bellon-Fontaine et al., 1996, Asther et al., 1990, Busscher et al., 1990, Boulange-
Petermann et al., 1993).Mais dans certain cas, elle ne peut pas expliquer les résultats
d’adhésion( (McEldowney and Fletcher, 1986).

1.2- Approche DLVO

L’approche DLVO, doit son nom aux auteurs qui 1’ont développée

indépendamment : (Derjaguin and Landau, 1941, Verwey, 1962) .C’est la premicre théorie
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concernant la stabilité de 1’état colloidale. Selon ces auteurs, une particule qui s’approche a
une certaine distance d’une surface donnée va interagir avec cette surface par des forces de
type Van der Waals ou électrostatiques. Selon la théorie DLVO 1’adhésion microbienne
était décrite comme un équilibre entre les interactions attractives de Lifshitz-Van der Waals
et les interactions électrostatiques répulsives ou attractives. Selon cette théorie, 1’énergie
libre d’interaction totale GT entre deux corps séparés par la distance d est la somme de
I’énergie d’attraction due aux forces de London-Van der Waals GV et de I’énergie de
répulsion GE : Gr = Gv + GE

Si ’on considére une particule sphérique de rayon a située a une distance 1 du

substrat, le potentiel de VVan der Waals s’écrit alors : Gy, = -A/6((a/l+2a)+(a/l) + In(l/1+2a)).

A est la constante d’Hamaker, elle est fonction des constantes di¢lectriques et des
indices de réfraction du milieu et de la particule. Cette équation peut étre simplifiée pour

une faible distance de séparation (I << a) : G, = - (Aa/6l).

L’énergie d’attraction de Van der Waals n’est pas influencée par la force ionique,
par contre les interactions électrostatiques diminuent avec 1’augmentation de la force
ionique (Bos et al., 1999). Par conséquent, I’énergie d’interaction totale est influencée par

la force ionique (Figure 11).

Lorsque les deux surfaces portent des charges de signes contraires, il y a toujours
attraction, quelgue soit la distance |, Gt étant négatif (Figurell-a). Alors que lorsque les

deux surfaces portent des charges de méme signe, plusieurs cas se présentent :

- Pour des concentrations en électrolytes faibles (inférieures a 10 mol/l) I’épaisseur
de la double couche ionique —1k est importante et il existe une barriere d’énergie de
répulsion, la particule est donc repoussée et ne peut se stabiliser aux abords de la surface

réceptrice.

L’énergie exigée par la cellule pour traverser cette barriere et s’approcher de la

surface est forte.
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Figure 11 : Energie d’interaction totale d’aprés DLVO selon la concentration du
milieu en électrolytes.

- Pour des concentrations intermédiaires en électrolytes (10-4 a 10-1 mol/l), GT est
inférieure a 0 pour des distances importantes (> 6nm), 1’¢énergie d’interaction
électrostatique GE étant nulle, les forces d’interactions sont essentiellement de type Van
der Waals, ce qui permet a la bactérie de s’immobiliser temporairement aux abords de la
surface dans une zone appelée minimum secondaire. La barriére d’interaction subsiste
mais, étant condensée (Figurell-c), une certaine fraction des collisions particule — surface
permet aux particules de franchir la barriére et donc de s’immobiliser dans cette zone.
L’adhésion demeure réversible, et GT devient positive pour des distances plus faibles, la
bactérie ne pouvant pas entrer en contact intime avec la surface. Une adhésion irréversible
peut néanmoins se produire grace aux pilis ou par la secrétion de molécules de petite taille

pouvant franchir cette barriere de répulsion.
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- Pour une concentration ionique ¢€levée, 1’épaisseur de la double couche est faible,
Ge est nulle au-dela de 2 nm et il n’y a plus de barriére énergétique d’interaction
(Figurell-d). Toutes les collisions particule/surface conduisent a 1’établissement d’un
contact permanent irréversible. Ceci permet aux particules de s’immobiliser dans la zone

nommee minimum primaire.

La théorie DLVO prend en considération les interactions a longue distance et met
en évidence le role des interactions electrostatiques, mais néglige les interactions a courte
distance (forces de Keesom et Debye et les interactions acide base) qui sont généralement
prédominantes dans les milieux aqueux et jouent un role trés important dans I’adhésion
microbienne. Cette théorie permet de décrire qualitativement [’adhésion des
microorganismes mais ne peut pas donner des renseignements quantitatifs sur ce

phénomene.

1.3- Théorie de DLVO développée par Van Oss (Extended DLVO)

En 1986 Van Oss et ses collaborateurs suggérent un développement de la théorie
afin d’expliquer le phénomene d’adhésion microbienne. Dans cette nouvelle approche,
trois types d’interactions sont prises en considération : les interactions electrostatiques Gg,
les interactions de Van der waals G_w, et les interactions acido-basiques Gag. Les
interactions acido-basiques dépendent du caractére donneur/accepteur d’électrons entre les
entités polaires dans le milieu aqueux. L’énergie libre totale d’interaction est exprimée

comme suit : Gt =Gg + G w + Gag.

Pour un systeme sphérique (microorganisme) — plan (substrat), la variation de
I’énergie d’interaction acido-basique en fonction de la distance est donnée par la relation

suivante (van Oss, 1994):
AGag(d) = 2marAGagn”2(do) exp[(do — d)/ A]
Ou :

a = rayon de la sphere,

A : longueur de corrélation qui concerne la molécule d’eau,

dp : distance a 1’équilibre,

AGadhAB : ’énergie libre d’interaction a la distance d’équilibre.

AGadhAB (do) peut étre calculée par I’utilisation des valeurs donneuses d’électrons y-

et accepteur d’électrons y+ des entités qui réagissent entre elles (van Oss, 1994). L’énergie
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libre d’interaction acido-basique entre les deux entités 1 et 2 immergées dans un milieu
liquide 3 est exprimée par 1’équation de Van Oss (van Oss, 1994).
AGaar"® = 2[(ys" ) [(v1) " + (12) % - (1)1 + (1) L ) (12 )2 - (5] -
1" )" - (1 v2")]

L’introduction du terme d’énergie d’interaction acido-basique dans 1’énergie totale
d’interaction (DLVO Extended) montre une grande influence sur la variation de 1’énergie
d’interaction (Figure 12). Ainsi, il faut noter que les interactions acido-basiques sont a
courte distance et elles ont un effet significatif pour de petites distances de séparation (5 a
10 nm) (Bos et al., 1999).

Gr(kT) | Gy classique

[i,\jq {.It dt."i'fl.ilrlrll.l'

Figure 12 : Comparaison entre I’énergie d’interaction déduite de DLVO classique et
DLVO développée.

2- Les interactions physico-chimiques responsables de I’adhésion bactérienne

2.1- Les interactions de Van der Waals

Les forces de Van der Waals sont des forces d’attraction ou de répulsion entre deux
ou plusieurs molécules. Elles sont universelles et interviennent quels que soient les corps
considérés. Celles-ci se distinguent des liaisons chimiques par le fait qu’elles ne sont pas
assez fortes pour donner lieu a des structures géométriques définies ; elles ne donnent lieu

qu’a des ¢édifices de dimensions variables, qui se font et se défont en permanence.
Elles résultent de trois effets physiques différents :

e Les forces de Keesom : entre molécules polaires.
e Les forces de Debye : entre molécules polaires et molécules apolaires.

e Les forces de dispersion de London : entre 2 molécules apolaires.
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a. Forces de Keesom

Il s'agit d'interactions entre molécules polaires = interaction dipdle-dipole (Keesom,
1921) :

e Deux molécules polaires possédant des moments de dipdles non-nuls pl et p2 peuvent
trouver des orientations favorables pour maximiser I'attraction entre elles.

e Les dipdles ont tendance a se réorienter et a s'aligner pour minimiser I'énergie.

e L'énergie d'interaction n'est efficace qu'a courte distance.

Energie moyenne d'interaction E en keesom

_ 2p3p3
EQ) = 3kTr®

p: Moment dipolaire
K: Constante de Boltzmann (1,381.102JK™)
T : Température absolue

b. Forces de Debye

Ces interactions se produisent entre des molécules possédant un moment dipolaire
permanent et des molécules non polaires. Tout atome ou molécule est polarisable ¢’est-a-
dire que son nuage électronique se déforme suite a la présence d’un champ électrique. Ce
champ électrique est créé par le dip6le permanent de la molécule polaire qui induit un
dipdle au niveau de l'autre molécule. II est important de rappeler que la polarisabilit¢ d’un

atome ou d’une molécule augmente avec la taille.

e Le champ électrique créé par la molécule polaire déforme le nuage électronique de la
molécule apolaire.

Création d’un dip6le induit

Pi = asoE
Dipdle induit 2
molécule polaire  molécule apolaire dipole permanent dipole induit
BB BB (Aecsh
q q — tq q 1q 4
‘_ ‘
P1 P1 =

Energie moyenne (Energie debye) :
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ap?

E prop —5
a : Polarisabilité
p : Moment dipolaire

c. Forces de dispersion de London

La force de London traduit I’interaction entre deux dipdles induits. Une légere
répartition inhomogene du nuage électronique dans une molécule va créer un dipéle induit
qui va lui-méme entrainer la création d’un dipdle induit sur la molécule voisine. Cette
interaction peut avoir lieu a priori entre une molécule apolaire/apolaire mais elle est

prépondérante lorsqu’elle a lieu entre molécules apolaires (Popham, 1931).

Dans de telles molécules, les électrons qui constituent le nuage électronique sont

perpétuellement en mouvement sur leur orbite.

Ces fluctuations spatiales font que la molécule a chaque instant peut présenter un

dipble électrique instantané (bien que, en moyenne, le moment dipolaire soit nul).

Il existera donc des interactions électrostatiques instantanées qui vont donner une
cohésion aux liquides ou aux solides.
Le dip6le instantané crée E qui crée un dipdle induit dans une molécule voisine d'ou

interaction et attraction

a1,

E prop o3
a: Polarisabilité
molécule apolaire  molécule apolaire dipble instantané  molécule apolaire

= (A G—A

P*4 P*2
Les forces de Keesom et Debye sont négligeables en milieu aqueux et seules les
forces de London subsistent. Ces derniéres sont communément nommées forces de
Lifshitz-Van der Waals.
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2.2- Les interactions électrostatiques
Elles se caractérisent par la formation des ponts entre une charge négative de la

bactérie et une charge négative du substrat, grace a des cations divalents.

Dés que les corps sont plongés dans un milieu aqueux, des forces électrostatiques
apparaissent, sous I’effet de charges électriques surfaciques, liées & deux phénomeénes

principaux :
-L’ionisation ou la dissociation des groupements fonctionnels de surface

-L’adsorption d’ions (cations ou anions) contenus dans la solution aqueuse.

_— Couche diffuse

™ Couche de Stern

Figure 13 : Structure de la double couche ionique d’aprés (Hiemenz and
Rajagopalan, 1997)

Quel que soit le mécanisme conduisant a 1’apparition des charges de surface, ces

dernieres conférent a la surface un potentiel de surface W0. La présence de ces charges de

surface influence la distribution spatiale des ions contenus dans la solution.

Les ions de charge opposée (contre-ions) sont attirés par la surface, et ceux de
charge identique (co-ions) sont repoussés loin de I’interface. Cet exceés de contre-ions est
maximal a la surface puis diminue progressivement lorsque I’on s’¢loigne de cette surface

et ce, jusqu’a ce que I’équilibre ionique de la phase aqueuse soit retrouvé.

2.3- Les interactions polaires
Ce sont les interactions que 1’on trouve en milieu aqueux, et qui décroissent de
facon exponentielle en fonction de la distance. Elles concernent principalement

I’interaction entre donneur et accepteur d’électrons.

2.3.1- Liaisons hydrogéne

La liaison hydrogene est une liaison chimique non covalente de type dipdle-dip6le

entre 2 molécules ou entre 2 groupements d'une molécule.
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Nature de la liaison : Elle consiste essentiellement dans l'interaction entre deux

molécules :

- Une molécule possédant un atome donneur d'électrons (O, N, F)

- Une molécule possédant un atome H accepteur d'électrons (OH, NH)

- Laliaison résulte d'un transfert partiel d'un e célibataire sur le groupement H.
- Les liaisons hydrogene peuvent étre intramoléculaires ou intermoléculaires.

- Le role des liaisons hydrogéne est tres important en chimie et en biochimie.

2.3.2- Répulsion hydrophile et interactions hydrophobes

. Répulsion hydrophile

Dans le cas de surfaces polaires ou chargées, les groupements fonctionnels de la
surface deviennent hydratés : ils s’associent avec les molécules d’eau par des liaisons
hydrogéne. L’interaction entre deux surfaces hydratées est une interaction répulsive. En
effet, ’affinité de chacune de ces surfaces pour 1’eau se traduit par 1’existence d’une
couche d’eau liée a la surface et organisée en réseau. Or, pour parvenir & un contact

rapproché des deux surfaces, il est nécessaire que celles-ci libérent les molécules d’cau

associées en fournissant de 1’énergie.

Il en résulte une énergie de répulsion hydrophile, AGag, positive. Cette répulsion
hydrophile est fonction de la nature des particules et de leur distance de séparation d. Elle
varie avec d selon une loi exponentielle et est effective a des distances de I’ordre de 3 a 5
nm. Selon la théorie développée par(Van Oss, 1996) , dans le cas de particules hydrophiles,
il est possible de distinguer celles qui ont des propriétés de surfaces acides (c’est-a-dire
accepteurs d’électrons) ou basiques (donneurs d’électrons) au sens de Lewis. Une répulsion

hydrophile aura lieu entre deux corps de « nature » identique au sens de Lewis.

o Attraction hydrophobe

Dans le cas ou une surface solide ne porte pas de groupements fonctionnels
ioniques ou polaires, ni de sites adéquats pour la formation de liaisons hydrogene, cette
surface est inerte vis-a-vis de I’eau et est donc hydrophobe. Les molécules d’eau se
trouvant a proximité de cette surface ont tendance a s’en €loigner pour s’entourer d’autres
molécules d’eau. Dans le cas ou ces molécules sont confinées entre deux surfaces

hydrophobes, leur mouvement moyen en direction de la solution aqueuse favorise le
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rapprochement des surfaces. L’énergie d’attraction hydrophobe qui en résulte, AGag, est
négative. Cette attraction hydrophobe est également fonction de la nature des particules et
de leur distance de séparation d. Elle varie avec d selon une loi exponentielle et est
effective a partir de distances de I’ordre de 10 nm (Vergnault, 2004).

3- Facteurs influencant ’adhésion bactérienne

L’¢étude des facteurs impliqués dans I’adhésion initiale des microorganismes aux
supports fait 1’objet d’une partie importante de la littérature dans le domaine. Il est
aujourd’hui reconnu que de multiples paramétres, liés a la fois au microorganisme, a la
surface solide ou au milieu environnant, influencent cet attachement initial ((Palmer et al.,
2007). Le poids relatif de ces caractéristiques biologiques, métaboliques, physiques et

chimiques dépend de la souche microbienne étudiee.

Cependant, ces facteurs doivent étre considerés avec attention, afin de développer

des stratégies efficaces pour prévenir la colonisation microbienne.

3.1- Facteurs liés au support.

Pour étudier I’adhésion microbienne sur les matériaux, il est important de prendre
en compte le type de métal ou de matériau, ’hydrophobicité, la rugosité de surface, les
procédures de nettoyage (Boulané-Petermann, 1996, EI Abed et al., 2010, Ibnsouda et al.,

2012) et la présence ou non d’un film organique.

a. La charge de la surface et le caractere hydrophobe des matériaux

La charge a la surface d’un solide peut engendrer des forces électrostatiques
d’attraction ou de répulsion lors de I’approche de la bactérie. Les cellules bactériennes
possedent une charge négative sur leur membrane cellulaire (Corpe, 1970) mais cette
charge est plus ou moins importante d’une souche a 1’autre. La charge de surface du
matériau peut étre modifiée par le pH et la composition ionique de la solution

environnante.

Cependant, la charge de la surface peut aussi étre modifiée par 1’adsorption de
protéines, qui a lieu au cours des premicres étapes de 1’adhésion. Cette adsorption

augmente avec I’hydrophobicité du support.
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b. Le nettoyage des surfaces

Les traitements de nettoyage des surfaces influencent la charge et 1’énergie de

surface du matériau(Boulangé-Petermann et al., 1997, Boulané-Petermann, 1996).

Selon les produits utilisés pour le nettoyage des surfaces (produits acides,
basiques,), celles-ci peuvent étre plus ou moins chargées et posseder des énergies de

surface différentes, engendrant ainsi une adhésion différente du micro-organisme.
c. La rugosité des matériaux

La rugosité semble jouer un réle important dans 1’adhésion bactérienne. L’ influence

de la rugosité du support reste tout de méme un parametre tres discute.
Selon les auteurs, des surfaces rugueuses :

e Possedent une surface active plus importante

e Protégent les cellules des forces de cisaillement dues a 1’écoulement.

En revanche, pour d’autres auteurs, la rugosité permet de réduire la surface de
contact entre le micro-organisme et le support, favorisant ainsi son détachement
(Boulangé-Petermann et al., 1997). Ainsi, la rugosité des supports ne parait pas influencer

directement 1’adhésion.

Certains auteurs ont rapporté que la rugosité des matériaux influence I’adhésion au-
dessus d’une valeur moyenne de 0,9um (Hilbert et al., 2003). D’autres auteurs affirment
qu’au-dessus de 10 um (Scheuerman et al., 1998), la rugosité n’a plus d’influence sur

I’adhésion.

Il apparait alors que pour que la rugosité influence 1’adhésion des micro-
organismes, sa valeur moyenne sur le support doit étre de I’ordre de grandeur du diamétre

de I’¢lément biologique étudié.

Du fait de la variabilité des diametres des espéces et des gammes de rugosité
étudiées, des supports utilisés, et des méthodes d’évaluation de 1’adhésion, il est difficile de

conclure rapidement quant a 1’effet de la rugosité sur 1’adhésion.
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3.2- Les facteurs liés au micro-organisme.

a. Caracteres physico-chimiques de la surface des cellules

En regard des propriétés physico-chimiques du matériau, I’hydrophobie et la charge
de la surface cellulaire jouent un role prépondérant lors de 1’étape d’adhésion. Ces deux
propriétés sont liées a la composition de la paroi cellulaire (Palmer et al., 2007), ainsi

qu’aux conditions et a I’age de la culture.

L’hydrophobie de surface des microorganismes est fréquemment déterminée par la
méthode MATH (Microbial Adhésion To Hydrocarbons), la mesure de I’angle de contact
avec des solvants non polaires ou par chromatographie d’interaction hydrophobe. Une
hydrophobie importante est souvent corrélée a une forte adhésion, notamment aux surfaces
hydrophobes comme les plastiques (McEldowney and Fletcher, 1986), par I’intermédiaire
de forces d’attraction hydrophobes (Donlan and Costerton, 2002) ont corrélé 1’hydrophobie
de la surface d’E. coli a leur attachement a des flocs dans un procédé de traitement des

eaux usées.

Concernant les levures, (Brugnoni et al., 2011) ont également démontré 1’existence
d’une corrélation entre le caractére hydrophobe de la surface de cellules isolées de jus de
pomme et leur adhésion a I’acier inoxydable, dans un milieu de force ionique suffisamment

élevée (23 mM) pour inhiber les interactions électrostatiques.

Le role de la charge dans le phénoméne de I’adhésion a été étudié par plusieurs
auteurs (Mozes et al., 1988, Van der Mei et al., 19933, Van der Mei et al., 1998). La
corrélation entre la charge de la surface et I’adhésion n’est pas linéaire ; ainsi I’effet de la
charge parait plus important pour I’adhésion des cellules hydrophiles que les cellules

hydrophobes (van Loosdrecht et al., 1989).

(Van Oss, 1996) a rapporté que 1’énergie des interactions acido-basiques peut étre
deux fois plus importante que celle due aux interactions de Van der Waals ou interactions
¢lectrostatiques, mais leur role dans le phénomene de I’adhésion est rarement étudié. Pour
cette raison, I’un des objectifs principaux de ce travail est d’étudier les propriétés acido-
basiques de la surface cellulaire d’une part et d’autre part de montrer leur réle dans le

phénomene de I’adhésion.
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b. Mode de préparation et milieu de culture

Il apparait que le mode de préparation de la culture bactérienne peut avoir de
grandes conséquences sur les propriétés physico-chimiques de surfaces des bactéries
(Bruinsma et al., 2001).

Par exemple, la centrifugation des cultures permettant un "lavage" des micro-
organismes peut rompre flagelles et pilis, modifiant la composition de surface des micro-
organismes (Neu, 1996) et, par conséquent, les caractéristiques énergétiques de surface de
la bactérie(Rubio, 2002). La disparition des flagelles et des pili peut perturber I’adhésion
(Stanley, 1983).

La résistance des biofilms, en termes de force d’adhérence, peut étre due a la
présence d’appendices. Plusieurs auteurs ont indiqué que la présence de flagelles et la
mobilité des bactéries favorisent les premiéres étapes de formation du biofilm (Gavin et al.,
2003, Moreira et al., 2003).

Les flagelles peuvent, en effet, faciliter le contact avec le support en permettant de
franchir la zone de répulsion électrostatique. Ceci favorise 1’adhésion des cellules
directement en contact avec la surface. Les pilis jouent également un réle primordial dans
I’adhésion et/ou 1’autoaggrégation des micro-organismes, les bactéries n’ayant pas de pilis

adherent moins facilement que les autres ( (Fletcher et al., 1993)

Le pH du milieu influence le nombre de groupements chimiques dissociés
(carboxyles, phosphates, amines, etc.) présents en surface et intervient dans I’intensité des
forces d’interaction électrostatiques. Par conséquent, 1’adhésion des cellules est favorisée
lorsque leur charge de surface est nulle, c’est-adire lorsque le pH du milieu est proche du
point isoélectrique (pl) du microorganisme, comme démontré par (Husmark and Ronner,
1993).

Comme dans le cas des surfaces inertes, la concentration en sels dans le milieu
influence également la charge surfacique des cellules (Poortinga et al., 2002).Les
phénomeénes de répulsion électrostatique sont favorisés dans les solutions de faible force
ionique(Husmark and Ronner, 1990) et sont moins importants dans les milieux de force

ionique élevée. Ainsi, ont démontré I’absence d’interactions électrostatiques entre des
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levures S. cerevisiae et une surface de verre dans une solution de KNO3 a 0,06 M (pH non

précise).

3.3- Facteurs liés a ’environnement

a. Caractéristiques du milieu

De nombreuses caractéristiques du milieu influencent les interactions entre les
cellules et la surface solide, par exemple sa nature, sa viscosité ou sa température, mais
également la force ionique, la nature des sels et le pH, ou encore la présence de détergents

ou d’éléments nutritifs.

— Température du fluide

La température du milieu environnant influence la colonisation microbienne, car la
croissance cellulaire est maximale pour une température dite optimale, spécifique a chaque
microorganisme.(Pompermayer and Gaylarde, 2000) ont ainsi montré que 1’adhésion d’E.
coli au polypropyléne est plus importante a 30°C qu’a 12°C. De plus,(Gallardo-Moreno et
al., 2002) ont souligné I’importance de réaliser les expériences d’adhésion a une
température proche de la température optimale de croissance, car ce parametre peut
influencer les caractéristiques physico-chimiques (charge, hydrophobie) de la surface des

cellules.

— Force ionique et nature des sels

De nombreuses études ont prouvé I’influence de la force ionique du milieu sur
I’adhésion microbienne, par I’intermédiaire des interactions €lectrostatiques €tablies entre
le microorganisme et le support ( (Bos and Busscher, 1999, Poortinga et al., 2002). En
effet, la charge de la surface du matériau et des cellules est influencée par la concentration
en sels dans le milieu de suspension. Ainsi,(Piette and Idziak, 1992) ont observé un
accroissement de 1’adhésion de P. fluorescens avec I’augmentation de la force ionique de
10 a 100 mM. De méme, (Guillemot et al., 2006) ont montré que 1’adhésion de la levure S.
cerevisiae sur un support de verre est plus importante pour une force ionique de 150 mM
qu’a 1,5 mM. Ceci s’explique par la diminution des forces de répulsion électrostatiques
entre le microorganisme et la surface, due a la réduction de 1’épaisseur de la double couche
ionique. La nature des sels présents dans le milieu (mono- ou polycationiques) influence
également les interactions microorganismes/surface, du fait de la capacité différente de

neutralisation des charges négatives de la surface cellulaire (Fletcher, 1988).
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— Influence du pH

Le pH du milieu environnant a une influence sur la croissance des cellules. La
valeur du pH a également un impact sur la charge de surface du support, notamment dans
le cas des métaux comme I’acier inoxydable, pour lequel 1’état d’oxydation dépend du pH

(Palmer et al., 2007).

— Présence de macromolécules, de surfactants et d’éléments nutritifs

Une surface solide exposée a un milieu non stérile est systématiquement recouverte
d’une couche de macromolécules, qui modifie ses propriétés physico-chimiques et
influence 1’adhésion des microorganismes(Rouxhet and Mozes, 1990, Compere et al.,
2001).

La présence de surfactants (détergents comme le Tween, le SDS ou le RBS)
modifie les interfaces solide/liquide et microorganisme/liquide, ce qui influence I’adhésion
et le détachement des cellules, comme mentionné par(McEldowney and Fletcher, 1986).
En outre, de nombreux microorganismes releguent des composés appelés (biosurfactants),
dont I’adsorption aux surfaces inertes et aux surfaces des autres cellules modifie leurs

propriétés physico-chimiques (Bos et al., 1999).

Enfin, la présence d’¢léments nutritifs, comme le carbone et 1’azote desquels
dépend le métabolisme microbien (hotamment la synthése des composés pariétaux), a une

influence sur les propriétés de la surface cellulaire ,donc sur I’adhésion initiale.
b. Le temps de contact entre le micro-organisme et son support

Le temps de contact entre le micro-organisme et son support est également tres

important et joue sur I’adhésion.

Apres un temps d’incubation plus long (15 & 180 minutes), le nombre de bactéries

adhérées s’est aussi révélé plus important (Fletcher et al., 1993).

L’adhésion des micro-organismes dépend donc des propriétés des deux entités, a
savoir le support et la bactérie, sans oublier le milieu environnant. Il faut noter cependant
que le support peut étre modifié assez rapidement. En effet, lorsqu’il est placé dans un
environnement aqueux contenant des molécules organiques, ces dernieres viennent

contaminer la surface du support et ainsi modifier les propriétés physicochimiques.
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De méme, les propriétés de surface des bactéries peuvent évoluer avec 1’age de la

culture.

4- Méthodes de da caractérisation des propriétés de surfaces bactériennes

a. Angle de contact
La mesure d'angle de contact rend compte de I'aptitude d'un liquide a s'étaler sur
une surface par mouillabilité. La méthode consiste a mesurer I'angle de la tangente du
profil d'une goutte déposée sur le substrat, avec la surface du substrat. Elle permet de

mesurer I'énergie de surface du liquide ou du solide.

La mesure de I'angle de contact permet d'accéder a I'énergie libre d'une surface. Elle
permetaussi la discrimination de la nature polaire ou apolaire des interactions a l'interface

liquidesolide.On peut ainsi déduire le caractere hydrophile ou hydrophobe d'une surface.
-Principe

Lorsqu’une goutte de liquide est déposée sur une surface solide plane, 'angle entre
la tangente a la goutte au point de contact et la surface solide est appelé angle de contact

(6).(Figurel4)

'L Gaz

S ﬁé) ' SL Liquid>
Solide

Figure 14 : Mesure par angle de contact

La mesure de cet angle nous donne trois types d'information :

Si on utilise I'eau comme liquide de mesure d'angle de contact, on peut déduire le
caractére hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) ou hydrophile (petit angle,

grande énergie de surface) de la surface.

Si on utilise plusieurs liquides de référence différents, on peut accéder a I'énergie
libre de la surface, tout en discriminant les composantes polaires ou apolaires de cette

énergie en utilisant le modele de Good Van Oss ou celui de Owens Wendt.
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Si on mesure de I'hystérésis entre I'angle a I'avancée de la goutte et au retrait de la
goutte on obtient des renseignements sur la non homogéneité physique (rugosité) ou

chimique de la surface.
b. Technique du MATS

La MATS “Microbial Adhesion To Solvents”, méthode mise au point par(Bellon-
Fontaine et al., 1996), permet de déterminer les caractéres donneur/ accepteur d’électrons
(acide/ base au sens de Lewis) et hydrophobe/ hydrophile des microorganismes. Cette
méthode de partage repose sur I'affinité des micro-organismes pour différents solvants de
propriétés physicochimiques connues. Elle est basée sur la comparaison entre 1’affinité des
cellules microbiennes a un solvant monopolaire et un solvant apolaire. Le solvant
monopolaire peut étre acide ou basique, au sens de Lewis, mais les deux solvants, polaire-
apolaire, doivent avoir les composantes de la tension de surface de Lifshitz- Van Der
Waals similaires.

Sur cette base, pour déterminer les propriétés acides ou basiques des cellules
microbiennes en utilisant la méthode de MATS, nous avons sélectionné deux paires de
solvants: la paire Chloroforme (solvant acide qui montre un caractére basique négligeable
quand il est pur) et Hexadécane et la paire Diéthyléther (DEE) (solvant basique fort) et
Hexane. L’Hexadécane et I’Hexane sont des n- alcanes apolaires (Bellon-Fontaine et al.,
1996).

L’hydrophobicité correspond au pourcentage des cellules adhérées aux solvants
apolaires, 1’hexadécane et I’hexane. La souche est considérée hydrophobe lorsque ce
pourcentage dépasse 50%. Dans le cas contraire, elle est considérée comme hydrophile. De
nombreuses études ont rapporté que 1’hydrophobicité des surfaces microbiennes mesurée
par I’hexadécane est précise et reproductible(Dickson and Koohmaraie, 1989, Pelletier et
al., 1997b).

Le caractére donneur/accepteur d’¢lectrons correspond a la différence d'affinité des
cellules bactériennes entre les solvants polaires et apolaires qui constituent chaque couple
de solvants. C’est alors la différence entre le pourcentage d’adhésion au chloroforme
(acide, accepteur d’¢électrons) et celui de I’hexadécane qui permet d’évaluer le caractére
donneur d’¢lectrons des cellules microbiennes. Le caractére des souches étudiées est
basique quand cette différence est positive. Alors que la différence entre le pourcentage

d’adhésion au diéthyléther (basique, donneur d’électrons) et celui d’hexane permet
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d’évaluer le caractére accepteur d’¢lectrons des cellules microbiennes. Le caractére des
souches etudiées est acide lorsque cette différence est positive (Bellon-Fontaine et al.,
1996)

c- La chromatographie d'interaction hydrophobe

La chromatographie d'interaction hydrophobe((Mozes et al., 1989) (hydrophobic
interaction chromatography, méthode qui sépare les protéines en fonction de leur caractere
hydrophobe. Son principe repose sur le fait qu'en présence d'une force ionique
élevée (fortes concentrations en sels), les molécules d'eau constituant I'enveloppe
d'hydratation des protéines sont déplacées pour hydrater les anions et les cations provenant
de la dissociation du sel (relargage, salting out). Ceci entraine une réorganisation des
molécules d'eau autour des proteines et I'exposition de leurs zones hydrophobes favorisant
I'établissement d'interactions hydrophobes entre ces zones (normalement enfouies) et les
groupements hydrophobes portés par la phase stationnaire. Les protéines qui se lient a la
phase stationnaire réadoptent leur conformation native lorsqu'un tampon avec une force

ionique faible est ajouté. 1l en résulte une élution des protéines.

d- Le partage entre deux phases (PEG/DEXT)

Le partage entre deux phases DEX/PEG (Gerson, 1980)dépend des caractéristiques
extérieures autres que la charge. Ces caractéristiques sont considérées liées a
I’hydrophobicité de surface des cellules puisque la phase supérieure (riche en PEG) a une

énergie plus faible que la phase inférieure (riche en DEX).

L’hydrophobicité est exprimée comme le rapport en pourcentage entre des cellules

dans la phase supérieure et la quantité totale des cellules mises en essai.

5- Méthodes de quantification de I’adhésion

Avant d’évaluer la force d’adhésion proprement dite, avec les difficultés opératoires
liées a la complexité des surfaces microbiennes, il est nécessaire de mettre au point des
méthodes expérimentales permettant la quantification du niveau d’adhésion pour un
microorganisme en contact avec une surface donnée et sa variation en fonction des

conditions environnementales.
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a. Méthode par immersion

Cette appellation regroupe 1’ensemble des essais pour lesquels la suspension
cellulaire est mise en contact avec la surface inerte dans des conditions statiques ou des
conditions d’agitation peu maitrisées. A 1’issue d’un temps de contact variable (de quelques
minutes a plusieurs jours), le support est la plupart du temps rincé et les microorganismes
restant adhérés sont comptés sous microscope optique, avec ou sans marquage préalable.
Les microorganismes peuvent également étre dénombrés aprés avoir été detachés du
support par sonication. B-Limites Les procédures de ringage sont le plus souvent non
standardisées (par exemple, un rincage « doux », préconisé sans autre précision, est
effectué¢) et vont dépendre de I’opérateur, rendant ainsi impossible toute comparaison entre
des résultats provenant de différents laboratoires. Par ailleurs, pendant le rincage, les
microorganismes adhérants sont soumis a des forces de détachement relativement
importantes. Ainsi, un ringage « doux » soumet le microorganisme a une force de I’ordre
de 10°-10"° N .Mais le simple fait de sortir la lame de la suspension cellulaire se révéle de
loin le plus drastique. En effet, cette derniere étape correspond a I’établissement d’une
interface eau-air, ce qui se traduit par des forces de détachement de 1’ordre de 107 N
(Leenaars, 1988) .Ces forces, le plus souvent appliquées de maniére non intentionnelle,
conduisent en fait a évaluer la rétention du microorganisme sur le support plutdt que sa

réelle adhésion.

b. Les microplagques

Cette technique n’est qu’une variante de la précédente. En effet, elle consiste a faire
adhérer la suspension cellulaire au fond et sur les parois d’une plaque « 96 puits ». Les
procédures de rincage et de marquage sont du méme type que dans la technique
d’immersion. Cette technique est qualifiée de technique « haut-débit » car elle permet une
lecture rapide et automatiseée des résultats. Elle est notamment utilisée pour réaliser des
criblages, par exemple pour évaluer la sensibilité de biofilms a une palette d’antibactériens

ou d’antifongiques selon le biofilm considéré (Ramage et al., 2001).

c. La microscopie électronique a balayage

C’est a la microscopie électronique a balayage que 1’on doit les premieres données
sur la structuration des biofilms. Bien que largement controversée aujourd’hui, notamment

car elle présente un risque de dénaturation de 1’échantillon biologique, dii a la fixation
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artificielle des structures, au recouvrement par un film métallique et au travail sous vide,
elle offre encore de nombreuses informations. (Nett and Andes, 2006) présentent une belle

illustration de la structure bi-dimensionnelle d’un biofilm formé par C. albicans.

f. La microscopie a force atomique

Actuellement, la microscopie a force atomique (AFM) est peut-étre la technique la
plus précise utilisée pour étudier les premiéres étapes de la formation du biofilm.

Photodiode. o0

| Cantilever

. . 5 .
Echantillan Pointe

Figure 15 : Principe général de I’AFM d’apres (Dufréne, 2002)

L’un des avantages de I’AFM est la possibilité de travailler sur des échantillons en
milieu liquide. Les images obtenues par AFM ne sont pas générées par un rayonnement
lumineux incident comme en microscopie optique classique, mais par la mesure de la force
existant entre une pointe et la surface d’un échantillon (Dufréne 2002) (figure 15) expose le
principe simplifié de cette technique. Une image est obtenue suite a I’enregistrement de
I’évolution de cette force quand la pointe balaye 1’échantillon dans les dimensions x et y de
I’espace. De plus, D’échantillon étant monté sur un support piézoélectrique, un
positionnement dans les trois dimensions de 1’espace est possible. La pointe est fixée sur un
cantilever déformable qui agit comme un ressort. Sa déformation - ou déflection- est
mesurée a I’aide d’un laser focalisé sur la partie libre du cantilever, le rayon réfléchi étant
détecté par une photodiode. Une forte déflection du cantilever révele une force d’attraction
globale importante entre la pointe et [’échantillon. De nombreuses approches
experimentales ont été développées afin de mesurer la force d’interaction entre un

microorganisme et un support.

L’une d’elles consiste a « attacher » directement le microorganisme sur la pointe

puis a déterminer 1’évolution des courbes force-retrait entre ce microorganisme et le
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support d’intérét (Ong and Mackie, 1999). Cependant, la pointe étant plus large que le
microorganisme, il est difficile de conclure quant a I’influence « parasite » de la pointe sur
la déflection engendrée (Klein et al., 2003) .1l faut, de plus, noter que la phase critique de
cette manipulation est 1’« attachement » de la cellule sur la pointe. En effet, I’architecture
macromoléculaire de la membrane du microorganisme peut étre dénaturée. Un moyen de
préserver cette architecture serait de le faire adhérer par interactions spécifiques .Une autre
approche, proposée par Lower et ses collaborateurs consiste a fixer sur la pointe des billes
portant des fonctions amines, sur lesquelles ont adhéré les bactéries. Il est également
possible de préparer un tapis bactérien, et d’étudier les interactions de la pointe avec ce

tapis .

L’AFM se révele donc étre I’outil nanométrique d’avenir pour la mesure des forces

d’interaction car elle présente une sensibilité de mesure suffisante.

i- La microscopie confocale

Cette technique est particulierement intéressante pour étudier la structuration dans
I’espace du biofilm mature. C’est en utilisant cette technique que Chandra et al. (2001) ont
pu mettre en évidence I’effet de la nature du support sur 1’architecture du biofilm. Ce
dernier est formé dans une petite cellule directement placée sous le microscope, évitant
ainsi la création d’interface dommageable avec 1’air. L’observation de la structure 3D est

rendue possible par reconstruction d’images.
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Chapitre III :

Probléme de la salinité en agriculture cas
de : Béni Amir de la plaine de Tadla
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1- Déscription de la zone de Béni Amir

Cette etude est effectuée dans le périmétre irrigué de Béni Amir de la plaine de Tadla
au centre du Maroc (Figure 16). Ce périmetre a été choisi en raison de son importance
agricole. De plus, dans ce périmetre, l'utilisation accrue des eaux souterraines et de surface
salines, couplée a l'intensification agricole conduit a la détérioration de la qualité des sols en
particulier par la salinisation et par conséquent, 1’affaiblissement de la production agricole de
la région. Dans le périmeétre irrigué de Béni Amir, la salinisation des sols est causée par
I’irrigation, les mauvaises pratiques agricoles et les effets climatiques (Lhissou et al., 2014,
Barbouchi et al., 2015). Géologiquement, les sols de la zone d'étude sont formés par limons et
des marnocalcaires du Quaternaire(El Antaki and EI Boustani, 1991) . Les sols du périmétre
irrigué de Béni Amir sont principalement de type isohumique, qui sont propices a l'agriculture
en raison de leur profondeur et de leur texture équilibrée (Missante, 1963). L'irrigation des
terres agricoles dans la zone d'étude est assurée par les eaux d“Oued Oum Er Rabia. Ce
dernier est alimenté par des sources salines qui traversent les formations triasiques salines du
Haut Atlas. En plus des eaux de surface, les eaux souterraines salines sont également utilisées

pour l'irrigation.

Figure 16 : A : Localisation du périmétre irrigué du Béni Amir en fonction des ressources en
eau de surface, B : Vue d'ensemble de la zone d'étude a I'échelle nationale
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Le climat de la région est de type méditerranéen, aride a semi-aride a caractére
continental avec une saison séche d'avril & octobre et une saison pluvieuse de novembre a
mars. Le cumul pluviométrique annuel est de I’ordre de 149 & 397 mm. Les températures
connaissent des variations saisonniéres avec un maximum en aodt de 46°C, un minimum en
janvier de -6°C et une moyenne annuelle de 20°C (El Harti et al., 2016). L'évaporation
moyenne annuelle est de I'ordre de 1800 mm soit prés de 6 fois la moyenne annuelle des
précipitations. Durant la période 2000-2013, une diminution des précipitations s'est observée
durant les années 2000, 2001, 2002, 2005, 2007 et 2008 alors que les annees 2004, 20 et 2009

sont relativement pluvieuses (Figure 17).
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Figure 17 : Répartition annuelle de 2000 a 2013 des précipitations et de la température dans
la zone d’étude.
> Sols

Le périmétre du Tadla présente les types de sols suivants :

« Sols isohumiques qui comprennent : sols bruns subtropicaux modaux ; sols bruns
subtropicaux salins et salsodiques ; sols chatains modaux. Cette classe de sols représente la
majorité des sols du périmétre (83 %) ;

* Sols calcimagnésiques comprenant les sols bruns calcaires (11 %) et les sols
rendziniformes ;

* Sols ferralitiques a sesquioxydes de fer ;

* Sols hydromorphes et sols peu évolués.

2- Probléme de la salinité et de la sodicité en agriculture

La salinisation et la sodisation des terres cultivables est un probléeme chronique pour

les périmetres irrigués dont la perennité (qui dépend notamment de divers facteurs
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hydrologiques) ne peut étre assurée sans gestion controlée de 1’accumulation et du drainage

des sels (Tanji, 1990).

2.1- Définition de la Salinité
Selon la (FAO, 2002), la salinisation est définie comme un enrichissement en sels

solubles de la surface et de la tranche supérieure du sol lorsque la salinité dépasse 1 a 2%.

Les sels les plus fréequents sont les chlorures, les sulfates, et les carbonates de sodium.
D’autres sels moins courants et plus toxiques a faibles concentrations sont également a

considérer, ces éléments traces sont le bore, le sélénium, I’arsenic et le molybdéne.
La salinisation est de deux types, primaire et secondaire :

- La salinisation primaire contemporaine de la pédogenese est dite naturelle lorsque les sels
sont autochtones (présents dans le milieu).

- La salinisation secondaire, résultat d’activités agricoles sur un sol déja formé, est
corollaire de T’irrigation, a la fois conséquence de la quantité d’eau apportée, de sa
qualité (nature et concentration des sels) de la texture des sols et du climat (Rose et al.,
2003).

Les pratiques d’irrigation agissent donc comme révélateur ou accélérateur d’un
phénoméne naturel de concentration lorsque les quantités de sels apportées par I’eau
d’irrigation dans un sol ou un périmetre sont supérieures a celles qui sont exportées,
souvent indirectement, en provoquant la remonté de la nappe et 1I’accélération des ascensions
de sel par capillarité. L’effet des sels sur les sols se manifeste differemment et I’en peut
avoir des sols salins ou/et des sols sodiques.

2.2- Salinité des sols
Par le processus de salinisation, les sels s'accumulent dans le sol. Quand la quantité de
sels dans la solution du sol est élevée, ces derniers peuvent se concentrer a la surface du sol

et y causer un état appelé salinité du sol.

Tableau 10 : Type de sol en fonction de la salure et de la conductivité électrique
(Richards, 1969)

Type de sol
Non salé Peu salé Salé Tréssalé Extremementsalé
CE. ex 1/5 (mS/cm) <0.6 06-12 | 1.2-24 2.4-6 >6
Salure (még/100 g de sol) <3 3-6 6—12 12-30 >30
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2.3- Origine de la salinité
La présence des sels hydrosolubles dans le sol est le résultat d’un ensemble de facteurs
soit a I’origine de ces sels (roche mere, nappe phréatique et eaux d’irrigation salées) soit a

I’absence de I’évacuation de ces sels

2.4- Origine géologique

La source principale des sels dans le sol est 1’altération des minéraux de la croGte
terrestre (Bryssine, 1961). Les réactions chimiques y compris 1’hydrolyse, I’hydratation et les
réactions d’oxydoréduction affectant les minéraux primaires du sol font passer peu a
peu les sels constitutifs dans 1’eau environnante, la dynamique de cette eau sous climat
aride entraine a son tour la salinisation des sols. Cependant certains auteurs estiment
que I’accumulation de quantités élevé de ces sels pour former des sols salins ne peut se

faire que rarement (Gaucher and Burdin, 1974).

La source principale des sels dans le sol est I’altération des minéraux de la cro(te
terrestre(Bryssine, 1961). Les réactions chimiques y compris 1’hydrolyse, 1’hydratation et les
réactions d’oxydoréduction affectant les minéraux primaires du sol font passer peu a
peu les sels constitutifs dans 1’eau environnante, la dynamique de cette eau sous climat
aride entraine a son tour la salinisation des sols. Cependant certains auteurs estiment
que I’accumulation de quantités élevé de ces sels pour former des sols salins ne peut se

faire que rarement (Gaucher and Burdin, 1974).

2.5- Origine marine

La salinisation des sols résulte de I’infiltration des eaux marines dans la nappe
phréatique littorale constituée originellement par des eaux douces. La contamination des
terres survient alors soit naturellement a la suite de la remontée du niveau de la nappe, soit

par pompage et irrigation avec I’eau salée.

2.6- Salinisation par les eaux d’irrigation

Cette salinisation est qualifiée de secondaire, elle est due a I’irrigation avec une
eau de mauvaise qualité. Les sols irrigués avec une telle eau contiendront un mélange de
sels de méme composition que celle de I’eau, mais en concentration plus éleveée.
L’importance de I’accumulation des sels dans le sol dépendra de la qualité de 1’eau

d’irrigation, de la conduite de cette irrigation et de I’efficacité du drainage.
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2.7- Régime d’irrigation

L’irrigation insuffisante est une cause de la salinisation. Si la quantité d’eau
apportée est inférieure a la consommation des plantes, une accumulation des sels dans le sol
est inévitable car la plante évapore I’cau et dépose les sels que cette derniere contenait
initialement. Une irrigation excessive sans drainage peut aussi occasionner une salinisation.
En effet, la remontée des eaux de nappe par capillarité par évaporation superficielle en climat

aride a pour conséquence la remontée et I’accumulation des sels en croQte a la surface du sol.

2.8- Effets du sel sur les microorganismes

Les effets du stress salin sur l'activité microbienne dans un sol sont complexes et
imprévisibles du fait que plusieurs interactions peuvent avoir lieu entre les ions, les bactéries
et les particules du sol (Polonenko et al., 1986). Puisque la membrane cytoplasmique
bactérienne est perméable a I'eau mais non a la plupart des métabolites, un choc hyper ou
hypoosmotique pour diminution ou une augmentation concomitante du volume
cytoplasmique. Vu la rigidité de la paroi bactérienne, le choc hypoosmotique n'entraine
généralement qu'une légere augmentation du volume cytoplasmique. Par contre, le choc
hyperosmotique a pour conséquence de considérable contraction du volume cytoplasmique.
L'importance de cette plasmolyse dépend de I'osmolarité du milieu mais non de la nature du
soluté.

L'exposition des bactéries a des conditions d'’hyperosmolarités a comme résultat une
diminution de l'activité de l'eau cytoplasmique. Les protéines et d'autres macromolécules
biologiques ont une activité optimale entre certaines limites de valeurs de I'activité de I'eau, en
dehors desquelles celle-ci est perturbée. La plasmolyse entraine la dénaturation des enzymes
(Yancey et al., 1982) et donc l'inhibition de processus physiologiques tels I'accumulation de
nutriments (Roth et al., 1985) ou la réplication de I'ADN (Meury, 1988).
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PARTIE Il : PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre I :

ISOLEMENT ET DENOMBREMENT DES ACTINOMYCETES DU SOL
DE LA REGION DE BENI AMIR

I-INTRODUCTION

Les actinomycetes sont les microorganismes les plus recherchés pour leur capacité de
produire beaucoup de métabolites primaires et secondaires essentiels pour la santé comme les
Antibiotiques(Barakate et al., 2002)

L’isolement sélectif des actinomycetes, a partir de leur habitat, pose probleme. En
effet, trop de substrats favorisent les champignons et les bactéries a croissance rapide et
empéchent de ce fait un isolement facile des actinomycétes qui ont un temps de génération
relativement long (Williams and Vickers, 1988)

Plusieurs techniques ont été utilisées pour I’isolement sélectif des bactéries
actinomycétales. Elles reposent essentiellement sur le traitement des échantillons, le
développement de milieux appropriés et I’addition aux milieux d’isolement de substances
inhibitrices stoppant la croissance des germes envahisseurs (Larpent, 2000, Ouhdouch et al.,
2001, Hilali et al., 2002).

L’échantillonnage a été effectué sur 11 sols distribués dans la région de Béni Amir,
caractérisés par des taux de salinité relativement élevés.

L'étude écologique des habitats environnementaux des actinomycetes est importante.
C'est pour cela que nous pensons qu’il est tres utile de déterminer les caracteres physico-
chimiques des sols prélevés et d’étudier la relation entre les microorganismes isolés et les

caractéristiques physico-chimiques de leur prévenance.

II-MATERIELS ET METHODES

1- Echantillonnage

11 Echantillons ont été prélevés & partir du périmétre de Tadla, région de Béni —Amir

caractérisée par des sols presentant différents degrés de salinités(Figure 18).
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® Echantillons__

Figure 18 : Carte montrant les zones d'échantillonnage dans la région Béni Amir Tadla-
Azilal

2- Prélévement

A I’aide d’une spatule stérile : les cing premiers centimetres de la couche superficielle
du sol sont écartés. Cent a cent —cinquante (100 a 150) grammes de terre de la couche sous-
jacente (entre 5 et 15 cm de profondeur) sont prélevés avec une petite spatule stérile, puis
déposés sur une feuille d’aluminium. Les gros débris (pierres, racines etc.) sont écartés, et
environ 509 sont placés dans un flacon stérile et transportés le plus rapidement possible au

laboratoire pour analyse (Pochon and Tardieux, 1962).

3- Caractéristiques physicochimiques des échantillons du sol

3.1- Mesure du pH des échantillons
Une fois au laboratoire, des suspensions de sols sont préparées (5g de sol pour 12,5ml

d’eau distillée). Les pH sont alors mesurés a ’aide d’un pH métre selon la technique de

(Pochon et Tardieux, 1962).

3.2-Pourcentage d’humidité
Dix grammes de sol sont séchés pendant 2 jours dans un four a 105 °C, jusqu’a

obtention d’un poids constant (Lee et Hwang, 2002). Le pourcentage d’humidité est calculé

d’apres la relation : H= % x 100

H : Humidité en pourcent (%).
PH : Poids humide de I’échantillon.
PS : Poids sec de 1’échantillon.
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3.3- Carbone Organique Total

Mettre le sol a sécher dans 1’étuve a 105°C pendant une nuit, peser 1 g de sol tamisé
(si le sol est riche en matiére organique, réduire la prise d’essai au 1/2 ou au 1/ 10°™ de 1 9),
I’introduire dans un erlen de 250 ml, ajouter 10 ml de bichromate de potassium K,Cr,O7 (1N)
et 20 ml d’acide sulfurique concentré, agiter une minute et laisser reposer 30 min sur une

plaque de bois (a une coloration verte, diminuer la quantité de la prise d’essai).

La réaction est stoppée par ajout de 100 ml d’eau distillée. Aprés 2 heures de
décantation, a 25 ml de la solution sont ajoutés 5 ml de I’acide orthophosphorique et 3 gouttes
de diphénylamine. Apres agitation, I’excés de bichromate est titré par une solution de sulfate
de fer et d’ammonium N/2 jusqu’au virage vert. Un blanc est réalis¢é dans les mémes

conditions.

Le carbone organique total exprimé en pourcentage de matiére séche est donné par la

formule suivante : %COT = (Ve-ve) X F
PxVt

COT : Carbone organique total en pourcentage de matiére séche.
V: : Volume de titre de témoin en ml.
V, : Volume de titre de I’echantillon en ml.

F : Facteur de correction: 3,9.
P : Poids de la prise d’essai en g.

3.4- Détermination de la matiére organique
A partir des pourcentages de COT, nous pouvons déterminer les pourcentages de la

matiere organique (MO) en appliquant la relation Suivante :
Pour le sol Agricole : % MO =% COTx1,724

3.5- Mesure de la conductivité électrique

Vingt grammes (20g) de terre tamisée dans un tamis de 2 mm sont mis en suspension
dans 100 ml d’eau distillée. Apres une heure d’agitation dans un agitateur rotatif suivie d’une
demi-heure de repos, la suspension est ensuite décantée dans un bécher et la conductivité est

mesurée a 1’aide d’un conductimeétre.

3.6- Phosphore assimilable

L’analyse du phosphore assimilable est faite par méthode d’OLSEN (Olsen, 1954).
L’extraction est faite par une solution alcaline (hydrogénocarbonate de sodium) pendant une
heure, qui dissout une partie importante de la matiere humique, on ajoute le charbon pour la

séparer. Apres filtration, un complexe phosphomolybdique se forme par 1’ajout de la solution
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sulphomolybdique et ensuite ce complexe subit une réduction par I’acide ascorbique 1%. Ce
complexe de couleur bleu dont I’intensité est proportionnel & la quantité du phosphore réduit

et par conséquent a la quantité du phosphore. La lecture se fait par un colorimétre a 825 nm.

3.7- Potassium
La détermination du potassium échangeable est réalisée par 1’extraction a 1’aide d’une
solution neutre d’acétate d’ammonium, la lecture est réalisée a 1’aide d’un photométre a

flamme a 766 nm.

4- Dénombrement des micro-organismes

Pour chaque échantillon, 1g de sol est pesé puis des dilutions en cascade sont réalisées.
L’échantillon est mis en suspension dans 9ml d’eau physiologique stérile. Apres agitation au
vortex, 1ml de la solution est prélevé stérilement puis transféré dans un deuxiéme tube
contenant comme le premier, 9ml d’eau physiologique stérile. La dilution ainsi commencée
est continuée jusqu'a 10®.0,1 ml de chacune des dilutions 10 & 10 sont ensuite étalées &
’aide d’un étaloir stérile sur le milieu MMS pour les actinomycétes et milieu gélosé nutritive
pour la flore bactérienne et le milieu sabouraud pour les champignons. Tous ces milieux ont
été stérilisés pendant 20 mn a 120 °C avant d’étre coulés dans des boites de Pétri de 9 mm de

diametre.

Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 28 °C pour les actinomycétes et la flore

bactérienne et a 25 °C pour les champignons pendant 7 jours.

5- Isolement des souches d’actinomycetes

Deux grammes de chaque échantillon de sol ont été remis en suspension dans 18 ml de
sérum physiologique stérile (9 g/l de NaCl) et agités pendant cing minutes au Vortex. 0,1 ml
de chaque dilution a été inoculé a la surface des boites de Pétri contenant les deux milieux de
culture Bennett (D-glucose anhydre : 10g de casaminoacide : 2g, extrait de levure : 2g, extrait
de viande 1g, agar : 20g, eau distillée 1000 ml), milieu minimum synthétique (SMM)
contenant 10 g/l de glucose, 2 g/1 NaNOs, 0,5 g/1 MgSQO,4-7H,0, 0,5 g/1 de KCI, 0,01 g/1 de
FeSO,_7H,0 et de RPK (0,5 g/1, contenant environ 2,2 mM de phosphore). Le pH a été
avec 40 pg/ml d'actidione et 10 pg/ml d'acide nalidixique, des inhibiteurs de croissance de
champignons et des bactéries Gram négatives, respectivement. Apres le placage, les plaques

d'agar ont été incubées pendant 21 jours a 28 °C afin de permettre la croissance des
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actinomyceétes a croissance lente. Les actinomycetes ont été reconnus sur la base des
caractéristiques morphologiques a la suite du projet international Streptomyces (ISP) (Shirling
and Gottlieb, 1966b) .

6- Purification des souches

Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies obtenues sont repiquées et
ensemencées par la méthode des stries dans des boites de Pétri contenant le méme milieu
d’isolement, puis incubées pendant 2 a 3 semaines a 28 °C. Il est recommand¢é de réaliser le

moins de repiquage possible, pour conserver la stabilité génétique des souches.

7- Observation des colonies au microscope optique

Afin de mettre en évidence I’aspect filamenteux caractéristique des actinomycétes,
toutes les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques a ces derniers,
colonies dures et incrustées dans la gélose, sont observées au microscope optique, en utilisant
la coloration simple par le bleu de méthylene, ainsi que la coloration de Gram. L’observation
au microscope optique est effectuée avec des grossissements gradués (x10, x40, x100)
(Kalyani and Dhoble, 2012).

8- Conservation des souches d’actinomycétes

8.1- Conservation par congélation dans le glycérol a -20 °C

Apres centrifugation les spores des bactéries filamenteuses sont mises en suspension
dans des Eppendorf contenant du glycérol 20% stérilisé, puis congelés a -20 °C (Riviere,
1975).

8.2- Conservation dans le sable
Apres stérilisation des tubes a vices contenant du sable et du carbonate de calcium
(2%) pendant trois fois 30 min a 120 °C, les spores d’actinomycétes sont ajoutées. La

conservation des tubes se fait a la température ambiante (Riviére, 1975).

I11-RESULTATS ET DISCUSSION

1- Caracteristiques physicochimiques des sols

Pour chaque échantillon, nous avons déterminé le pH, la conductivité électrique,
I’humidité, la matiere organique, le carbone organique total et les sels minéraux.

Cette etude nous a permis d'avoir les résultats présentés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Parametres physicochimiques des onze échantillons de sol de Béni Amir

Parameétres physico-chimiques

Echantillons oH Taux %M.O Conductivité % Phosphore | Potassium

d'humidité ' (dS/m) COT ppm ppm
Sol 1 8,1 4 10,1 2,511 5,85 1,005 10,3
Sol 2 8,09 4 10,7 1,964 6,2 0,216 10,3
Sol 3 7,4 3,5 64,7 1,29 37,52 0,188 10,3
Sol 4 7,91 8 2,1 9,05 1,21 0,394 10,3
Sol 5 7,73 3 13,2 1,625 7,65 0,977 10,3
Sol 6 7,83 3,5 50,3 4,38 29,17 0,195 10,3
Sol 7 8,1 3 4,8 2,529 2,78 0,817 10,3
Sol 8 7,7 4 7,9 1,52 4,58 0,189 10,3
Sol 9 7,61 5,5 9,4 2,23 5,45 0,132 87,2
Sol 10 7,93 2,5 4,2 2,575 2,43 1,31 39,4
Sol 11 7,75 1,5 7,4 2,731 4,29 0,215 10,3

%M.O : pourcentage de la matiere organique, dS : deciSiemens, % COT : pourcentage de carbone organique
total.

Il est intéressant de noter que les sols présentent différents caractéres physico-chimiques.
v pH
Les sols étudiés se caractérisent par des valeurs de pH allant de 7,4 a 8,1. Les sols S3
(7.4), S4 (7.91), S5 (7.73), S6 (7.83), S8 (7.7), S9 (7.61) et S10 (7.93) sont des sols
faiblement basiques. Les sols S1 ; S2 et S7 dont les pH sont respectivement de 8.1 ; 8.09 et
8.1 sont des sols moyennement basiques a tendance alcaline.
v Humidité

Selon Lee et Hwang (2002), le taux d'’humidité d'un sol est considéré comme faible si
le pourcentage d'humidité est compris entre (2,0 et 9,0) ; modéré dans le cas ou le pourcentage
d'humidité varie de 9,1 a 13,0 et élevé si les valeurs sont comprises entre 13,1 et 20,0%.
Les résultats présentés dans le tableau 11 montrent que tous les sols ont une faible
humidité allant de 1,5 a 8%.

v/ Matiére organique
Le taux de la matiére organique dans le sol est considéré comme faible de (4- 7%),
modéré de (7,1-9%) et éleve de (9.1-11%) (Lee et Hwang, 2002).
Les sols S3 (64,7%); S5 (13,2%) et S6 (50,3%) ont des taux en matiére organique tres
élevés alors que les sols S1 (10,1%) ; S2 (10,7%) et S9 (9,4%) ont des taux élevés tandis
que les sols S8 et S11 ont des taux modérés avec des pourcentages de 7,9 et 7,4 %
respectivement. Par contre, les sols S7 et S10 ont des taux faibles en matiére organique avec

des pourcentages de 4,8 et 4,2 respectivement. Le pourcentage trés bas de la matiére
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organique du sol 4(2.1%) nous permet de conclure que la matiére organique dans cet
échantillon n’existe que sous forme de traces.
v Salinité
Les résultats présentés dans le tableau 15 nous permettent de classer les sols S1;
S6; S7; S10; S11 dont la conductivité électrique est comprise entre 2,51 et 4.38 dS/m en
tant que sols trés salés, le sol S4 est extrémement salé (9,05dS/m) alors que pour les autres

sols S2 ; S3; S5 ; S8 ; S9 sont considérés comme des sols salés (Richards, 1969).

v/ Carbone organique total
Le pourcentage du carbone organique total est minimal dans le sol 4(1,21%) et
maximal dans le sol 3 (37,52%) ( Tableau 11).

> Sels minéraux
v' Phosphore
Le phosphore est un des éléments majeurs indispensables a la croissance et au

développement des végétaux. Il joue en particulier un réle essentiel dans la mise en place du
systéeme racinaire, la photosynthese et la reproduction du végétal. Sa variation dépend des
propriétés physico-chimiques du sol (ElI Alaoui, 2007). Les résultats montrent que le
Phosphore disponible présente des valeurs trés faibles comprises entre 0.132 dans le sol S9 et
1,005 dans le sol S1 (Tableau 11).
v Potassium échangeable

Le potassium est absorbé par la plante sous sa forme ionique K*. Il est essentiel pour la
translocation des sucres et pour la formation de I'amidon. Il intervient dans la regulation
osmotique et ionique, ainsi que dans le processus d'ouverture et de fermeture des stomates. Le
potassium est nécessaire pour plusieurs fonctions enzymatiques et pour le métabolisme des
protéines et des carbohydrates. Sa variation dépend des propriétés physico-chimiques du sol
(El Alaoui, 2007).

Les valeurs de potassium varient de 10.3 ppm dans les sols S1 ; S2; S3;S4;S5; S6 ;
S7; S8 ; S11 a 87,2 ppm dans le sol S9.

Le pH est un parametre important de la dynamique du sol, ¢’est une clé en agronomie
car le degré d’acidité ou de basicité joue un rdle trés important dans 1’assimilation des nutritifs
par les microorganismes, il a une influence sur trois composantes importantes de la fertilité
d’un sol : la biodisponibilité des nutriments, 1’activité biologique et la stabilité structurale. La

variation de pH dépend des variations saisonniers et du pouvoir tampon de sol (le nombre
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d'ions en reserve sur le complexe argilo-humique), 1’état hydrique du sol, sa température et la

présence ou non d’une culture en période de croissance active((Dinon and Gerstmans, 2008,

Baize et al., 2006).

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 15), on constate que tous les sols de la région
étudiée représentent un pH basique. La moitié des sols sont riches en matiere organique alors
que les autres possédent un taux modéré. Cette différenciation peut étre influencée par la
souffrance des sols des degrés différents de la salinité qui est due aux mauvaises pratiques
d’irrigations avec une intensification de I’agriculture accompagnée d’une surexploitation des
ressources en eaux souterraines induisant ainsi une forte salinisation et par conséquent,

I’affaiblissement de la production agricole de la région.

2- Isolement et énumération de micro-organismes

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses a Gram-positif. Elles constituent
I’un des groupes bactériens les plus versatiles et les plus importants de point de vue
écologique et biotechnologique. En effet, ces microorganismes ont une grande capacité a
produire de nombreux métabolites secondaires ayant des structures chimiques et des activités
biologiques tres diverses tels que des antibiotiques, des antifongiques, des enzymes, des
stimulateurs et/ou des inhibiteurs de la croissance etc... De fait des aptitudes, les
actinomycetes peuvent représenter un moyen de lutte efficace, persistant et sans effets
négatifs vis a vis de I’environnement en comparaison avec les traitements chimiques et

remplacer ainsi I’utilisation des antibiotiques systémiques (Logman et al., 2009).

Les colonies d’actinomycetes ont été reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique. Elles apparaissent séches, rugueuses, colorées ou non, adhérent a la gélose et
présentent un mycélium végétatif et aérien, certaines montrent seulement un mycelium du

substrat.

Les résultats montrent clairement, que le milieu Bennet est le plus favorable pour
I’isolement des actinomycétes a partir des sols étudiés. 80 colonies différentes
d'actinomycetes ont été isolées a partir du sol S6 et 24 souches ont été obtenues, c’est le plus
grand nombre d’actinomycétes obtenu dans cette étude. Une souche d'actinomycete a été

également récoltée des sols S3 et S7.
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Le dénombrement des micro-organismes concerne 3 types :

les actinomycetes, les

autres bactéries cultivables dans les conditions décrites précédemment et les champignons

(Tableau 12).

Les résultats montrent que le nombre d'actinomycétes varie de 0,36 x 10°> UFC / g
dans le sol S10 & 209 x 10° UFC / g dans le sol S3 et de 0,03 x 10® UFC / g dans le sol S4 &
146 x 10 UFC / g dans le sol S3 pour les bactéries et de 0, 51 x 10° UFC / g dans le sol S6
42310.33 x 10° UFC / g dans le sol S3 pour les champignons.

De ce fait, le pourcentage d'actinomycetes, par rapport a la microflore totale, va de
0,001% dans le sol S11 & 20,31% dans le sol S4 (Tableau 12).

Tableau 12: Distribution quantitative des bactéries, actinomycetes et champignons dans les
sols de Béni Amir

Microorganismes

Echantillons | Bactéries UFC/g | Actinomycétes Champignons YeActi .
10° UFC /g 10° UFC/g 10° bActinomycétes
S1 36.20+0.721 117.67+2.516 0.53+0.030 0.32
S2 32.73+2.000 9.97+3.605 600.00+10.000 0.03
S3 146.00+1.250 209.00+0.251 2310.33% 32.145 0.14
S4 0.03+0.003 10.30+0.608 10.40+0.529 20.31
S5 1.44+0.116 60.67+2.081 10.10+0.360 4.01
S6 4,73+0.416 4.00+£0.025 0.51+0.020 0.08
S7 1.22+0.0251 1.01+0.010 300.00+20.000 0.06
S8 1.34+0.055 34.67+£1.527 100.00+3.000 2.35
S9 1.70+0.030 20.07+0.057 1.07+0.061 1.16
S10 4.27+0.0642 0.36+0.020 91.33+1.527 0.008
S11 36.00+2.645 0.41+0.040 130.67+4.041 0.001

3- Purification des actinomycétes

Toutes les colonies ont été purifiées par repiquage dans le milieu Bennett et incubées a

28 °C pendant 7 jours. Les résultats de la purification des colonies d'actinomycétes dans les

sols de la région de Beni Amir sont présentés dans le tableau 13 Ces résultats montrent une

variation significative du nombre de souches actinomycétales isolées de chaque échantillon.
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Tableau 13: Nombre des souches d’actinomycétes isolées et purifiées a partir des
échantillons du sol

E . Nombres des souches d’actinomycetes
chantillons AR .
isolées a partir des sols

Sol 1 11

Sol 2 2

Sol 3 1

Sol 4 18

Sol 5 6

Sol 6 24

Sol 7 1

Sol 8 3

Sol 9 3

Sol 10 5

Sol 11 6

4-Caractéres morphologiques des actinomycetes isolés

4.1- Caractéres culturaux des actinomycetes

Aprés ensemencement sur le milieu Bennet, les colonies obtenues (Annexel) sont
de taille différente (petite a moyenne) et de forme variable (bombée, aplatie...etc.). Elles
sont toutes incrustées dans la gélose, possédant un mycélium végétatif surmonté d’un
mycélium aérien de couleurs différentes (transparente, jaune, blanche, marron rouge)
(Figure 19)

Figure 19 : Souches d’Actinomycetes isolées sur milieu BENNET

4.2- Aspect microscopique des actinomycetes

D’apres la coloration de Gram, 1’observation microscopique montre que les souches
d’actinomycetes isolées et purifiées sont des bactéries filamenteuses a coloration de Gram
positive comme le montre la Figure 20. Les actinomycétes se présentent sous forme de
filaments fins, ramifiés et enchevétrés, ces filaments se fragmentent pour certains ou pas

pour d’autres en éléments bacillaires ou ovoides.
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Figure 20 : Aspect microscopique des souches d’actinomycetes apres coloration de Gram
(Gx100).

5- Distribution des actinomycetes dans les sols de Béni Amir

Les résultats montrent une variation significative du nombre de souches actinomycétes
isolées de chaque échantillon. Il apparait également que le nombre d'actinomyceétes isolées
du site S4 est supérieur a celui obtenu a partir des autres échantillons. Le pourcentage
maximum a été enregistré dans le site S4 (20,31%) suivi des sites S5 (4,01%), S8 (2,35%), S9
(1,16%), tandis que les autres sites tels que S1 (0,32), S3 (0,14), S6 (0,08%), S7 (0,06%), S2
(0,03%), S10 (0,008%) et S11 (0,001%) ont enregistré un faible pourcentage (Figure 21).

1.16% 0.01% 0.00% _0.32%
0.06%
o.os%_\

0.14% Hsite 1
H site 2
Msite 3
M site 4
Hsite 5
Hsite 6
M site 7
Msite 8

i site 9

Figure 21 : Pourcentage d'actinomycétes isolés dans chaque échantillon de sol

Pour comprendre l'influence des conditions écologiques sur la distribution des
actinomycétes dans différents milieux, nous avons effectué une analyse statistique qui
permet de déterminer la corrélation de chaque parametre physico-chimique des sols étudiés
avec le pourcentage d'actinomycetes isolés de chaque sol. Les résultats sont donnés dans le
tableau 14.
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Ces résultats ont montré que la charge en actinomyceétes et I'numidité du sol étaient
négativement corrélées, confirmant que les actinomycetes préférent plutdt les sols secs que
les sols humides (Varghese et al., 2012, Zenova et al., 2007). Le pH des différents sols est
basique. La corrélation entre le pH et la charge des actinomycetes est négative.(Basilio et al.,
2003) ont montré que le nombre d'actinomycetes obtenus dans la gamme pH 7 et 11, la
matiere organique et le carbone organique ont une corrélation positive (Wolf and Wagner,
2005) Le potassium et le phosphore ont une corrélation négative avec le nombre des
actinomycetes. Dans cette étude, la matiére organique a eu une influence significative sur les

propriétés biologiques et physiques du sol.

La distribution hétérogéne des micro-organismes dans les sols de surface peut
s'expliquer par la différence de distribution de la matiere organique. La teneur en matiere
organique est un indicateur important de la dégradation de la qualité du sol par sa contribution
a la stabilité du sol, la capacité de rétention d'eau du sol, la fixation des éléments minéraux et
le substrat des microorganismes du sol (K. EI Oumlouki et al,.2014). Henis (1986) a montré
que les actinomycetes augmentaient généralement en nombre la teneur en matiere organique
du sol Henis (1986). Hayakawa et al. (1988) ont également démontré que les actinomycétes
étaient plus abondants dans le sol ayant une teneur en matiére organique (M. Hayakawa et
al,. 1988). Dans nos études aussi, des actinomycétes ont été trouvés dans des sols contenant
des quantités de matiere. Le pH peut aussi étre un élément influencant la distribution des

actinomyceétes du sol.

Selon nos résultats, les actinomycétes sont distribués dans les sols dont le pH varie
de 7,4 a 8,1. Ces résultats sont similaires a ceux de (Hayakawa et al., 1988) qui ont
montré que Streptomyces et Micromonospora étaient abondants dans les sols avec des
valeurs de pH allant de 6,5 a 8,0. Dans cette étude, tous les actinomycétes ont été trouveés
dans des sols a faible taux d'humidité allant de 1,5 a 8%. Ces résultats ne sont pas en
accord avec ceux trouves par (Hayakawa et al., 1988) qui ont démontré que les
actinomycetes étaient distribués dans les sols végétatifs avec une teneur en eau de 6,2 et
7,6%, ce qui indique qu'une humidité modérée est favorable a la colonisation par les
actinomycetes. Par consequent, le pH du sol, la teneur en humidité et la teneur en matiére
organique peuvent étre des facteurs importants influencant I'écologie et la diversité des

actinomycetes.
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Tableau 14 : Corrélation entre les caractéristiques physicochimiques du sol et la distribution

des actinomycetes

pH Humidité MO CE CoT Phosphore Potassium Actinomycetes
pH 1
Humidité 0,023 1
MO -0,561 -0,150 1
CE 0,240 0,705* -0,172 1
CoT -0,561 -0,150 1** -0,172 1
Phosphore 0,473 -0,267 -0,372 -0,086 -0,372 1
Potassium -0,266 0,211 -0,189 -0,126 -0,189 -0,059 1
Actinomycétes | -0,480 -0,031 0,624 -0,336 0,624* -0,020 -0,188 1

*. La corrélation est significative au niveau 0,05 (bilatéral).
**_La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).
CE : Conductivité électrique, MO : Matiére organique, COT : Carbone organique total

IV-CONCLUSION

Cette étude nous a permis d’avoir des données intéressantes sur la répartition des
actinomycetes dans les sols de la Région Béni Amir. 1l a été démontré que la distribution de
ces bactéries varie d’un sol a l'autre, la diversité et la richesse en actinomycétes étant
associées aux facteurs environnementaux du sol, a savoir la matiére organique, I’humidité, le
pH et la salinité. D'apreés les résultats, le pourcentage maximal d'actinomycétes de 20,31% a
été également enregistré dans le site S4, tandis que le pourcentage minimum de 0,001% a été
enregistré sur le site S11. Ceci s’explique par le fait que, d’une part, I’échantillon S4 est plus
riche en matiére organique que I'échantillon S11, bien que la conductivité électrique de S4
soit supérieure a celle du précédent échantillon. Les résultats ont également montré que les 11
échantillons de sol avaient des pH basiques différents. La teneur en humidité de tous les sols
est considérée comme faible. Par conséquent, des études supplémentaires sont nécessaires
pour connaitre la caractérisation physico-chimique de la surface de ces actinomycétes et de
faire une identification phénotypique et moléculaire de toutes les souches isolées

Une meilleure connaissance des actinomyceétes isolés passera par une identification

phénotypique et moléculaire. Le chapitre suivant exposera 1’identification moléculaire par
16S.
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Chapitre 11 :

IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE, PHYSIOLOGIQUE,
BIOCHIMIQUE ET MOLECULAIRE DES SOUCHES
D’ACTINOMYCETES

I-INTRODUCTION

L’identification des genres d’actinomycetes repose principalement sur I’étude de
plusieurs caractéres morphologiques correspondant a la présence, |’abondance et la
disposition des hyphes du mycélium du substrat ou du mycélium aérien, la présence de
spores, leur nombre, leur mobilité, leur forme, leur position sur les hyphes et la présence de
sporanges de sclérotes, ou de synnémata. Ces méthodes classiques d’identification
bactérienne basées sur la détermination des caractéres culturaux, physiologiques et
métaboliques ont montré leurs limites, en particulier, pour la détection des micro-organismes
non cultivables. Elles n’ont conduit qu’a la description d’une trés faible partie de la diversité
microbienne. Ces méthodes d’identification ont été abandonnées par plusieurs chercheurs
pour les remplacer par les techniques moléculaires. Ces approches moléculaires sont souvent
utilisées pour leurs rapidité et efficacité (Provost et al., 1997, Kim et al., 1999, Labeda and
Kroppenstedt, 2000, Cook and Meyers, 2003).

La taxonomie moléculaire a été mise en place a partir des années 80 et consiste a
I’application des méthodes d’analyses génétiques et moléculaires, notamment la
détermination du pourcentage en GC (Chargaff et al., 1949),1’hybridation ADN-ADN
(Labeda, 1992) et le séquengage de I’ARN ribosomique 16S (Afifi et al., 2012, Jeffrey, 2008)
Ces techniques ont permis de tracer toute la phylogenie des bactéries notamment, celle des
actinomycetes.

(Gupta et al., 1983) ont commenceé a étudier et a séquencer des genes de I'ADNr 16S
de différentes bactéries en utilisant le séquencage de I'ADN, une bonne technologie a I'heure
actuelle, et en employant ces séquences pour les études phylogénétiques.

Dans differents cas, le séquencage du gene de I'ARNr 16S a été principalement utilisé
pour distinguer les Actinomyces des Actinomyces bacilles anaérobies Gram positif, qui est
souvent difficile dans les laboratoires de microbiologie clinique(Woo et al., 2002, Colmegna
et al., 2003)
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Les premiers travaux ont montré une large diffusion en utilisant la PCR et le
séquencage de I'ADN. Le séquencage de I'ADNr 16S joue un réle essentiel dans la bonne
identification d'isolats bactériens et fongiques et également dans la découverte de nouvelles
souches dans les domaines de la microbiologie clinique. L’utilisation du séquengage de
I'ADNr 16S, a permis de montrer qu’il existe de nombreux organismes identifiés par de
nouvelles especes bactériennes et appartenant a des genres découverts jusqu'a present (Woo et
al., 2008)

Le gene de I’ARNr 16S est I’outil principalement utilise pour I’identification
moléculaire et la classification phylogénétique des bactéries. C’est un gene chromosomique
présent chez toutes les espéces bactériennes (gene universel) dont la séquence est spécifique
de chaque espéce et dont les extrémités 5> et 3’ sont conservées dans toutes les especes
bactériennes.

Dans ce travail, nous nous sommes fixés comme objectif principal 1’identification, par
I’amplification et le séquencage de I’ADNr 168S, des bactéries actinomycétales isolées des sols
de la région de Béni Amir.

Seules 30 isolats d’actinomycetes sur 80 ont été identifiés moléculairement, vue

I’acces aux technologies disponibles en France.

II- MATERIELS ET METHODES
1- Etude des caractéres phénotypiques

1.1- Préparation de I’inoculum général
Chague souche d’actinomycete a été ensemencée en stries serrées sur milieu ISP3
et incubées a 28 °C pendant 7 jours. Apres croissance, 20 ml d’eau distillée stérile sont
versés dans chaque boite de Pétri, les colonies sont raclées a I’aide d’un rateau puis
récupérées par pipette Pasteur dans un tube stérile. Cette suspension contenant des fragments
de mycélium et de spores est utilisée comme inoculum pour tous les tests effectués a

I’exception de la fermentation des substrats carbonés (Shirling and Gottlieb, 1966a).

1.2- Préparation de I’inoculum lavé
Dans un Erlenmeyer de 250 ml de volume, Cing millilitres de I’inoculum genéral sont
ensemencés dans 50 ml du milieu liquide ISP1, Apres incubation a 28 °C pendant 48
heures sous forte agitation, la culture a été centrifugée a 5000 rpm pendant 30 minutes. Le
surnageant a été jeté et le culot repris dans de I’eau distillée stérile. Une deuxieme
centrifugation dans les mémes conditions a été réalisée et le culot est mis en suspension dans
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de I’cau distillée stérile. Cette préparation est conservée a 4 °C, pour servir a la détermination

des sucres utilisés par les actinomycetes étudiés.

2- Etude morphologique

2.1- Caractérisation de la morphologie et de la pigmentation

2.1.1- Observation macroscopique
Sur quatre milieux de croissance préconisés par (Shirling and Gottlieb, 1966a) ISP2,
ISP3, ISP4 (Annexe 5), 0,05 ml de I’inoculum général de chaque souche actinomycétale
sont ensemences en surface. La présence ou I’absence des chaines de spores, la
disposition des hyphes, la couleur des spores de surface et du pigment soluble autre que
mélanoide sont recherchés sur tous les milieux utilises, par observation macroscopique apres
7, 14 et 21 jours d’incubation a 28 °C.

2.1.2- Observation du mycélium aérien et du mycélium du substrat par la technique
de la culture sur lamelle

Des lamelles stériles sont insérées dans le milieu ISP2 en faisant un angle de 45 °C
environ avec la surface du milieu. Dix microlitres de I’inoculum général de chaque souche
sont déposés au point d’intersection de la lamelle et de la gélose. Apres 15 jours d’incubation
a 28°C, les lamelles sont soigneusement retirées, puis déposées sur des lames propres et

observées au microscope optique.

2.1.3- Production de pigments mélanoides
La production de pigments mélanoides est considérée positive quand une couleur
brune apparait apres culture de quatre jours de chaque souche d’actinomyceéte sur milieu
ISP7.

2.2-Détermination des caracteres physiologiques

2.2.1-Effet de la température sur la croissance des souches

0,05 ml de I’inoculum général de chaque souches ont été ensemencés sur des boites
de Pétri contenant le milieu de Bennett. L’incubation a été réalisée aux températures
suivantes: 30 °C, 37 °C, 45 °C, 55 °C. La croissance a été évaluée bonne, moyenne ou

médiocre apres 14 jours d’incubation a différentes températures.
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2.2.2-Effet du chlorure de sodium (NaCl) sur la croissance des souches

0,05 ml de I’inoculum général de chaque souche sont ensemences sur plusieurs boites
de Pétri contenant le milieu de Bennett additionné de différentes concentrations de NaCl. Les
concentrations testées sont 2%, 7%, 10% (p/v). La croissance des souches sur ces milieux est

comparée avec celle d’un milieu sans NaCl pris comme témoin.

2.3-Sensibilité aux antibiotiques

Sur le milieu Mueller Hinton, la souche d’actinomycétale est ensemencée en surface.
Les disques d’antibiotiques (Tableau 15) sont déposeés sur la surface de la gélose puis placés
dans un réfrigérateur a 4+1 °C pendant 2 h. La lecture est effectuée apres 72 h d'incubation a
30+1°C. La résistance est considérée comme positive lorsque aucune zone d'inhibition n'est
observée (Chun et al., 2000).

Tableau 15 : Différents antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme

Antibiotiques Charge (pg/disque)
Amoxicilline 2 ug
Amoxicilline 30 ug
chloramphénicol 30 ug
Tétracycline 30 ug
Erythromycine 15 ug
gentamicine 10 ug

3- Etude biochimique

3.1- Test de la croissance sur différentes sources de carbone

Le milieu ISP 9 a été utilisé dans cette étude. Ce milieu est exempt de toutes formes
de carbone, sa composition est citée en annexe 5. Les différentes sources de carbone
testées sont celles recommandées par (Shirling and Gottlieb, 1966a), elles sont les
suivantes: saccharose, D-fructose, L-arabinose, Dglucose, arabinose, lactose, D-mannitol,

maltose, et galactose

Des solutions de ces sources de carbone, a 10 % (p/v) de concentration, sont préparées
et stérilisées par filtration. La cellulose et L’inositol sont stérilisés dans une solution d’acétone
et d’éthyl-éther, aprés évaporation des solvants ces composés sont repris dans de I’eau
distillée. L’ensemble des sources de carbones sont additionnees aseptiquement au milieu de
base de maniere a obtenir une concentration finale de 1 % (p/v). Ces différents milieux ont été
répartis dans des boites de Pétri, ensemenceés par 0,01 ml de I’inoculum lavé préparé
préecédemment et incubés pendant sept jours a 28 °C.
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La croissance sur ces milieux est comparée avec un témoin négatif (milieu sans
source de carbone) et un témoin positif (milieu avec glucose). Si la croissance obtenue est

supérieure a celle du témoin négatif, le résultat est considéré positif.

3.2- Utilisation du citrate comme seule source de carbone

La pente du milieu de citrate de Simmons est ensemencée selon une strie
longitudinale au moyen d'une pipette Pasteur stérile avec un inoculum de la souche.
L'incubation s'effectue a 30+1 °C. L’observation de la croissance se fait quotidiennement

durant une semaine (Marchal et al., 1982).

3.3-Réduction des nitrates
Des tubes contenant 10 ml du milieu bouillon nutritif supplémentés par 0,1 % (P/V)
de nitrates de potassium sont ensemencés, puis incubés a 30£1°C. Au 5eme, 10éme et
14éme jour, 3 gouttes des réactifs | et 11 sont ajoutées a 1 ml de la culture. La réduction des
nitrates en nitrites est mise en évidence par I’apparition d’une coloration rouge.
NO; + oH* Nitrate réductase NO, + H,0

En 1’absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc sont

alors ajoutés:
v' L'apparition de la coloration rouge indique un test négatif (les nitrates du

milieu ne sont pas réduits par la souche).

v" En I’absence de la coloration, le test est considéré comme positif (les nitrates sont
réduits au-dela du stade des nitrites) (Marchal et al., 1982).

3.4- Recherche de catalase
Cette enzyme permet la dégradation du H,O, qui résulte de 1’oxydation par I’oxygéne

de l’air:
H,0, S8 10+ 10,

Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une
solution fraiche de H,O, a 10 volumes : une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en
présence d’un échantillon de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de
mousseou de bulle traduit la décomposition de dioxygeéne: le test catalase est positif et s’il n’y

a pas de bulles: le test catalase est négatif (Delarras, 2007).
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4-Etude moléculaire

4.1-Extraction de ’ADN a partir des souches d’actinomycetes

Le protocole d’extraction de I’ADN génomique des isolats d’actinomycétes a été
réalisé par choc thermique. A partir d’une culture fraiche, on met un petit fragment de
mycélium des actinomycetes dans de I'eau appelée milli-g stérile a raison de 50 ul. Les tubes
sont ensuite mis a -20 °C pendant une heure, puis ont subi un protocole d’éclatement selon le
cycle représenté dans la figure 22, 2 ul du surnageant (contenant de I'ADN) est utilisé pour la
réaction d’amplification (PCR) réaction de polymérisation en chaine (Figure23).

7 cycles
96°C| 96°C
5’ 2’
4°C 4°C
1DJJ o

Figure 22 : Protocole d’éclatement des bactéries
4.1.1- Amplification du fragment d’ADN ribosomique 16s

L amplification a été effectuée par la réaction de polymérisation en chaine (PCR). Les
génes codantl’ARN ribosomal 16S des souches sont amplifiées par 1’utilisation des amorces

(Normand et al., 1992) suivantes :

-FGPS6 (GGAGAGTTAAGATCTTGGCTCA)
-FGPS1509 (AAGGAGGGGATCCAGCCGGA)

L amplification est réalisée dans un thermocycleur de type « Verity » d’Applied
Biosystems. Le tableau 16 donne la composition du milieu de réaction PCR. 7. L’opération
(figure 23) débute par une dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 min, ensuite 30 cycles
comportant 1min de dénaturation a 95 °C, Imin d’hybridation a 55 °C, 1 min 30 d’élongation
a 72 °C et enfin terminée par une élongation finale & 72 °C pendant 10 min.
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Tableau 16 : Mélange réactionnel et quantité de réactifs utilisés pour une réaction PCR

Stock Volume pour 1 réaction a Concentration
partir volume stock d’utilisation
Tampon 5X 5 MgCI2 — 1.5 mM
Mix dNTPs 2.5mM 2 200 uM de chaque
Amorce 1 (10 uM) 1.25 0.5 uM
Amorce 2 (10 uM) 1.25 0.5 uM
Taq 0.2 1 U total
H20 13.3
95°C 5min } %1

95 °C lmin
55 °C lmin =< 30
72 °C 1min30

72°C  10min = 30
20 °C Infini
Figure 23 : Programme d’amplification par PCR de I’ADNr 16S.
4.2- Electrophorese sur gel d’agarose

4.2.1- Préparation du gel d’agarose

2g d’agarose ont été mélangés a 100 ml de tampon TAE 1X. Le mélange a été chauffé
jusqu’a ébullition, puis refroidi a 50 °C environ sous 1’eau, ensuite additionné une goutte de bromure
d’ethydium. La préparation a été versée dans un support muni d’un applicateur. Apres solidification

de gel, I’applicateur a été enlevé pour que les puits apparaissent.

Apres amplification, 1 pl de chaque amplifiat + 3 pl d’eau qualité biologie moléculaire+ 1 pl
de bleu de Bromophénol ont été préparés séparément, puis déposés sur le puit du gel pour une
analyse par électrophorése horizontale pendant 2 heures a 100 V, dans un tampon TAE 1X. Dans un
autre puit, 1 pl d’un marqueur de poids moléculaire 100 smart Ladder (MW-1700-10) a été dépose
comme ADN contrble.Aprés migration, le gel a été retiré de I’appareil pour observation sous UV.

4.2.2-Révélation des bandes d’ADN aux rayons UV

Le gel d’agarose est ensuite exposé sous rayons ultra-violet pour visualiser les bandes
d’ADN. La présence de la bande qui correspond au fragment amplifi¢ a été comparée avec le

marqueur de (100 paires de base) utilisé comme témoin.
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5-Purificatin

Le gel kit SK GEPU-100 a eté utilisé pour purifier les ADN qui présentent des bandes

parasites le protocole de purification d’ADN a partir de gel d’agarose.

6-Séquencage

Le seéquencage est effectué selon la technique de Sanger automatisee au laboratoire
GENOSCREEN Montpellier France.

I1I- RESULTATS ET DISCUSSION
1- Etude morphologique des souches

1.1- Macromorphologie

Les analyses morphologiques sont importantes en taxonomie microbienne, elles sont
généralement faciles a étudier et sont bien significatives vu que les critéeres morphologiques
dépendent de I’expression de geénes qui sont souvent genétiqguement stables.

Apres ensemencement sur les milieux de culture, les colonies des isolats
d’actinomycetes apparaissent au bout de deux jours d’incubation a 28 °C et se développent.
Toutes les souches se développent sur tous les milieux utilisés avec différents degrés de
croissance allant d’une croissance faible a une croissance abondante.

Cing milieux de cultures ont été utilisés : ISP2, ISP3, ISP4, ISP7 et ISP 9, (Annexe 5).
Ces différents milieux sont généralement utilisés pour les bactéries actinomyceétes du genre
Streptomyces (Shirling and Gottlieb, 1966a).

D’apreés les résultats présentés sur le tableau 17, nous pouvons déduire que :

Les 30 isolats A30, A44, A46, A49, A50, A53, A57, A58, A60, A63, A64, A65, AT6,
AT79, A3, A7, A10, Al4, Al5, A23, A43, A6l, A27, A33, A4l, A26, A36, A80, A22 et A34
présentent une croissance et une sporulation abondantes sur les milieux 1SP2, ISP4 et ISP7.
La croissance est aussi abondante pour les isolats A44, A46, A57, A58, A60, A64, A65, A3,
A7, Al4, A61, A27 et A26 sur ISP3 et elle est moyenne pour les isolats A50, A53, A79, A23,
A43, A80, A22 et A34 et faible pour A30, A49, A63, A76, A10, Al5, A33, A4l et A36.

Les colonies sont poudreuses ou granuleuses, et adhérent fermement au milieu de
culture ou elles forment une légére dépression et sont difficiles a mettre en suspension.

Sur le milieu ISP2, les souches présentent des colonies circulaires de taille moyenne
pour A30, A49, A50, A3, A7, Al4, A61, A27 et A26 et pour les souches Ad4, A46, A53,
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A57, A58, A60, A63, Ab4, A65, A76, A79, A23, A43, A80, A22, A34, A10, Al5, A33, A4l
et A36, la forme de colonies est irréguliére en forme de cratere a bords filamenteux.

Sur le milieu ISP3, la forme des colonies est irréguliere a bords ondulés pour la souche
AT9 alors que pour les souches A30, Ad4, A46, A49, A50, A3, A7, Al4, A6l, A27 et A26,
les colonies présentent une forme circulaire a bords réguliers. Pour les souches A53, A57,
A58, A60, A63, A64, A65 A23, A43, A80, A22, A34, A10, Al5, A33, A4l et A36, les
colonies sont convexes a bords réguliers sauf pour la souche A76 qui présente des bords
ondulés.

Sur le milieu ISP4, les 30 souches présentent des colonies circulaires a bords réguliers
de taille moyenne. Pour le milieu ISP7, la forme des colonies est irréguliére a bords ondulés
pour les souches A58, A63, A64, A76 et A79 qui élaborent des pigments de couleur beige
foncé, marron foncé et marron chocolat respectivement, alors que pour le reste des souches, la

forme est circulaire et aucun pigment mélanoide n’est produit.
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Tableau 17 : Etude macromorphologique et caracteres culturaux de 30 isolats d’actinomycétes.

Milieux de culture

Isolats ISP2 ISP3 ISP4 ISP7
Croissance Couleur du Couleur Croissance Couleur Couleur Croissance Couleur Couleur Croissance Couleur Couleur Pigments
MA du MV du MA du MV du MA du MV du MA du MV solubles
A30 +++ Jaune Jaune + Jaune Jaune +++ Jaune Jaune' +++ Jaune Jaune, -
orangé orangé
Add +++ blanc Jaune +++ Bla_nc a Jaune +++ Jaune clair | Jaune clair +++ Jaung Jaung -
beige foncé foncé
Ad6 +++ Blanc Jaung +++ beige Brun +++ Beige Brun +++ Bla_nc a Bruq -
foncé beige orangée
A49 +++ Jaune pale | Jaune pale + Blanc beige +++ Blanc beige +++ Beige Créme -
A50 Jaune . Jaune . Jaune \
+++ Jaune pale Jaune pale ++ foncé Creme +++ fonce jaune +++ foncé creme -
A53 +++ Blanc Jaune ++ Blanc beige +++ blanc beige +++ Blanc beige -
AST +++ Blanc blanc +++ Blanc Beige clair +++ Blanc E)en'gg +++ blanc Brun -
A58 +++ Gris blanc +++ Gris blanc Blanc +++ Gris Orange +++ Gris Marron Beige foncé
A60 +++ Gris Gris +++ Gris Gris +++ Gris foncé Beige +++ Gris foncé noir -
A63 +++ Gris Jaune + Gris Jaung +++ Gris Jaune +++ Gris Marron Marron foncé
foncé orange
AB4 +++ Gris foncé I\]floar:(r:c;n +++ Gris marron +++ Gris foncé brun +++ Gris foncé marron Marron foncé
AB5 +++ Beige foncé | Jaune pale +++ Blanc Jaune +++ Blanc jaune +++ Blanc Jaune
AT6 +++ Gris ggﬁgg + Gris Orange +++ Gris foncé Marron +++ Gris foncé Jaune Marrorj fonce
AT9 +++ Grls Beige ++ Gris Beige +++ Gris foncé Marron +++ Gris foncé Marron Marron
verdatre chocolat
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Tableau 17 (suite) : Etude macromorphologique et caracteres culturaux de 30 isolats d’actinomycetes.

Milieux de culture

Isolats ISP2 ISP3 ISP4 ISP7
Croissance Couleur | Couleur Croissance Couleur | Couleur Croissance Couleur | Couleur Croissance Couleur | Couleur Pigments
du MA du MV du MA du MV du MA du MV du MA du MV solubles
A3 +++ G”S, Marron +++ Gris marron +++ Gns/ brun +++ G”S, marron Marron foncé
foncé fonce foncé foncé
A7 +++ Be'g? Jaune +++ Blanc Jaune +++ Blanc jaune +++ blanc Jaune -
foncé pale
Al0 +++ Gris ‘]22?122 + Gris Orange +++ Gris Marron +++ Gris Marron Marron foncé
Al4 +++ Blanc ]J(aum,a +++ beige Brun +++ Beige Brun +++ Bla_nc a Brur! -
oncé beige orangée
Al5 +++ Jaune Jaune + Blanc beige +++ Blanc beige +++ Beige Créme -
pale pale
Jaune Jaune Jaune R Jaune . Jaune .
A23 T pale pale i foncé Créme T fonce jaune T foncé creme i
A43 +++ Blanc Jaune ++ Blanc beige +++ blanc beige +++ Blanc beige -
A6l +++ Blanc blanc +++ Blanc Belge +++ Blanc Belgg +++ blanc Brun -
clair foncé
A27 +++ Gris blanc +++ l:JCI;z::lsc Blanc +++ Gris Orange +++ Gris Marron Beige foncé
A33 +++ Gris Gris +++ Gris Gris +++ G"S, Beige +++ G“S, noir -
foncé foncé
A4l +++ Gris Jaune + Gris Jaun? +++ Gris Jaune +++ Gris Marron Marron fonce
foncé orange
A26 +++ Blanc \;aun(,a +++ beige Brun +++ Beige Brun +++ Bla_nc a Brun, -
oncé beige orangée
A36 +++ Jaune Jaune + Blanc beige +++ Blanc beige +++ Beige Créme -
pale pale
A80 +++ +++ E)er:gg ++ +++ Blanc Jaune +++ Blanc jaune +++ Blanc Jaune
A22 +++ +++ Gris ++ + Gris Orange +++ G"s, Marron +++ G”S, Jaune
foncé foncé
A34 +++ veCr;(;:iStre Beige ++ Gris Beige +++ Gris Marron +++ Gris Marron Marron chocolat
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1.2- Micromorphologie

Les colonies des isolats cultivés sur les milieux utilisés pour 1’étude de la
macromorphologie (ISP2, ISP3, ISP4 et ISP7) sont observées sur boites de Pétri sous
microscope optique a 1’objectif x 40 aprés 14 jours d’incubation a 28 °C.

Les observations microscopiques des mycéliums aériens des souches mettent en
¢vidence des hyphes fins, ramifiés et non septés. Les chaines de spores portées a 1’extrémité
des hyphes sont droites de type rectiflexibles. Les spores sont cylindriques et ne présentent
aucune mobilité. Le mycélium végétatif quant a lui est long, trés arborescent, non fragmenté

et ne portant pas de spores.

3- Etude physiologique et biochimique

Les résultats des différents caracteres physiologiques et biochimiques de 30 isolats

d’actinomycetes testés sont présentés dans le tableau 18.
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Tableau 18 : Les différents caractéeres physiologiques et biochimiques de 30 isolats

Isolats | A30 |A44| A46 | A49 | A50 | A53 | A57 | A58 | A60 | A63 | A64 | A65 | A76 | A7T9 | A3
Utilisation de la source du carbone
Glucose + +++ |+t + + + +++ |+ |+ + +++ ++ + + +
Maltose + ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +
Mannitol - ++ - - - - +++ +4++ +++ - +4+ - - - -
Arabinose - + - + - - +++ +++ +++ - + - + - -
Lactose - +++ + + + - +++ |+ |+ - +++ + + + -
Fructose - +++ - ++ + - +++ |+ |+ - +++ - ++ + -
saccharose - ++ - ++ - - +++ +++ +++ - +++ - ++ - -
Galactose - - - - - - - - - - - - - - -
Citrate - ++ | |t - - - ot - - +++ | A+t |+t - -
Sensibilité aux antibiotiques
Amoxicilline 2ug R S S R R S R R R R S S R R R
Amoxicilline 30ug R S R R R R R R R R S R R R R
Chloramphenicol30ug S S S S S S S S S S S S S S S
Tétracycline30ug S S S S S S S S S S S S S S S
Erythromycine 15ug S S S S S S S S S S S S S S S
Gentamicine 10ug S S S S S S S S S S S S S S S
Nitrate réduction | - - - - - -] - ] + | - - - | - - - -
Température de croissance
45°C +++ | ++ - +++ - - +++ | | | A | - +++ - -
28°C I e e T e e T e T O s O o B N (R o B 2 2 S oo
H

4 ++ ++ ++ +++ + ++ +F:-+ +++ | +++ ++ +++ ++ +++ + -
9 +++ + ++ +++ + + + + + +++ + ++ + +++ -
12 +++ + ++ ++ +++ + + + +++ + +++ + +++ -
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Tableau 18 (Suite) : Les différents caractéeres physiologiques et biochimiques de 30 isolats

Isolats | A7 [A10] A14 | A15 | A23 | A43 | A61 | A27 | A33 | A4l | A26 | A36 | A80 | A22 | A34
Utilisation de la source du carbone
Glucose + +++ | ++ + + + +++ |+ |+t + +++ ++ + + +
Maltose + ++ ++ ++ ++ ++ +++ | +++ | -+t ++ ++ ++ ++ ++ +
Mannitol - ++ - - - - +++ 4+ 4+ - +4+ - - - -
Arabinose - + - + - - +++ +++ +++ - + - + - -
Lactose - +++ + + + - +++ |+ | - +++ + + + -
Fructose - +++ - ++ + - +++ | | - +++ - ++ + -
saccharose - ++ - ++ - - +++ | +++ | +++ - +++ - ++ - -
Galactose - - - - - - - - - - - - - - -
Citrate - ++ |+ |+t - - - +++ - - +++ | A+t |+t - -
Sensibilité aux antibiotiques
Amoxicilline 2ug R S S R R S R R R R S S R R R
Amoxicilline 30ug R S R R R R R R R R S R R R R
Chloramphenicol30ug S S S S S S S S S S S S S S
Tétracycline30pg S S S S S S S S S S S S S S S
Erythromycine 15ug S S S S S S S S S S S S S S S
Gentamicine 10ug S S S S S S S S S S S S S S S
Nitrate réduction | - | - - - -1 -1 -1 + 1 -1 - ] - - - - -
Température de croissance
45°C +++ | ++ - +++ - - +++ | | | | - +++ - -
28°C e e e e T s s I e e e i I e S S T T = = B o e
H
4 ++ ++ | ++ +++ + ++ f++ +++ | +++ ++ +++ ++ +++ + -
9 +++ + ++ +++ + + + + + +++ + ++ + +++ -
12 +++ + ++ ++ +++ + + + +++ + +++ + +++ -
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Les 30 souches cultivées sur le milieu ISP9 se développent sur le milieu contenant le
glucose et le maltose alors que le galactose n’est pas utilisé par toutes les souches. Pour les
souches A44, A57, A58, A60, A64, A10, A61l, A27, A33 et A26, elles utilisent le mannitol,
I’arabinose, le lactose, le fructose et le saccharose. Le citrate est dégradé par A44, A46, A49,
A58, A64, A65, A76, A10, Al4, A15, A27, A26, A36 et A8O0.

Toutes les souches sont catalase positives. Les deux isolats A58 et A27 réduisent les nitrates
en nitrites.

2.1- La sensibilité aux antibiotiques

Toutes les souches sont sensibles a chloramphénicol 30 pg, Tétracycline 30pg,
érythromycine 15 pg et gentamicine 10 pg. Les souches A30 ; A49 ; A50 ; A57 ; A58 ; A 60 ;
AB3; A76 ; A79, A7, Al5, A23, A6, A27, A33, Adl, A22, A8O, A3 et A34 sont résistantes
a l'amoxicilline 2 et 30 pg. Alors que A44, A64, A10 et A26 sont sensibles a ces
concentrations de cet antibiotique. A46; A53; A65, A46, A43 et A36 sont sensibles a
I'amoxicilline 2 pg.(Figure24)

Figure 24 : Photo montrant la sensibilité des actinomycétes aux antibiotiques.

2.2- Détermination de la Température optimale de croissance

Toutes les souches présentent une bonne croissance qui se traduit par un
développement plus important du MA a 28 °C et les souches A30, A44, A49, A57, A58, A60,
A63, Ab4, A76, A7, Al0, Al5, A6l, A27, A33, A4l, A26 et A80 poussent a 45°C.
2.3- Croissance a différents pH

Les souches A44, A49, A57, A58, A60, A64, A76, A10, Al5, A61, A27, A33, A26 et
A80 croissent & des pH allant de 4 a 12, avec un optimum de croissance a pH =4.
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Les membres d’actinomycétes appartenant aux neutrotolérants sont moins capables

d’utiliser les sources de carbones que leurs homologues acidophiles (Kim et al., 2004).

3- Identification moléculaire

3.1- Analyse de la séquence d’ADNr 16S

Les résultats du séquencage des souches d'actinomycetes ont été obtenus sous forme
d’¢électrophorégrammes bruts sous logiciel ChromasR. Les alignements du couple des
séquences sens / antisens sont effectués par le logiciel Clustal W pour définir la séquence

consensus.

3.2- Comparaison des séquences avec la banque informatique

Pour évaluer la diversité des actinomycetes isolés des sols de la région de Béni Amir,
une méthode PCR a été effectuée sur les 30 isolats en utilisant des amorces FGPS 6 et FGPS
1509(Normand et al., 1992) qui permettent I’amplification d’un fragment de 1400 pb qui
correspond aux régions V3 a V5 du gene de I’ADNTr 16S (Brosius et al., 1981). Les séquences
obtenues sont comparées avec celles disponibles dans les bases de données Gen Bank, en
utilisant le programme BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997)
au Centre National de I’Information pour la Biotechnologie (NCBI).

L’alignement des séquences nucléotidiques avec celles de la banque de données
montrent que les 30 souches d’actinomycétes isolées sont classées dans le phylum des
Actinobacteria, la classe V des Actinobacteridae et I’ordre I des Actinomycetales et toutes
font partie du genre Streptomyces avec des pourcentages de similitude variable entre 99 et
100% (tableau 19). Des résultats similaires ont été obtenus dans la littérature par d’autres

auteurs (Isik et al., 2014)

Chague isolat présente une similitude avec plusieurs especes de la banque de donnée «
Genbank ». Pour affilier chacun des isolats a I’'une des especes les plus proches, une analyse

phylogénétique est donc nécessaire.
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Tableau 19 : Espéces proches des isolats d’actinomycétes

Isolats Souches proches Numéro Pourcentage de
d’actinomycétes d’accession similitude
A30 Streptomyces lilaceus AB 184457 99%
Ad44 Streptomyces bellus Nr_041222 99%
A46 Streptomyces bellus NR_041222 99%
A49 Streptomyces bellus NR_041222 99%
A50 Streptomyces azureus LM644081 100%
A52 Streptomyces lilaceus AB 184457 99%
A57 Streptomyces albogriseolus GQ925802 99%
A58 Streptomyces rochei KC1720301 100%
A60 Streptomyces labedae KU5003691 100%
AB3 Streptomyces griseorubens EU841556 99%
Ab4 Streptomyces griseorubens KY120282 99%
AB5 Streptomyces albogriseolus GQ925802 99%
AT6 Streptomyces albogriseolus GQ925802 99%
AT9 Streptomyces griseorubens KY120282 99%
A3 Streptomyces griseorubens KY120282 99%
A7 Streptomyces bellus NR_041222 99%
Al10 Streptomyces bellus NR_041222 99%
Al4 Streptomyces griseorubens KY120282 99%
Al5 Streptomyces griseorubens KY120282 99%
A23 Streptomyces griseorubens EU841556 99%
A43 Streptomyces bellus NR_041222 99%
A6l Streptomyces bellus NR_041222 99%
A27 Streptomyces albogriseolus GQ925802 99%
A33 Streptomyces griseorubens EU841556 99%
A4l Streptomyces bellus NR_041222 99%
A26 Streptomyces albogriseolus GQ925802 99%
A36 Streptomyces albogriseolus KU324449 99%
A80 Streptomyces griseorubens KY120282 99%
A22 Streptomyces griseorubens EU841556 99%
A34 Streptomyces bellus NR_041222 99%

L’analyse des séquences nous a permis de réaliser un arbre phylogénétique a 1’aide du
logiciel MEGA 5 (Tamura et al., 2011), par la méthode de neighbour-joining . La fiabilité de
la topologie a été évaluée par la méthode des bootstraps (Felsenstein, 1985) en réalisant 1000

réplicats.
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L’analyse de cet arbre montre un assemblage des séquences du géne codant I’ARNr
16S aux especes du géne Streptomyces.

Les isolats forment sept groupes phylogénétiques sur 1’arbre phylogénétique (figure
25). Le plus grand groupe comprend 10 isolats (A63, A23, A15, A80, A3, Al4, A79, A64,
A22 et A33) qui sont placés sur la méme branche phylogénétiqgue que Streptomyces
griseorubens. Le deuxiéme groupe phylogénétique est composé des 9 isolats (A44, A46, A49,
A7, A10, A43, A61, A4l et A34) qui occupe la méme branche phylogénétique avec
Streptomyces bellus. Les isolats A57, A76, A27, A26, A65 et A36 sont groupés avec
Streptomyces albogriseolus formant le troisieme groupe phylogénétique. Deux isolats (A30 et
A52) sont affiliés & Streptomyces lilaceus. Les isolats A58, A60 et A50 présentent une
similarité respectivement aux souches Streptomyces rochei. Streptomyces labedae et
Streptomyces azureus.

Les résultats confirment 1’abondance du genre Streptomyces au sein des souches
d’actinomycetes isolées. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature (Felsenstein J
et al 1985, Sabaou N et al 1998). Il a été rapporté que seulement 0,001 a 15 % de la
population microbienne présente dans les échantillons environnementaux est cultivable
(Lechevalier and Lechevalier, 1986). Les especes du genre Streptomyces ont la capacité de
produire une grande variété d'enzymes extracellulaires et d’antibiotiques (Amann et al.,
1995), ce qui peut expliquer leur grande capacité a coloniser différents environnements.

Les séquences du gene de I'ADNr 16S ont joué un réle vital en microbiologie et
peuvent étre utilisées de diverses manieres dans diverses disciplines, notamment la taxonomie
et I'écologie. Cela a conduit a une abondance d'informations sur la diversité des procaryotes
(Trejo-Estrada et al., 1998, Zhi et al., 2009).

Les résultats ont montré une distribution hétérogéne des souches dans les 11 sols
étudiés. Nous avons trouvé les souches Streptomyces griseorubens dans les sols 1; 11; 7; 6; 5;
8 et 4, Streptomyces bellus dans les sols 6; 4; 10; 5; 9; 8 et 11, Streptomyces albogriseolus
dans les sols 1; 2; 6; 8 et 3, Streptomyces lilaceus dans les sols 6 et 1, Streptomyces rochei
dans le sol 2 et Streptomyces labedae. Streptomyces azureus dans le sol 6. Cette distribution
peut étre expliquée par la différence des caracteres physicochimiques des sols de la région de
Béni Amir, qui présente un taux de salinité élevé. Ces résultats sont similaires a ceux de
(ZANANE et al., 2018) qui ont montré que la diversité des actinomycétes est associée aux
caractéres physicochimiques du sol a savoir la salinité, la matiére organique, I’humidité et le

pH.
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Figure 25 : Arbre phylogénétique non enraciné construit a partir des sequences nucléotides du
geéne codant I’ARNr 168, avec la méthode de neighbour-joining.

IV-CONCLUSION

La comparaison des séquences apres amplifications de I'ADNr 16S avec les
actinomycetes disponibles dans la base de données (Genbank) a I'aide du programme Blast a
montré que les 30 souches étudiées ici étaient assimilées au genre Streptomyces avec des
pourcentages allant de 99 a 100%. Ces résultats confirment I'abondance de Streptomyces dans
les écosystemes telluriques par rapport aux autres genres.

Les résultats ont montré que la distribution des actinomycetes dans les sols varie d'un sol a

l'autre. Cette diversité peut étre influencée par la forte salinité de la région de Beni Amir.
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Les techniques moléculaires basées sur I'analyse des séquences d'’ADNr 16S peuvent mettre

en évidence une grande diversité phylogenétique dans les écosystemes.
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Chapitre 111 :

CRIBLAGE DES ACTINOMYCETES A INTERET
BIOTECHNOLOGIQUE

I-INTRODUCTION

Les actinomycétes sont les bactéries les plus répandues pour leurs capacités a produire
des métabolites a activité antimicrobienne(Finance et al., 1985, Hilali et al., 2002),. Les
microorganismes trouvés dans des environnements extrémes sont utilisés par plusieurs
programmes de recherche dans le monde entier en raison de la production par ces
microorganismes de nouveaux composés a intérét biotechnologique. Plusieurs travaux de
recherche ont été menés sur des actinomycétes trouvés dans des environnements extrémes
(Jiang et al., 1999).

Les actinomycetes halophiles et tolérants au sel sont des microorganismes
extrémophiles, ayant attiré beaucoup d’attention et sont naturels et possédant des mécanismes

spécialisés d’adaptation aux sols salins (Solingen et al., 2001)

Le criblage a toujours été la voie essentielle pour parvenir a de nouvelles molécules
antimicrobiennes, il est pratiqué par de nombreux laboratoires. Ceux-ci se sont efforcés de
diversifier les sources de microorganismes en faisant appel a des échantillons provenant des
habitats les plus extrémes(Ouhdouch et al., 2001, Lemriss et al., 2003) et en mettant au point
des méthodes de sélection favorisant des espéces rares (Hacene et al., 1994, Hilali et al.,
2002).

L’objectif principal de ce chapitre est d’étudier la biodiversité des actinomycetes
halophiles et halotolérants et de mettre en évidence 1’activité antimicrobienne des souches

d’actinomycétes isolées des sols de la région de Béni Amir connue par sa salinité élevée.
II- MATERIELS ET METHODES

1- Détermination de la tolérance au sel des actinomycétes

Les actinomycetes purifiés sont ensemencés dans des boites de Pétri contenant le

milieu MMS, dans lequel les concentrations de NaCl étaient respectivement de 0, 50, 70 et
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100 g/l. Les boites sont ensuite incubées a 28 °C et le développement des souches dans les
différentes boites est observé aprées 21 jours d'incubation. La tolérance maximale au chlorure
de sodium correspond a la derniére concentration présentant encore une croissance (Geraldine
etal., 1981).

2- Activité antimicrobienne

2.1- Souches testées

Les souches utilisées sont des souches de référence obtenues du Laboratoire de
Bioprocédés et Biointerfaces de la FST de béni Mellal. Les souches bactériennes utilisées

dans cette étude sont :

L)

X Bactéries a Gram-négatif

-Salmonella sp CCMMBL17,

-E. Coli CCMMB4,

-E. Coli ATCC 25922,

-Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

X Bactéries a Gram-positif
-Micrococcus luteus ATCC 381

o Levures :

-Candida albicans CCMML15
X Champignons :

-Verticillium dahliae V22

-Rhizoctonia
-Fusarium oxysporum A27

2.2-Conservation des souches

Nous avons fait un repiquage a partir des souches identifiées dans leurs milieux
sélectifs. Elles ont été inoculées sous forme de strie sur une gélose nutritive inclinée dans des
tubes a essais stériles. Ensuite, nous avons laissé incuber a 37 °C pendant 24 heures. Les tubes
sont ensuite conservés dans le réfrigérateur a 6 = 1 °C. Les repiquages sur gelose nutritive ont

été réalisés tous les 15 jours.

3- Préparation des suspensions bactériennes
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Pour chaque bactérie-test, un inoculum a été réalisé a partir d’une culture de 24 h, mis en
suspension dans le milieu LB (Luria-Bertani Medium) stérile de telle maniére & obtenir une

densité optique entre 0,08 a 0,1 pour une longueur d’onde de 625 nm

Les tests antibactériens sont réalisés a partir de cultures jeunes en phase de croissance

exponentielle.

4- Choix des milieux de culture

Suivant les méthodes utilisées dans I’activité antimicrobienne et selon les souches,

nous avons employé les milieux de culture suivants:

- Milieu MH (Mueller Hinton) pour les bactéries.
- Le milieu PDA pour les champignons.

- Sabouraud pour la levure

5-Test des cylindres d’agar

L’activité antibactérienne et 1’activité antifongique sont déterminées par la technique
des cylindres d’agar (Lee et Hwang, 2002) qui consiste a prélever, a I’aide d’un emporte-
piéce, des cylindres de 6mm de diameétre a partir du milieu Bennett gélosé ensemencé en
stries serrées par les actinomycetes et incubé durant quatorze jours a 28 °C et, par la suite, les
déposer sur milieu gélosé (Mueller-Hinton pour les bactéries, PDA pour les champignons
filamenteux et Sabouraud pour la levure), préalablement, ensemencé en surface par les
microorganismes cibles dont la concentration est de 102 UFC.mlI™. Les boites de Pétri sont
ensuite maintenues a 4 °C pendant 4 heures pour permettre une diffusion des substances
antimicrobiennes actives dans le milieu déculturé (Tortorano et al., 1979), puis incubées a 28
°C. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant vingt-quatre heures dans le cas des
bactéries-tests et a 28 °C pendant quarante-huit heures pour les champignons-tests. Le
diamétre de la zone d’inhibition est mesuré en millimétre du bord de la souche actinomycétale
ou du cylindre d’agar a la limite de la zone ou il y a une croissance normale du

microorganisme cible (Badji et al., 2005, Boughachiche et al., 2005)

96



I11- RESULTATS ET DISCUSSION

1- Tolérance au sel des actinomycetes des sols de Béni Amir

A partir des résultats obtenus (Annexe 2), nous avons pu déduire que les souches
d'actinomycetes ne nécessitent pas la presence de NaCl dans leur milieu pour se développer.
Ce sont des actinomycetes halotolérants. Nous avons répartir les souches d'actinomycétes

isolées du sol de Beni Amir en 2 groupes:

A partir des résultats obtenus (Annexe2), nous avons pu déduire que les souches
d'actinomycetes ne nécessitent pas la presence de NaCl dans leur milieu pour se développer.
Ce sont des actinomycétes halotolérants. Nous avons réparti les souches d'actinomycétes

isolées du sol de Beni Amir en 2 groupes :

Le premier groupe est composé de 61 souches qui se sont développées sur le milieu
contenant la concentration de 50 g / L de NaCl; Correspondant a 76,25% des actinomycétes
étudiés. Le second groupe est composé de 14 souches capables de croitre sur le milieu
SMM avec une concentration en NaCl de 70 g / I; ce qui représente 17,5% de tous les
actinomycétes. Ce résultat concorde avec le résultat trouvé par (Cai et al., 2009) qui a montré
que 10 souches pouvaient croitre sur 70 g de NaCl / | de milieu. Nos résultats ont montrée
une tolérance a la salinité et une adaptation a des conditions défavorables, conformément

aux études sur Bacillus okuhidensis et Bacillus halodurans (Li et al., 2002)

Des études obtenues par (Petrovic™ et al., 2002) ; (Kis-Papo et al. (2003) ont rapporté
que des variétés de champignons ont été isolées de la Mer Morte se développement dans
un milieu a (340 g / L de NaCl). Pour s'adapter a ces conditions, les halophiles
accumulent généralement de fortes concentrations de substances dissoutes ou d'osmolytes
(Roberts, 2005) et de cryoprotecteurs dans leur cytoplasme. Les osmolytes qui
s'accumulent dans la cellule halophile sont généralement des acides aminés et des polyols
tels que ; La bétaine, la glycine, lI'acétoine, le tréhalose et le glycérol qui ne perturbent pas
le processus métabolique et qui n'ont pas de charge a I'exception de leur effet sur le pH
(Sarma, 2001, Kis-Papo et al., 2003).Les souches bacteriennes testées présentent une
halotolérance, elles possedent les capacites endogenes pour équilibrer leur pression de

turgescence et de résister au stress osmotique en dehors de toute osmoprotection externe.
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Elles porteraient donc I'information genétique et I'équipement enzymatique nécessaire a

I'osmotolérance (Kerbab, 2018).

2- Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne et antifongique de 80 souches d’actinomycétes isolées des

sols de la région de Béni Amir a été mise en évidence par la technique des cylindres d’Agar.

2.1- Activité antibactérienne

Dans cette étude, le taux d’isolement d’actinomyceétes a activité antibactérienne était
de 76,25 % alors que dans des études antérieures, il a ét¢ démontré que le taux d’isolement
d’actinomycétes productrices d’antibiotiques est supérieur a 40 % (Lemriss et al., 2003) et

dans d’autres il est moins de 10 % (Jiang et al., 1999).

61 souches parmi les 80 testées, ont montré une activité antibactérienne contre au
moins un des germes cibles testés (salmonella sp CCMMBL17 (61,25%), k. pneumonia
ATCC13883 (2,5%), E. coli ATCC25922 (10%), E. coli CCMMB4 (3 ,75%), Micrococcus
luteus ATCC 381 (5%)) (Figure 26).

100
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80
70
60
50
40
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P M =

salmonella  klebsielle E.coli E.coli M Luteus
CCMMB17 pneumonia ATCC25922 CCMMB4
ATCC13883

antibacterienne(%)

Pourcentage de l'activité

Bactéries

Figure 26 : Pourcentages d'activité antibactérienne des actinomycétes isolés des sols de la
région de Béni Amir.

Les isolats Actinomycetes A22 et A60 n'ont aucune activité inhibitrice contre aucun
des organismes testés, les deux isolats A26 et A29 ont montré une activité contre toutes les
bactéries sauf Klebsielle pneumoniae ATCC 13883, les isolats A36 et A40 sont actifs contre

Salmonella sp CCMMB17 et Micrococcus luteus ATCC381, et A45 a seulement une activité
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contre E. coli ATCC25922. Les résultats ont montré que quatre actinomycetes ont une

activité contre M. luteus avec un diamétre de zone d'inhibition de 10 & 16 mm.

Les résultats révelent que la plupart des isolats étaient plus actifs contre les bactéries
Gram négatives (Salmonella sp CCMMBL17, E. coli ATCC25922 et E. coli CCMMB4) que
les bactéries Gram-positives. L’effet plus marqué sur les bactéries Gram néegatives pourrait
étre attribué aux différences morphologiques entre ces microorganismes. Les bactéries Gram-
négatives ont une membrane de polysaccharide externe portant la composante
lipopolysaccharidique. Cela rend la paroi cellulaire soluté impermeable aux lipophiles, le
Gram positif devrait d’avantage €tre susceptible d'avoir uniquement une couche externe de

peptidoglycane qui n'est pas une barriére de perméabilité efficace (Scherrer & Gerhardt, 1971)

(Annexe 3).

Cependant, cette hypothese ne concorde pas avec la conclusion de divers
chercheurs qui ont observé que la réaction antagoniste contre les bactéries Gram-positives
était beaucoup plus élevée que celle des Gram-négatifs((Balagurunathan et al., 1996, Oskay
et al., 2004, Sacramento et al., 2004).

Le travail de (Fourati-Ben Fguira et al.,, 2005) a montré que les isolats du
Streptomyces tunisiens isolés du sol possédent une activité inhibitrice entre 21 et 32 mm
par ce germe. Par contre, une souche de Streptosporangium isolée du sol du Sahara algérien
a montré des zones d'inhibition de 41 mm et des fractions du surnageant purifiées par HPLC
ont montré des zones d'inhibition entre 26 et 34 mm (Boudjella et al., 2006, Boudjella et al.,
2007).

La plupart des souches d’actinomycétes n’ont pas montré d’effet sur E. coli. Par contre
les souches Actinomycétales A26, A29, A45 ont montré un effet inhibiteur pour E. coli
ATCC25922 et les souchesA26, A29, A37, A38, A39, A4, A80 pour E. coli CCMMB4 avec
des zones d'inhibition de 13 et 18mm. Des résultats similaires ont été décrits par (SAHIN and
UGUR, 2003) ot deux des 15 souches isolées des Streptomyces du sol sont actives avec des
zones d'inhibition entre 10 et 20 mm de diametre. Le méme résultat est trouvé dans le travail
de (Oskay et al., 2004) ou a partir d’un total de 17 souches d'actinomycétes isolées du sol en
Turquie, seules deux souches étaient actives contre E. coli, avec des diameétres d'inhibition

compris entre 15 et 26 mm.
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2.2- Activité antifongique
Le spectre d'activité antifongique des souches a été testé contre C. albicans, Fusarium
oxysporum A27, Verticillium dahliae V22 et Rhizoctonia (Annexe4).

Sur 80 souches actives, 40 (50%) ont montré une activité contre Candida albicans
CCMML15, 15 (48,38%) contre Fusarium oxysporum 27, 17 (54,83%) contre Verticillium
dahlia V22 et 23 (74,19%) contre Rhizoctonia (Figure 27).

80
70
60
50
40

Pourcentage de l'activité antifongique
(%)

C.albicans F. oxysporum Verticillium Rhizoctonia
CCMML15 A27 dahliae V 22

Bactéries

Figure 27 : Potentiel antifongique des actinomycetes isolés des sols de la région de Béni
Amir

L'évaluation de l'activité contre Candida révele des zones d'inhibition entre 12 et 25
mm pour 40 des 80 souches testées (Annexe 4). Le travail de Lemriss et al. (2003) a montré
que parmi les 110 actinomycetes, 42 (38%) sont actifs contre C. albicans CIP 884.65 avec des
diameétres de zones d'inhibition allant de 03 a 52 mm. De méme (Ili¢ et al., 2005) ont rapporté
que les souches du genre Streptomyces présentaient des zones d'inhibition (11-31mm) vis-a-
vis de C. albicans ATCC10231. Le pourcentage d'isolats actifs contre V. dahliae était plus
élevé dans cette étude que 8% des isolats d'actinobactéries marocains du sol rhizosphérique
rapportés par ((Barakate et al., 2002). De plus, le pourcentage d'isolats actifs contre F.
oxysporum était également supérieur a celui obtenu par (Kitouni et al., 2005) avec des
échantillons de sol non rhizosphérique provenant d'une région semi-aride du nord-est de
I'Algérie. Les travaux de (Hilali et al., 2002) montrent que lors du criblage initial de 85
souches isolées de plusieurs milieux naturels (sol, eau et sédiments marins), 18 souches ont

présenté une activité antifongique contre Fusarium culmorum et Fusarium graminearum. Ce
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résultat était egalement supérieur a celui obtenu par (Kitouni et al., 2005), avec des
échantillons de sol non rhizosphérique provenant d'une région semi-aride du nord-est de
I'Algérie.

Ces variations de résultats du test d’activité antimicrobienne s’expliquent par le fait
qu’une bactérie actinomycétale peut produire plusieurs types de molécules antibactériennes
dont la nature de ces derniéres dépend de la composition, la nature et la concentration des

composants du milieu de culture.

IV-CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons réalisé un criblage des actinomycetes isolés des sols de
la région de Béni Amir.

Les résultats du test de tolérance au chlorure de sodium réalisé sur le milieu SMM
additionne de différentes concentrations de NaCl (0; 50 ; 70 et 100 g /I) montrent que les
actinomycetes testés sont des bactéries halotolérantes. 76,25% des actinomycetes testés ont pu
croitre sur le milieu contenant la concentration de 50g /L de NaCl et 17,5% sont capables de

pousser sur le milieu SMM a concentration de NaCl de 70 g /I.

Sur les 80 souches d’actinomycétes isolées, 76,25% sont actives sur au moins une des
bactéries test étudiées. Parmi cette population isolée, seules 50% ont présenté une activité
antifongique contre au moins une souche fongique testée. On peut conclure que, d’une part,
I’activité antimicrobienne différe d’une bactérie actinomycétale a 1’autre, et d’autre part, pour
la méme souche actinomycétale et sur le méme milieu de culture, I’activité antibactérienne

différe d’une bactérie test a I’autre.

Ces variations des résultats du test d’activité antimicrobienne s’expliquent par le fait
qu’une bactérie actinomycétale peut produire plusieurs types de molécules antibactériennes
dont I’action dépend de la composition, de la nature et de la concentration des composants du

milieu de culture.

En se basant sur les résultats de criblage des 80 souches d’actinomycétes isolées des
sols de la région de Béni Amir, nous avons pu selectionner 14 souches qui ont une tolérance

vis-a-vis de la concentration de 70 g/l de NaCl la plus élevee. Ces mémes souches ont montré
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une activité antimicrobienne contre les différentes bactéries pathogenes testées. Ces souches

vont faire 1’objet d’une étude de caractérisation physicochimique de leur surface.
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Chapitre IV :

ETUDE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA SURFACE
CELLULAIRE DES ACTINOMYCETES PAR DEUX METHODES

I-INTRODUCTION

De nombreuses études ont rapporté que les propriétés physico- chimiques de la surface
bactérienne sont impliquées dans plusieurs phénomeénes interfaciaux comme 1’adhésion
microbienne. Ces propriétés comprennent 1’hydrophobicité, la charge électrostatique et le
caractére donneur / accepteur d’électrons. Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a
déterminer 1’hydrophobicité et le caractére donneur / accepteur d’électrons des surfaces

cellulaires des souches d’actinomycétes isolées des sols de la région de Béni Amir.

Rares sont les travaux qui étudient les caractéristiques physico-chimiques des
actinomycetes. L’objectif de ce chapitre est d’étudier les caractéres physicochimiques par les
méthodes les plus couramment utilisées a savoir les méthodes MATS (Microbial Adhesion
To Solvents) et I’Angle de Contact et ceci en utilisant deux forces ioniques du KNOj3 pour se

rapprocher des conditions naturelles.

II- MATERIELS ET METHODES

1- Souches bactériennes et conditions de cultures.
1.1- Souches d’actinomycetes etudiées.

A partir des 80 souches d’actinomycetes isolées présentant une activité
antimicrobienne et suite au test de la tolérance de NaCl a différentes concentrations, quatorze
souches actinomycétales différentes ont été retenues en raison de leur capacité a tolérer la
forte concentration de NaCl qui est de 70g/l. Ces souches vont subir une caractérisation

physicochimique de leur surface.

1.2- Préparation des suspensions bactériennes
Pour la richesse de la culture (Figure 28), approximativement 100 ml du milieu
Bennet, pour chague souche, sont incubés sous agitation pendant 7 jours a 1’étuve a 28°C.
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Figure 28 : Culture des actinomycétes sur milieu Bennet liquide.

Aprés incubation, les cultures sont soumises a deux centrifugations (8 400g pendant
15 min) successives, pour se debarrasser du milieu de culture et laver les cellules. Les culots
sont a chaque fois resuspendus dans une solution de KNO3 a deux forces ioniques différentes
0,1 M et 1,2 M successivement égalesa 5,8 g/ 1 et 70 g / | de KNOs.

Apres, la suspension a été soumise au Stomacher pendant 20 min afin de disperser la
masse des actinomycetes et empécher leurs agrégations. La concentration de chaque
suspension bactérienne est ajustée, par mesure de la densité optique (DO) a 405 nm, entre

0,7 et 0,8 qui correspond a 108 UFC/ml & 1’aide d’un spectrophotomeétre ELISA (Multiskan
EX, labsystems) (Figure 29).

Figure 29: Etapes de préparation de la suspension bactérienne.

2-Détermination de ’hydrophobicité, du caractére donneur d’électrons et du caractére
accepteur d’électrons de la surface des actinomycetes par la méthode MATS
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2.1-Principe

La techniqgue du MATS (Bellon-Fontaine et al., 1996), inspirée de la technique du
MATH (Microbial Adhesion To Hydrocarbon) (Rosenberg, 1984), est trés utilisée, vue sa
simplicité, pour la détermination de 1’hydrophobicité relative des cellules microbiennes et

de leur caractére acide-base au sens de Lewis.

Cette méthode est basée sur la comparaison de l'affinité d’une souche pour un
solvant apolaire et un solvant monopolaire qui peut étre acide ou basique (au sens de Lewis).
Mais les deux solvants doivent posséder la méme énergie libre de surface liée au caractére
Lifshitz-Van der Waals (Tableau20).

Tableau 20 : Caractéristiques énergétiques des solvants utilisés dans la méthode
MATS (Van Oss et al., 1989)

Solvant Formule "W (mj/ m? v" (mj/ m?) v~ (mj/ m°)
Chloroforme CHCl3 27,2 3,8 0
Hexadécane Ci6H34 27,2 0 0
Diethyle éther (C2Hs50), 16,7 0 16,4
Hexane CeH14 18,4 0 0

2.2-Détermination de ’hydrophobicité

L’hydrophobicité de la surface des cellules microbiennes est considérée comme un
facteur majeur dans le phénoméne de 1’adhésion ((Rosenberg and Kjelleberg, 1986,
Rosenberg and Doyle, 1990).

Le caractére hydrophobe/hydrophile est déterminé par le pourcentage de cellules ayant

adhérées a I’hexadécane (ou a I’hexane).

La surface est considérée relativement hydrophobe lorsque ce pourcentage est

supérieur a 50%, et relativement hydrophile dans le cas contraire.

2.3-Détermination du caractére donneur d’électrons et du caractére accepteur d’électrons
La différence d’affinité entre le chloroforme (solvant monopolaire acide) et
I’hexadécane (solvant apolaire) nous renseigne sur le caractére donneur d’électrons d’une

bactérie, puisque les composantes de Van der Waals des deux solvants étant identiques.

La différence d’affinité entre le diéthyle éther (solvant monopolaire basique) et
I’hexane (solvant apolaire) nous renseigne sur le caractére accepteur d’électrons de la

bactérie, les composantes de Van der Waals des deux solvants étant identiques.
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2.4- Technique expérimentale

/ 2,4 ml de suspension bactérienne sont ajustés a \
une densité optique d’environ 0,8 (soit 108
UFC/ml) a 405 nm (Ao) avec une solution

de KNOs

\ /
U

/ Le melange est vortexé avec 0,4 ml de chaque

solvant pendant 90 secondes afin d’obtenir une
émulsion. Il est ensuite laissé au repos pendant 15 min
pour permettre la séparation compléte des deux

phases. La phase aqueuse est prélevée pour la

K mesure de la densité optique a 405 nm.

—
+—— Phase aqueuse

@ A1

sohvant .
AGITATION
—
Suspension
bactérienne "
émulsion —+
AD

/

o

Le pourcentage d’affinité des bactéries aux
solvants est déduit par la relation :
Affinité (%) = (1-A1/Ag)*100
Ao : Densité Optique initiale de la suspension bactérienne
A; : Densité Optique finale de la suspension bactérienne

Figure 30 : Déroulement du test MATS
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3- Détermination de I’hydrophobicité, du caractére donneur d’électrons et du caractére
accepteur d’électrons de la surface des actinomycétes par la méthode d’angle de contact
3.1- Principe

La mesure d’angle de contact est une technique permettant d’évaluer la mouillabilité
(hydrophobicité) d’une surface (la capacité d’une goutte a s’étaler sur la surface) (Fariss et al.,
2011). Elle consiste a y déposer une goutte d’un liquide de propriétés connues et & mesurer
I’angle formé par la tangente du profil de celle-ci avec la surface réceptrice au point triple
(Figure 31).

Tangente a |a goutte

Ligne triple M

G e 6> 150° 90 <0 <150° 30<8<90° 8<30°
Faible affinité Forte affinité
entre la entre la
surface et le surface et le
liquide liquide
Sieau : Surface superhydrophobe Surface hydrophobe Surfa;e&noymnement Surface hydrophile
ydrophile

Figure 31 : Angle de contact d’une goutte déposée sur une surface en fonction de ses affinites.

Si on utilise I'eau comme liquide de mesure d'angle de contact, on peut déduire
le caractere hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) ou hydrophile (petit

angle, grande énergie de surface) de la surface.

Si on utilise d’autres liquides comme le formamide et le diiodométhane, on peut
accéder a I'énergie libre de la surface, tout en discriminant les composantes polaires ou

apolaires de cette énergie en utilisant le modéle de Good Van Oss (Van Oss et al., 1988).

LW, LW,1/2 1/2 1/2
YL )

Cos0 =-1 + 2(yS WL + 2(}(8+ yL) TS WL +2(ySy L+ )T yL

ys+v: Composante de Lifshitz- Van der Waals de la surface
yiw: Composante de Lifshitz- Van der Waals du liquide
vs*: Composante accepteur d’électrons de la surface.

yL+: Composante accepteur d’électrons du liquide.

vs- - Composante donneur d’électrons de la surface.

v+ - Composante donneur d’électrons du liquide.

3.2- Préparation de la suspension bactérienne
La suspension bactérienne est préparée de la méme facon que précédemment pour
1’étude de la technique du MATS.
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3.3- Filtration

10 ml de la suspension bactérienne sont déposés sur un filtre d'acétate de cellulose de
0,45um (Sartorius) lavés préalablement par 10 ml d'eau distillée pour le mouillage. Cette
filtration se fait au moyen de la pression négative jusqu'a 1’obtention d’un tapis bactérien

homogeéne et plat (Figure 32).

Filtration Couche mincedes
cellulezsbactériennes

Figure 32 : Filtration et filtres des couches minces des cellules bactériennes

Les filtres humides sont placés soigneusement sur un support de verre et laisses sécher
a température ambiante pendant 30 min. Trois a six mesures d'angle de contact sont réalisées
sur chaque échantillon en utilisant 3 solvants : eau distillée, formamide et diiodométhane
(Tableau 21).

Tableau 21 : Caractéristiques énergétiques des solvants utilisés dans les mesures d’angle de
contact (Van Oss, 1993)

Solvants/Matériels ot W e Y
Eau 72,8 21,8 25,5 25,5
Di-iodométhane 50,8 50,8 0 0
Formamide 58 39 2,3 39,6

Les caractéristiques physico-chimiques de la surface des micro-organismes sont

obtenues a partir de mesures d’angles de contact a I’aide d’un goniomeétre (GBX, France)

(Figure 33).
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Figure 33 : Goniomeétre (dispositif) de la mesure de 1’angle de contact

I11- RESULTATS ET DICUSSION

1- Caracterisation de la surface des actinomycetes par la Méthode de MATS

1.1- Détermination du caractére hydrophobe /hydrophile des souches d’actinomycetes

L’hydrophobicité de la surface des cellules microbiennes est un facteur majeur dans le
phénomene de I’adhésion ((Rosenberg and Kjelleberg, 1986, Rosenberg and Doyle, 1990).

Le caractere hydrophobe/ Hydrophile est déterminé par le pourcentage de cellules ayant
adhérées a I’hexadécane (ou a I’hexane).

La surface est considérée relativement hydrophobe lorsque ce pourcentage est supérieur

a 50%, et relativement hydrophile dans le cas contraire.

Le pourcentage des cellules d’actinomycetes adhérentes a I’hexadécane est représenté

dans la Figure 34.
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Figure 34 : Adhésion des actinomycétes a I’hexadécane a deux forces ioniques : 0,1 M
et 1,2 M du KNO:s.

Dans cette étude, nous avons utilisé deux forces ioniques 0,1 M et 1,2 M du KNOs. A la
concentration 0,IM de KNOgs les souches A44(71,3%), A46(59,5%), A49(61,3%),
AB63(61,2%) et A79(59,5%) ont un pourcentage d’adhésion a 1’hexadécane supérieur a 50% ce
qui traduit un caractére hydrophobe. La souche A30 est fortement hydrophobe car son
pourcentage d’adhésion a I’hexadécane est d’environ 90%. L’affinité a I’hexadécane des autres
souches Ab50(48,1%), A53(26,3%), Ab7(46,3%), A5L8(37%), A60(31,7), A64(36,7%),
A65(37,5) et A76(39,9) est inférieure a 50%, ce qui indique un caractere hydrophile.

Pour la force ionique 1,2M de KNO;3; les souches A44(61%), A49(80,3%),
A50(58,6%), A57(68,4%), A64(83%), A65(77,1%), A76(84,5%) et A79(82,2%) montrent une
affinité importante supérieure a 50% pour I’hexadécane, ce qui indique que ces souches ont un
caractere hydrophobe. Alors que les autres souches A46(37,6%), A53(30,8%), A58(40%),
A60(25,1%) et A63(23,5) ont un caractére hydrophile remarquable puisque leur pourcentage
d’adhésion a I’hexadécane ne dépasse pas 50%. La souche A30(48,6%) est relativement

hydrophile.

Les résultats montrent que 42,85% des actinomycétes étaient hydrophiles a 0,1M de
KNO; et deviennent hydrophobes lorsque la concentration du KNOj3 a augmenté.

La littérature rapporte une multitude d’études sur la caractérisation physicochimique de
la surface des bactéries par la méthode MATS, mais les actinomycetes n’ont pas eu leur chance
dans ce genre d’études. De ce fait, nous avons comparé nos résultats a ceux rapportés sur

d’autres variétés de bactéries ou d’autres microorganismes.
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Les résultats présentés dans cette étude montrent que les souches A30, A46, A63 et A53
sont hydrophiles a la forte force ionique. Les mémes résultats ont été rapportés par (Hamadi et
al. (2004), Latrache (2001)), Latrache et al. (2002) qui ont rapporté que les souches de E.
coli et Staphylococcus aureus étaient hydrophiles. Dickson and Koohmaraie (1989),
lorsqu’ils ont utilisé deux méthodes I’angle de contact et 1’adhésion microbienne a
I’hexadécane ont montré que. Bacillus subtilis, Escherichia coli 0157:H7, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, and
Staphylococcus epidermidis. étaient hydrophiles. Les souches A44, A49, A50, A57, A60, A64,
A65, A76 et A79 sont hydrophobes lorsque la concentration du KNO3z a augmenté. Ces
résultats sont en accord avec les études effectuées sur certaines levures qui ont rapporté une
hydrophobicité importante de la surface de C. albicans (Kuhn et al., 2002). Les mémes

tendances ont été observées chez C. parapsilosis (Gallardo-Moreno et al., 2002).

Les résultats de cette figure 34 montrent aussi que les souches d’actinomycétes du sol
de Béni Amir, étudiées ici, traitées par différentes concentrations de KNO3s se comportent
différemment vis-a-vis de la force ionique et peuvent se classer en 3 grandes catégories. Une
premiere catégorie ou 1I’adhésion a I’hexadécane ne change pas lorsque la concentration en
KNOz3 augmente (A44, A50, A53, A58 et A60). Une deuxiéme catégorie ou ’adhésion a
I’hexadécane augmente avec 1’augmentation de la concentration en KNOs (A49, A57, A64,
ABS5, A76 et A79). Enfin, une troisieme catégorie (A30, A46 et A63) ou, a I'inverse du
deuxiéme cas, I’adhésion a I’hexadécane diminue avec 1’augmentation de la concentration en
KNOs. Ces trois catégories d’actinomycétes pourraient donc se comporter différemment vis-a-

vis de I’adhésion sur des supports en général.

1.2- Détermination du caractére donneur/accepteur d’électrons des surfaces des souches
d’actinomycétes a 0,1 et 1,2M du KNOs.

a-Caractére donneur d’électrons.

La différence entre le pourcentage d’adhésion au chloroforme et le pourcentage
d’adhésion a I’hexadécane permet 1’estimation du caractere donneur d’¢lectrons (basicité)
(Bellon-Fontaine et al., 1996). La surface cellulaire n’est considérée “’donneur’’ d’électrons
que lorsque cette différence est positive (Hamadi et al., 2004).

La figure 35 résume les résultats du caractére donneur d’électrons pour les souches

d’actinomycetes étudiées.
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Figure 35 : Caractére donneur d’¢électrons a deux forces ioniques : 0,1 M et 1,2 M du KNOs.

Pour la concentration 0,1M de KNOj3 les souches A57 (15,1%), A60 (35,1%), A63
(26,7%), A64 (55,7%), A65 (36,6%), A76 (10,9%) et A79 (29,4%) ont une affinité plus
importante au chloroforme en comparaison avec 1’hexadécane, ce qui montre qu’elles ont un
caractere donneur d’¢lectrons bien exprimé. Alors que la différence entre le pourcentage des
cellules adhérentes au chloroforme et a celui de ’hexadécane pour les souches A30, A44,
A46, A49, A50, A53, A58 est négative, ce qui montre qu’elles ont un caractére donneur

d’électrons nul.

Pour 1,2M du KNOs, les souches A30(10,2%), A53(13,4%), A58(12%), A60(21,9%) et
A63(60,8%) présentent un pourcentage d’adhésion au chloroforme supérieur a celui de
I’hexadécane. Ces résultats montrent un caractére donneur d’électrons remarquable. Alors que
toutes les autres souches montrent un caractére donneur d’électrons nul puisque la différence

entre leurs pourcentages d’adhésion au chloroforme et a ’hexadécane est négative.

Ces résultats montrent une augmentation du caractére donneur d’électrons avec
I’augmentation de la force ionique pour 21,42% des souches d’actinomycetes.

b-Caractére accepteur d’électrons.

La différence entre le pourcentage d’adhésion au diéthyle éther (DEE) et le pourcentage
d’adhésion a I’hexane permet 1’estimation du caractére accepteur d’électrons (Bellon-Fontaine
et al., 1996). La surface cellulaire n’est considérée ** accepteur’” d’électrons que lorsque cette

difference est positive (Hamadi et al., 2004).
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Les figures 36 présente les resultats du caractére accepteur d’électrons pour les

actinomycetes étudiées.
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Figure 36 : Caractére accepteur d’électrons & deux forces ioniques : 0,1 M et 1,2 M du KNOs.

Pour les souches A53, A58, A63, A64, A76 et A79, nous remarquons que la
différence entre les pourcentages d’adhésion du DEE (diéthyle éther) et de 1’hexane est
positive, donc elles ont un caractére accepteur d’électrons, mais cette différence est négative
pour les souches A30, A44, A46, A49, A50, A57 et A65, ce qui montre qu’elles ont un

caractére accepteur d’électrons nul (Figure 36).

Ce graphe montre que les souches A49, A57, A58, A60 et A63 présentent un caractere
acide car leurs pourcentages d’adhésion au DEE (diéthyle éther) sont supérieurs a ceux de
I’hexane. Comme la différence entre le % d’adhésion au diéthyle éther et celui de 1’hexane est

négative, donc toutes les autres souches ont un caractére accepteur d’électrons nul.

Les résultats montrent que le caractére accepteur d’électrons de la surface
microbienne de 21,42% a augmenté en augmentant la concentration du KNO3.

Plusieurs travaux se sont consacrés a 1’¢tude des ¢€léments chimiques qui sont a
I’origine du caractére donneur-accepteur d’¢électrons. En effet, de nombreux travaux
((Magnusson and Endler, 1977, Amory et al., 1988, Mozes et al., 1989, Cowan et al., 1992,
Cuperus et al., 1993, Van der Mei et al., 1993b, Latrache et al., 1994, Rouxhet et al., 1994) et
Elghmari et al., 2002) ont rapporté que la charge de la surface cellulaire peut étre expliquée par

la composition chimique de la surface déterminée par spectrophotométrie aux rayons X (XPS).

Les travaux de Pelletier et al. (1997a) qui ont utilisé la méthode MATS ont rapporté que

les microorganismes hydrophiles possédent un caractére donneur d’électrons important. De
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méme, (van Oss, 1994) a rapporté qu’une surface hydrophobe a un caractére donneur
d’¢électrons et accepteur d’électrons faibles et qu'une surface hydrophile a un caractére donneur
d’¢électrons important. Les résultats présentés dans ce chapitre montrent que le caractere

donneur-accepteur d’¢électrons des actinomycetes étudiés vont dans le méme sens.

En effet, I’importance du caractére donneur d’¢lectrons a été attribuée a la présence de
groupements basiques exposés a la surface cellulaire, comme les groupements carboxyles
(COO0-), phosphates (PO,4) des phospholipides, lipoprotéines et lipopolysaccharides, amines
(NH2) (Briandet et al., 1999a) ou les groupements sulfates (SO3) ((Pelletier et al., 1997a).
Ainsi que I’importance du caractére accepteur d’électrons a été attribuée a la présence des
groupements acides exposés a la surface cellulaire, comme R-NH ou R-OH. Les travaux de
(Hamadi et al. (2012)) ont corrélée le caractére donneur d’électrons de la surface d’E. coli a
une combinaison du groupe carboxyle et du groupe amine et aussi a une combinaison des
protéines et des polysaccharides. Une bonne corrélation (r = 0.84) est observée entre le

caractere donneur d’électrons et le rapport de RCOOH/RNH?2

Il est important de noter que certaines souches d’actinomycétes étudiées présentent des
caractéres donneurs d’électrons trés importants comme la souche A65 pour laquelle vy-
=86,64% (MATS) et y-=68,25mjm™ (CAM).

Les valeurs de ce caractére sont comparables a ceux rapportés par (Hamadi et al.,
2008) sur staphylococcus. aureus ATCC 25923 qui ont montré que les valeurs de y- de ces
bactéries par les deux méthodes MATS et Angle de contact sont respectivement 62% et
59,06mjm™ .

Aussi, Feng et al. (2013) ont rapporté que la souche Pseudomonas putida 852 a une
valeur élevée y-= 57.0 mjm™. De méme, Elfazazi et al. (2018) ont rapporté que Salmonlla.
Muenster posséde un caractére donneur d’électrons trés élevé de I’ordre de 72 mjm-2.

Ceci montre que nos souches d’actinomycetes ont des valeurs du caractére donneur-

accepteur d’¢€lectrons importantes par rapport a la littérature.
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2-Caractérisation de la surface des actinomycetes par la méthode de I’Angle de contact

2.1- Hydrophobicité qualitative et quantitative de la surface des différentes souches

a- Hydrophobicité qualitative

En utilisant I’eau, I’angle de contact nous permet d’avoir une idée sur 1’hydrophobicité
qualitative (Ow) des surfaces des différentes souches utilisées. Lorsque sa valeur est supérieure
a 65°, cela indique que la surface est hydrophobe, tandis qu’une valeur inférieure implique une
surface hydrophile (Vogler, 1998). La figure 37 montre les valeurs des 6w obtenues pour les

differentes souches en présence de deux forces ioniques (KNOs3 0,1M et 1.2M).
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Figure 37 : Hydrophobicité qualitative des actinomycetes en présence de KNO3; 0,1M et 1.2M

On constate que toutes les souches en présence de KNO3z a 0,1M et 1,2M ont une valeur
de 6w inférieure a 65°, ce qui signifie qu’elles sont toutes hydrophiles. Des résultats similaires
ont été obtenus par (Maataoui et al., 2014) avec trois souches de Streptomyces. Ainsi pour les
surfaces des souches A30(26°), A53(29,5°), A58(32,45°) et A79(21,55°), I’hydrophobicité
qualitative By a augmenté quand la force ionique augmente de 0,1M a 1,2M de KNOg, alors
qu’elle a peu augmenté pour certaines souches (A49, A63 et A64).

Puisque Oy a augmenté pour certaines souches, ceci indique une diminution de leur
hydrophilie. Pour les souches A50(29,6), A57 (31,2°) et A76 (28,25°), une tres faible variation
d’hydrophilicité est observée. Une augmentation peu significative d’hydrophilicité est observée
pour A46 (14,9°), alors que pour A44(37,45°), A60(42,25°) et A65(23,25°) elle a diminué
quand on passe de 0,1M a 1,2M de KNO3 (Figure 37).
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Une variation de I’hydrophilicité qualitative 0,y peu significative a été obtenue pour les

différentes souches en passant de la concentration 0,1M a 1,2M de KNOs.

b- Hydrophobicité guantitative

L’hydrophobicité a travers 1’énergie libre de surface (AGiwi) est définie selon le signe de
la valeur de cette derni¢re. Une valeur positive indique 1’hydrophilie et a ’inverse une valeur
négative désigne 1’hydrophobie. Ce paramétre est quantitatif et s’exprime en milli Joule par
métre carré (mJ.m?). La figure 38 montre les valeurs de I’énergie libre de surface des
différentes souches en présence de KNO3; 0,1M et 1,2M respectivement. Nous remarquons que
toutes les souches sont hydrophiles car AGiwi de chacune des souches est positive. Le
classement dans 1’ordre du plus hydrophile au moins hydrophile est le suivant :
A44>A50>A60>A30>A79>A57>A63>A46>A76>A53>A49>A65>A64>A58 (KNO;3; 0,1M)
A64>A30>A60>A63>A79>A49>A76>A50>A57>A44>A53>A46>A58>A65 (KNO3 1,2M)

® Agiwi( 0,1M KNO3 = Agiwi(1,2MKNO3)
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Figure 38 : Energie libre d’interaction de surfaces des souches pour KNO3 0,1M et 1,2M.

Les propriétés de surface des microorganismes dépendent de la composition de la

surface de ces derniers et surtout leur composition chimique.

Plusieurs auteurs ont montré que I’hydrophobicité mesurée par 1’angle de contact est
directement corrélée avec le rapport élevé des concentrations de N/C et inversement corrélée
avec celui des concentrations de O/C (Mozes et al 1989, 1988; Cowan et al 1992 ; Cuperus et
al 1993 ; Latrache et al 1994 ; Van der Mei et Busscher 1997 ; Dengis et Rouxhet 1997 ;
Dufréne et al 1997; Boonaert et Rouxhet 2000; Latrache et al 2002). Ces résultats indiquent
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que I’origine de I’hydrophobicité mesurée par I’angle de contact est les groupements contenant
I’azote et 1’origine de I’hydrophilicité est les groupements contenant I’oxygéne.

De nombreuses études ont mis en évidence cette relation entre la composition de la
surface cellulaire et le caractere hydrophobe/hydrophile des microorganismes. Ainsi, selon
Latrache et al. (2002) I’hydrophilie d’E.coli est due a la présence de polysaccharides, par
contre I’hydrophobie de leur surface est due a la présence de protéines. D’autres études ont
montré que la présence de protéines est a I’origine de 1’hydrophobicité des levures (Dengis and

Rouxhet, 1997).

2.3- Détermination du caractére donneur /accepteur d’électrons des surfaces des souches
d’actinomycétes a 0,1M et 1,2M du KNO;

L’angle de contact nous permet d’accéder aux composantes acido-basiques de la

surface d’un matériel donnée (Support ou microorganisme).

Les réesultats obtenus pour les composantes polaires avec les différentes souches sont

répresentes sur les figures 39 et 40.

B accepteur d'électrons y+ ®  donneur d'électrons y-

Caracteres donneur/accepteur
d'éléctrons (mjm-2)
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Figure 39 : Caractéres accepteur/donneur d’électrons (KNO3 0,1M)
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Figure 40 : Caractéres accepteur/donneur d’électrons (KNO3 1,2M)

En présence de KNO3 a 0,1M et a 1,2M, nous constatons que toutes les souches ont un
caractere donneur d’électrons fort et largement supérieur a celui d’accepteur d’électrons
excepté la souche A46 ayant a I’inverse un caractére accepteur d’électrons fort et beaucoup

plus élevé que le caractére donneur d’électrons.

Pour les deux forces ioniques, la majorité des souches présentent un caractere
donneur d’électrons bien exprimé et un caractere accepteur d’électrons faible a

I’exception de la souche A46 qui présente un fort caractére accepteur d’électrons

Il apparait une tres légere diminution du caractere accepteur d’électrons a la
concentration de KNO; de 1,2M par rapport a 0,1M pour la plupart des souches
d’actinomycetes et une légere augmentation de ce caractére pour les souches A60, A63 et A64
(Figure 41). Concernant la figure 42, pour les souches A44, A58 et A65, le caractere donneur
d’électrons a augmenté de facon assez significative. Par contre, il a baissé pour A64. Mais pour
les autres souches, la variation du caractere donneur d’¢lectrons est relativement peu

significative.
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Figure 41 : Comparaison du caractére accepteur d’électrons en fonction de [KNOs]
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Figure 42 : Comparaison du caractére donneur d’¢électrons en fonction de [KNO3]

Les caractéres accepteur/donneur d’électrons sont d’une importance notable dans le
phénomeéne d’adhésion (Van Oss et al., 1988). Le caractére donneur d’électrons des différentes
souches d’actinomycétes est fort excepté A46 qui a un fort caractére accepteur d’électrons.
Selon Hamadi et al. (2004) ; Braindet et al., (1999b) et Rubio, (2000), le caractére accepteur
d’¢lectrons est dii aux groupes acides présents sur la surface membranaire tandis que le
caractere donneur d’électrons est attribué¢ aux groupes anioniques ou basiques comme les
amines, carboxylates ou les phosphates (PO,4) des phospholipides et des lipo-polysaccharides.
Ainsi, selon de nombreux auteurs, une relation existe entre la composition chimique des

surfaces microbiennes et les propriétés donneur/accepteur d’électrons. En ce sens, il a été
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rapporté par Hamadi et al. (2012) que les groupes phosphates participent au haussement du
caractére donneur d’électrons et de 1’autre c6té, que le caractére accepteur d’électrons est lié a
une faible présence d’amines (protéines) et une forte présence de polysaccharides. Il a été
rapporté par Boks et al. (2008) que la surface des cellules bactériennes a un caractére donneur
d’électrons prédominant. Feng et al. (2013) ont rapporté qu’un fort caractére donneur
d’¢électrons et un faible caractére accepteur d’électrons est typique des bactéries hydrophiles,
tandis qu’un faible caractére accepteur d’électrons et donneur d’électrons est typique des

bactéries hydrophobes.

3- Influence de la méthode utilisée (MATS ou Angle de Contact) sur les mesures des
propriétés physico-chimiques de la surface cellulaire des souches d’actinomycetes

Les reésultats des valeurs de 1’hydrophobicité, du caractére donneur d’électrons et du caractére

accepteur d’électrons des cellules microbiennes en fonction des deux méthodes MATS et angle

de contact sont présentés dans les tableaux 22 et 23.

Tableau 22 : Propriétés physico-chimiques de la surface cellulaire des souches
d’actinomycetes par deux méthodes MATS et Angle de contact (CAM) (0,1M KNO3)

Hydrophobicité Donneur d’électrons Accepteur d’électrons

Souches | MATS (%) |CAM (°) MATS(%) |CAM (mjm?) |MATS(%) | CAM (mjm™

0,1M KNO3 |0,1M KNO3 |0,1M KNO3 |0,1 M KNO3 | 0,IMKNO3 |0,1M KNO3
A30 48,58 43,85 10,15 51,39 0 4,61
Ad4 61,02 37,45 0 30,17 0 2,2
A46 37,57 14,9 0 4,33 0 24,25
A49 80,28 29 0 51,78 42,95 0,13
A50 58,55 29,6 0 49,78 0 3,51
A53 30,8 42,5 26,8 58,57 0 0,69
A57 68,39 31,2 0 49,57 1,86 0,08
A58 40 32,45 40 55,9 15 0,17
A60 25,11 46,5 21,93 41,99 19,6 4,48
A63 23,55 27,65 60,8 49,15 19,57 1,01
A64 83,01 38,5 0 48,48 0 2,01
A65 77,07 23,25 0 54,53 12,64 0,7
A76 84,71 28,25 0 49,67 0 0,1
A79 82,2 21,55 0 52,83 0 2,69
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Tableau 23 : Propriétes physico-chimiques de la surface cellulaire des souches
d’actinomycetes par deux méthodes MATS et Angle de contact (CAM) (1,2M KNO3)

Hydrophobicité Donneur d’électrons Accepteur d’électrons
Souches | MATS (%) | CAM () | MATS(%) | CAM (mjm®) | MATS(%) | CAM (mjm?)
1,2MKNO3 | 1,2MKNO3 | 1,2MKNO3 | 1,2MKNO3 | 1,2MKNO3 1,2MKNO3
A30 88,64 18 0 30,96 0 6,45
Ad4 71,3 42 0 49,86 0 8,02
A46 59,46 22,3 0,72 2,97 0 29,65
A49 61,24 26 0 47,17 0 1,63
A50 48,07 29 0 49,62 0 4,86
A53 26,3 22,2 0 33,78 32 0,25
A57 46,26 30,2 15,18 48,41 0 3,38
A58 37 25,8 0 62,26 23 1,25
A60 31,71 42,25 35,1 33,3 0 2,31
A63 61,18 23,25 26,76 46,39 28,18 0,68
AB4 36,73 38,35 55,79 41,05 4,84 2,29
AB5 37,48 24,9 86,69 68,25 0,34 2,17
AT76 39,9 27,6 10,91 47,61 43,72 0,03
A79 59,53 17,75 29,43 48,76 10,09 4,86

En comparant les deux méthodes dans les mémes conditions, nous remarquons qu’elles
ne refletent pas la méme situation.

Selon les résultats de la MATS et a 0,1M de KNOg, nous remarquons que 42,85% des
souches révelent un caractere hydrophobe tres élevé, alors qu’elles deviennent hydrophiles en
utilisant la méthode de I’angle de contact. Ce caractere reste le méme quel que soit la méthode
utilisée en augmentant la force ionique a 1,2M de KNOs; pour toutes les souches

d’actinomycetes, sauf pour 50% d’elles qui sont hydrophobes selon la méthode MATS.

D’aprés les résultats de la MATS et a 0,IM de KNOs, 42,85% des souches
d’actinomycétes présentent un caractére donneur d’électrons, alors que d’aprés I’angle de
contact, 100% ont un caracteére d’électrons. Ce caractére est élevé lorsqu’il est mesuré par
I’angle de contact a 1,2M de KNOg, par contre, la mesure par la MATS montre un caractére

donneur d’électrons seulement pour 35,71% des souches tandis qu’il est nul pour les autres.

Les souches expriment un caractere accepteur d’€lectrons lorsqu’elles sont testées par
I’angle de contact quel que soit la force ionique. Par ailleurs, les actinomycetes testés par la
MATS expriment un caractére accepteur d’électrons pour 42,85% des souches a 0,1M et 1,2M
de KNO:s.
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Ces reésultats présentent donc une contradiction interne puisque les deux techniques,
MATS et angle de contact, ne montrent pas les mémes résultats pour 1’hydrophobicité et les
caractéres donneur/accepteur d’électrons des souches. Ce paradoxe nous ameéne a nous

interroger sur la nature et I’origine de I’hydrophobicité mesurée par chacune de ces deux

techniques.

Aucune corrélation significative n’a été trouvée entre les propriétés physicochimiques

évaluées par les deux méthodes : MATS et angle de contact. (Figure. 43).
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Figure 43 : Corrélation entre les propriétés hydrophobicité et caractéres
donneur/accepteur d’électrons évaluées par les méthodes Angle de contact et MATS

A ce sujet, Vanhaecke et al. (1990) ont entrepris une étude qui avait comme but, d’une

part de confirmer ou d’infirmer que 1’hydrophobicité constitue bien le facteur clé de 1’adhésion

bactérienne aux supports, et, d’autre part, de vérifier que les contradictions relevées dans la
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littérature quant a cette hypothése découlaient simplement de la technique mise en ceuvre pour
déterminer cette hydrophobicité. Ces auteurs ont donc mesuré 1’hydrophobicité de 15 isolats de
P. aeruginosa suspendus dans du PBS (10 mM) a pH neutre (7,5) par 4 techniques
indépendantes: 1’agrégation aux sels de sulfates d’ammonium (SAT et ISAT), I’angle de
contact, la MATH et la cinétique d’adhésion sur acier 304 et 316.

Ces auteurs ont pu effectivement observer que I’adhésion sur les supports testés était
bien corrélée avec 1I’hydrophobicité mesurée par I’angle de contact qui, & son tour, était corrélé

au pourcentage d’adhésion aux solvants organiques par une fonction hyperbolique.

De plus, certains isolats, généralement considérés comme hydrophiles par la technique
de MATH, présentaient un caractére hydrophobe par la mesure de I’angle de contact
(Vanhaecke et al. (1990)). De méme, certains isolats de P. aeruginosa caractérisés comme
hydrophobes par la MATH comme 220-R2, 220, PAO-1 et 821/21, sont considéres comme
hydrophiles par la technique d’agrégation aux sulfates d’ammonium, et d’autres isolats
hydrophiles par la technique de MATH comme 9027, U856/3 et 8111/87 sont extrémement
hydrophobes par la technique de SAT et ISAT.

Latrache et al., (2002) ont mesuré le pouvoir hydrophobe de la surface cellulaire de
trois souches d’Escherichia coli par trois méthodes : I’absorption sur du p-xylene, la partition
de cellules dans un systeme a deux phases en polyéthylene glycol / dextrane (PEG / DEX) et

I’angle de contact. IIs ont montré qu’aucune relation n'a été trouvée entre ces trois méthodes.

Si nous revenons a nos résultats présentés dans les Tableau XX, les caracteres
d’hydrophobicité et donneur / accepteur d’électrons mesurés par les deux techniques MATS et
angle de contact sont différents et ne présentent pas les mémes résultats, ce qui signifie que les

deux méthodes ne mesurent pas la méme chose.

Cette contradiction peut étre attribuée aux caractéristiques de chaque méthode. Pour
I’angle de contact, la mesure de 1’hydrophobicité est réalisée sur des cellules bactériennes semi
hydratées, et I’interaction évaluée dans cette méthode se fait uniquement entre les molécules
d’eau et les cellules bactériennes. Pour I’adhésion microbienne a ’hexadécane dans le cas de la
méthode MATS, la mesure de I’hydrophobicité est réalisée sur des cellules totalement
hydratées d’une part et, d’autre part, deux types d’interactions sont prises en compte dans cette
méthode : une interaction entre les cellules bactériennes et 1’hexadécane et 1’autre entre les

cellules bactériennes et 1’eau.
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IV-CONCLUSION

Au cours de ce travail, nous avons pu étudier les caractéristiques physico-
chimiques telles que I’hydrophobicité, le caractére donneur d’électrons et le caractére
accepteurs d’électrons de quatorze souches d’Actinomycétes isolées a partir de 11 sols de la
zone de Béni Amir dans la région Beni Mellal au Maroc et évaluer I’effet de deux méthodes
utilisées la MATS et I’Angle de Contact.

A travers cette étude, nous avons montré que le caractére d’hydrophobicité varie en
fonction de la méthode de mesure utilisée. Avec la MATS et a faible concentration de KNOg,
42,85% des souches d’actinomycétes sont hydrophobes. Ce caractére a changé en utilisant
I’angle de contact pour les mémes souches. En augmentant la force ionique, 50% des souches
sont hydrophobes selon la méthode MATS et 100% des souches sont hydrophiles par la mesure

par I’angle de contact.

En ce qui concerne le caractére donneur d’électrons, la mesure par MATS et a faible
force ionique a montré que 42,85% des souches d’actinomycetes présentent un caractere
basique et toutes les souches ont une affinité cellulaire au chloroforme importante que pour
I’hexadécane. Nous notons une augmentation de ce caractére selon I’angle de contact a la forte
force ionique, par contre seulement 35,71% des souches expriment un caractére donneur

d’¢lectrons alors qu’il est nul pour les autres souches.

Toutes les souches d’actinomycétes expriment un caractére accepteur d’électrons par
I’angle de contact quel que soit la force ionique. Seulement 42,85% des souches, a faible force

ionique et a forte force ionique, expriment un caracteére accepteur d’électrons par la MATS.

Ces résultats nous ont permis de déduire que la technique d’adhésion microbienne aux
solvants (MATS) permet de compléter les informations déduites par des mesures d’angle de

contact quant a I’importance relative des interactions les unes par rapport aux autres.
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Chapitre V :

INFLUENCE DE CHLORURE DE SODIUM (NaCl) SUR LES
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA SURFACE CELLULAIRE
DES ACTINOMYCETES

I-INTRODUCTION

Les propriétés physicochimiques de la surface cellulaire peuvent étre influencées par les
structures cellulaires de la surface ((Ljungh and Wadstrom, 1984, El et al., 2002) ;El Ghmari et
al., 2002) et les facteurs environnementaux comme la température, la composition du milieu, la
force ionique et le pH.

Si beaucoup de travaux ont étudi¢ I’effet des facteurs environnementaux sur
I’hydrophobicité et la charge électrostatique, peu d’études concernant 1’effet de ces facteurs sur
le caractére donneur d’électrons / accepteur d’électrons ont été publiés (Hamadi and Latrache,
2008), Braindet et al., 1999a ; Braindet et al., 1999D).

Il est donc nécessaire de maitriser 1’évolution des parameétres qui pourraient étre en

interaction avec les propriétés de surface du microorganisme.

L’objectif de ce chapitre est de rapprocher les actinomycetes des conditions du milieu
de leur provenance. Pour cela, nous avons déterminé I’influence du NaCl sur I"hydrophobicité
et les caracteres donneur/accepteur d’électrons de quatorze souches d’actinomycetes isolées du
sol de Béni Amir (Béni Mellal, Maroc) et qui tolérent, comme nous 1’avons vu dans le chapitre

précédent, la salinité.

II- MATERIELS ET METHODES

1- Souches bactériennes, conditions de culture et préparation de la suspension
bactérienne.

Quatorze souches d’actinomyceétes ont été étudiées. Chaque souche est cultivée dans un
milieu solide Bennet pendant 7 jours a 28°C. Apres cette culture, les cellules sont raclées du
milieu solide et sont mises dans une solution de NaCl de deux forces ioniques différentes 0.1
M et 1.2 M. Pour éliminer les résidus du milieu de culture, les cellules sont lavées par une
succession de deux centrifugations (15 min, a 8400g) et remises en suspension dans la solution
de NaCl.
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2- Détermination de I’hydrophobicité et des caractéres donneur/accepteur d’électrons
de la surface des actinomycétes par la méthode MATS

Les cellules bactériennes sont suspendues dans une solution de NaCl (0.1 ou 1.2 M). 2.4
ml de la suspension bactérienne de densité optique entre 0.7 et 0.8 (Ao) a 405 nm est vortexés
avec 0.4 ml de solvant pendant 90s. Aprés 15 min de décantation, la densité optique (A) de la
phase aqueuse est mesurée a 405 nm. Le pourcentage des cellules adhérées au solvant est
donné par 1’équation suivante :

% Adhésion = (1- A/A0)*100.

Ou Ao est la densité optique de la suspension bactérienne mesurée a 405 nm avant le mélange.

Chaque expérience est répétée trois fois sur trois.

3- Détermination de I’hydrophobicité et des caractéres donneur/accepteur d’électrons de
la surface des actinomycétes par la méthode d’angle de contact

3.1- Préparation de la suspension bactérienne
La suspension bactérienne est préparée de la méme facon que précédemment pour
I’étude de la technique de MATS.
I1I- RESULTATS ET DISCUSSION
1- Effet du sel sur la surface cellulaire des actinomycetes

1.1- Par la méthode de MATS

1.1.1- Détermination du caractére hydrophobe /hydrophile des souches d’actinomycétes
L’hydrophobicit¢ de la surface cellulaire est estimée par la détermination du

pourcentage des cellules adhérentes a I’hexadécane.

Le pourcentage des cellules d’actinomycétes adhérentes a 1’hexadécane est représenté

dans la Figure 44.
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Figure 44 : Adhésion des 14 souches d'actinomyceétes a I'nexadécane a deux concentrations de
NaCl de 0,1M et1,2M

A la concentration 0,1 M de NaCl, il apparait que la souche A58 (53,1%) a un
pourcentage d’adhésion a I’hexadécane supérieur a 50% et présente donc un caractére
hydrophobe. Les souches A30, A44, A50 ont une affinité pour I'nexadécane respectivement de
48, 47 et 46%, ce qui montre qu’elles sont modérément hydrophiles, tandis que les autres
souches A46(33%), A49(36,6%), A57(20,3%), A60(27,8%), A63(39,6%), A64(40,5%),
A65(31,1%), A76(41,8%) et AT79(43%) sont fortement hydrophiles (faible affinité pour
I'nexadécane). La souche A53 (4,21%) a la plus faible affinité pour I'hexadécane est

donc la plus hydrophile.

Pour la concentration 1,2M de NaCl, les souches A30, A44, A46, A49, A50, A58, A64,
AB5, A76 et A79 présentent une affinité pour I'hexadécane supérieure a 50% (63, 78,
81, 76, 82, 71, 83, 86, 83 et 81% respectivement) donc elles sont fortement hydrophobes.
Alors que les souches AbL3 (25,2%), A57 (36,5%), A60 (0%) et A63 (24,7%) sont

hydrophiles puisque leur pourcentage de liaison a I'nexadécane ne dépasse pas 50%.

Ces résultats montrent aussi que quand la concentration en NaCl augmente de 0,1 a
1,2M, Daffinité des actinomycetes a I’hexadécane (donc I’hydrophobicité) augmente pour

toutes les souches a I’exception d’A60 et A63. Donc, nous pouvons dire que :

Le caractere d’hydrophobicité augmente considérablement lorsque la
concentration en sel augmente de 0,1a 1,2 M.
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Plusieurs travaux ont ¢étudié Deffet de ces facteurs environnementaux sur
I’hydrophobicité et la charge (Beck et al., 1988, Herben et al., 1990, Van der Mei et al., 1993b,
Latrache et al., 1994, Latrache, 2001).

L’influence de ces parametres sur les propriétés de surface peut se traduire par la
modification de la composition de la paroi et peut, également, étre interprétée en termes de
forces de Lifshitz-van der Waals (LW) et de forces acide-base (AB).

Certains auteurs consideérent que 1’hydrophobicité de la surface bactérienne est le
paramétre clé qui gouverne 1’adhésion bactérienne aux supports inertes ((Jana et al., 1999,
Friedman, 2000, Majtan and Majtanova, 2000, Pereira and Ou, 2000, Cappello et al., 2006).
Selon ces auteurs, plus I’hydrophobicité des cellules bactériennes augmente, plus 1’adhésion

devient importante.

Des études ont montré par exemple que I'hydrophobicité peut augmenter le taux de
protéines membranaires (déduites du rapport N / C) présentes a la surface des bactéries et
réduire la présence de la nature des composés polysaccharidiques (représentés par les O / C
ratio) (Mozes et al., 1988, Rubio, 2002, Gémez-Suéarez et al., 2002, Hamadi et
al., 2004).1ls ont également montré que l'augmentation de la force ionique induit une
réduction de la charge électrostatique (van der Wal et al., 1997, Hamadi et al., 2004,
Gaboriaud et al., 2006).

L'augmentation de la concentration de 0,1 & 1,2 M de NaCl induit une diminution de la
charge électrostatique (van der Wal et al., 1997, Hamadi et al., 2004, Gaboriaud et al., 2006).
Cette diminution de la charge électrostatique est attribuée a l'adsorption importante des
cations provoquant la neutralisation des groupes chargés présents a la surface des cellules.
Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Zahir et al. (2016)) qui ont rapporté que

I’hydrophobicité évolue avec la salinité.

De plus, la température élevée et la dessiccation peuvent induire une modification
phénotypique directe de la composition des membranes microbiennes (Russell N. J.,2002), qui
peut étre attribuée en partie a des ajustements physiologiques rapides des cellules, permettant
aux bactéries de faire face au stress (Petersen S. O et al .,1994, Mrozik A et al ., 2004, Billi D
et al., 2002). Il semble que I'augmentation de I'hydrophobicité des cellules en surface soit une

optimisation de la surface bactérienne vis-a-vis de I'eau pour lutter contre le stress osmotique.
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En effet, une goutte d'eau occupe moins de place sur une surface hydrophobe que sur une

surface hydrophile. Donc, il y a une diminution du passage du sel dans le cytoplasme.

Nous suggérons que les actinomyceétes, pour s’acclimater au stress salin, créent un
microenvironnement intermédiaire entre la surface bactérienne et I’environnement externe. Ce
microenvironnement est un film d’eau, d’une épaisseur assez grande pour protéger la cellule
contre 1’osmose dont la magnitude augmente avec la concentration en sel. De plus, il est
possible qu’il y ait un passage de sel dans ce microenvironnement, créant un gradient de
concentration, qui ramollit I’entourage immédiat de la surface cellulaire. Ceci est en accord
avec les études rapportant que les fibrilles et les polymeéres peuvent former des liens forts entre

la cellule et une surface solide et encourager le développement du film.

1.1.2- Détermination du caractére donneur/accepteur d’électrons des surfaces des souches
d’actinomycetes a 0,1 et 1,2M du NacCl.

a-Caractére donneur d’électrons

Le caractére donneur d’électrons est estimé par la différence entre 1’affinité cellulaire au

chloroforme et a I’hexadécane (Bellon-Fontaine et al., 1996).

La figure 45 présente les résultats du caractére donneur d’électrons.
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Figure 45 : Caractére donneur d’électrons a deux forces ioniques : 0,1M et 1,2M du NaCl.

A la concentration 0,1M de NaCl, les résultats reflétent un caractére donneur
d'électrons bien exprimé pour toutes les souches sauf A57 qui montre un caractere donneur
d'électrons nul. Les résultats montrent que le caractére donneur d'électrons des deux souches
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A60 (67,2%) et A63 (52,7%) augmente avec 1’augmentation de la force ionique,

alors qu’il diminue pour la souche A53 (9,79%) ou devient nul pour les autres souches.

Le caractere donneur d’électrons devient nul pour la majorité des souches en
augmentant la concentration de NacCl.

Le caractere donneur d'électrons (basique) peut étre attribué a la présence de groupes

basiques, généralement chargés négativement ou neutres, sur la surface cellulaire (Bellon-
Fontaine et al., 1996, Briandet et al., 1999b) tels que les groupes carboxyle (COQ), le

phosphate (P204°) des phospholipides, les lipopolysaccharides ou les lipoprotéines et les
groupes SO4% ((Bellon-Fontaine et al., 1996, Briandet et al., 1999b, Rijnaarts et al., 1995,
Rubio, 2002). Selon certains auteurs, les groupements carboxylate et phosphate jouent un role
prédominant dans la détermination de la charge négative de la surface cellulaire ((Latrache,
1993, Pelletier et al., 1997b, Hamadi, 2005).

Nos résultats ont montré que pour 2 souches d'actinomycetes A60 et A63 a la force
ionique 1,2 M de NaCl (67,24 et 52,66 % respectivement), le caractere donneur d'électrons

augmente. Pour toutes les autres souches, ce caractere diminue.

Certains travaux (Pelletier et al., 1997b, Briandet et al., 1999b) dans lesquels la
méthode MATS a également été utilisée ont rapporté que les micro-organismes possédent un
caractere donneur d'électrons important et sont hydrophiles. D'autres travaux (Hamadi et
al. (2004)) ont trouvé que S. aureus a un caractere donneur d'électrons a la plus forte force
ionique. L’augmentation du caractére basique en fonction de la force ionique peut étre
expliquée par D’atténuation des interactions électrostatiques, ce qui exalte les interactions
basiques. Ces résultats sont en accord avec ceux de Harkes et al. (1992) qui ont observé une
bonne (r=0.84) corrélation a pH neutre entre la composante acide-base de 1’énergie libre de

surface et ses charges électrostatiques.

b-Caractére accepteur d’électrons

Le caractere accepteur d’électrons est estimé par la différence entre 1’affinité de la cellule
microbienne au diéthyle éther et a 1’hexane. Seules les valeurs positives sont considérées

comme ayant un caractere accepteur d’électrons (Bellon-Fontaine et al., 1996).
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Les résultats des propriétés accepteur d'électrons de la surface cellulaire des souches

d'actinomycetes sont présentés sur la figure 46.
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Figure 46 : Caractére accepteur d’électrons a deux forces ioniques : 0,1M et 1,2M du NaCl.

Le caractere accepteur d’électrons figure 46 est important pour huit souches A46
(36,6%), A49 (31,6%), A50 (27,9%), A60 (18,1%), A63 (29,6%), A64 (38,2%), A76 (25,5%)
et A79 (42,4%). Pour le reste des souches étudiées A30, A44, A53, A57, A58 et A65, elles ne
possedent pas de caractére accepteur d'électrons. En augmentant la concentration de NaCl a
1,2M, le caractére accepteur d’électrons diminue A64(8,04%) et A79(7,48%))
ou devient nul, a I'exception de deux souches A53 (20,6%) et A58 (57,1%) pour lesquelles ce
caractére augmente.

En augmentant la concentration de NaCl a 1,2M, le caractere accepteur
d’électrons devient nul pour la plupart des actinomycetes etudiés.

Le caractere accepteur d’électrons est estimé par la différence entre le pourcentage
d’adhésion du diéthyle éther et celui de I’hexane (Bellon-Fontaine et al., 1996). Son
importance peut étre attribuée a la présence de groupements acides exposés a la surface
cellulaire, comme R NH ou R-OH (Rubio, 2002).

Le caractere accepteur d'électrons semble étre plus important que le caractére donneur
d’¢lectrons a forces ioniques ¢€levées (NaCl 1,2 M) pour les souches A53 (20,6%), A58
(57,1%), A64 (8,07%) et A79 (7,48%). Ce résultat est similaire a ceux obtenus par (Hamadi et

al., 2004) qui ont rapporté que le caractére acide de E. coli est augmenté lorsque la salinité
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augmente et il est aussi cohérent avec les travaux antérieurs de Sharma and Rao (2002) qui ont
appliqué le modéle de van Oss pour mesurer les propriétés de surface d’une centaine de
souches. Les souches de Lactobacillus casei subsp., 81 Rhamnosus et Streptococcus oralis

H1 ont, par exemple, un caractéere plus accepteur d'électrons que le caractére donneur
d'électrons.

L’analyse statistique entre [’hydrophobicit¢ et le caractére donneur/accepteur

d’¢électrons a deux concentrations de NaCl a été examinée par le logiciel statistique SPSS V20.
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Figure 47 : Corrélation entre I'nydrophobicité et le caractére accepteur d'électrons des souches
d'actinomycetes. (a) force ionique 0,1 M; r = 0,496 et (b) force ionique 1,2M; r = 0,878.
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Figure 48 : Corrélation entre I'hydrophobicité et le caractére donneur d'électrons des souches
d'actinomycetes. (c) force ionique 0,1 M; r = 0,604 et (d) force ionique 1,2M; r = -0,051
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Une forte corrélation positive significative (P<0,01) est obtenue entre le caractere
accepteur d'électrons et I'hydrophobicité (r = 0,875) a une force ionique élevée (1,2 M). A la
force ionique du NaCl 0,1 M, nous avons constaté que le caractére accepteur d'électrons

est faiblement corrélé avec I'hydrophobicité (r = 0,496) (Figure 47).

Une corrélation significative (P<0,05) entre le caractére donneur d'électrons et
I'nydrophobicité des souches d'actinomycétes a 0,1 M en NaCl est également obtenue (r =
0,604) (Figure 48). Ce résultat est en accord avec les travaux précédents rapportés par
Hamadi et al (2004) qui ont trouvé une bonne corrélation (r = 0,91) entre le caractere
donneur d’électrons et I'hydrophobicité de Staphylococcus aureus & une force ionique de 10™
M. Aucune corrélation significative (r = -0,051) entre I'hydrophobicité et le caractére

donneur d'électrons a 1,2 M NaCl n’a été observée.

Ces résultats nous ont permis de constater que I’augmentation de la corrélation entre le
caractere accepteur d'électrons et I'hydrophobicité est influencée par 1’augmentation de la
concentration du NaCl. Par ailleurs, il n’y a pas de corrélation entre le caractére donneur
d'électrons et I'nydrophobicité des souches d'actinomycétes en augmentant la concentration du

sel.

1.2- Par la méthode de I’angle de contact
L’angle de contact a été réalisé sur les souches d’actinomycétes cultivées sur le milieu
Bennett liquide. L’angle de contact avec 1’eau 0 water, 1’énergie libre de surface (AGiwi), le

caractére donneur d’électrons (y-) et le caractére accepteur d’électrons (y+) ont été déterminés.

Les composantes énergétiques de la surface bactérienne sont obtenues en mesurant
I’angle de contact des 3 liquides purs avec celles de la surface connue. Les trois liquides purs

de référence utilisés sont : 1’eau distillée, le dilodométhane et le formamide.

1.2.1- Détermination de I’hydrophobicité qualitative et quantitative de la surface des
actinomycetes
L’angle de contact utilisant I’eau nous permet d’avoir une idée sur 1’hydrophobicité
qualitative des surfaces des différentes souches utilisées. Lorsque sa valeur est supérieure a
65°, cela indique que la surface est hydrophobe. Tandis qu’une valeur inférieure & 65°
implique 1’hydrophilie (Vogler, 1998). Les figures 49 et 50 montrent les valeurs obtenues
pour les différentes souches respectivement en présence de NaCl a 0,1 et 1.2M.
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Figure 49 : Hydrophobicité qualitative des actinomycetes en présence de NaCl 0,1 et 1,2M.
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Figure 50 : Energie libre d’interaction de surfaces des souches dans NaCl 0,1 et 1,2M.

Dans ce travail, les résultats montrent que pour les forces ioniques 0,1 et 1,2M de
NaCl, 12 souches ont une valeur de 6y inférieure a 65°. Ce qui signifie qu’elles sont toutes
hydrophiles. Les valeurs positives de AG;j,i ont également montré que ces actinomyceétes
sont hydrophiles a I’exception des deux souches A44 et A64 qui présentent une
contradiction entre la valeur de 1’hydrophobicité qualitative et celle quantitative. Des résultats
similaires ont été obtenus par Zahir et al. (2016) et Maataoui et al. (2014) qui ont trouvé que
trois souches de Streptomyces étaient hydrophiles. Kautola and Allen (1994) ont constaté que
les angles de contact de Streptomyces levoris mesurés avec la forme de la goutte
axisymétrique analysé par la méthode de diameétre de contact, étaient de 39,7 °.

135



La valeur de lI'angle de contact de I'eau pour les souches A49 et A57 est supérieure
a 65° indiquant leur hydrophobicité. La valeur de AGjui (AGiwi <0) a montré que ces souches
sont hydrophobes. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Douglas et al.,(1970) et
Ruddick et Williams (1976) qui ont rapporté que de nombreuses spores d'actinomycetes sont
hydrophobes et que cette hydrophobicité ne semble pas étre liée a l'apparition de groupes

lipidiques en surface.

A la lumiere des résultats obtenus, nous avons trouvé que 85,71% des souches
d’actinomycétes présentent un caractére hydrophile qualitatif et quantitatif (6w<65°,

AGiwi >0) pour les deux concentrations de NaCl.

Les propriétés des surfaces microbiennes dépendent essentiellement des compositions
chimiques de la surface cellulaire. Pour les spores, le caractére hydrophile est notamment
corrélé avec les protéines /les ratios de glucides. A cet égard, (Jeffs et al., 1999) ont rapporté
que des extraits de spores plus hydrophobes avaient tendance a avoir des rapports protéines /
glucides supérieurs. En effet, les spores a surfaces rugueuses étaient hydrophobes, tandis que
les spores hydrophiles avaient des surfaces lisses(Jeffs et al., 1999). Plusieurs études ont montré
que I'nydrophobicité mesurée par I'angle de contact est directement corrélée avec un taux de
concentration élevé de N / C et inversement corrélée avec les concentrations de O / C. Cowan
et al. (1992) , (Bruinsma et al. (2001) et Dengis and Rouxhet (1997) ont rapporté que
I'nydrophobicité qualitative des levures peut étre liée a une concentration plus élevée en

proteines.

1.2.2- Détermination du caractére donneur/accepteur d’électrons de la surface des
actinomycetes.

L’angle de contact nous permet d’accéder aux composantes acido-basiques de la

surface d’un matériel donnée (Support ou microorganisme).

Les résultats obtenus pour les composantes polaires avec les différentes souches sont

représentés sur les figures 51 et 52.
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Figure 51 : Caractere accepteur/donneur d’électrons (NaCl 0,1M)
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Figure 52 : Caractere accepteur/donneur d’électrons (NaCl 1,2M)

En présence de NaCl, nous constatons que toutes les souches ont un caractere donneur
d’électrons allant de 13,44 a 72,37 mJ m™ pour la force ionique 0,1M et de 10,63 & 61,45 mJ
m™ pour la force ionique 1,2M. Les résultats montrent également que toutes les souches ont un
faible caractere accepteur d’électrons quel que soit la force ionique utilisée. Van der Mei et al.
(1998), Bos et al. (1999), ( Boks et al. (2008) et Zahir et al., (2016) ont signalé que les surfaces
des cellules bactériennes étaient principalement donneuses d'électrons. EI Abed et al. (2010) et
Seale et al. (2008) ont trouvé que la surface des spores avait un caractére donneur d'électrons et

un caractére accepteur d’électrons relativement faible.

Les valeurs élevées du caractere donneur d'électrons (y-) et les valeurs basses du

caractere accepteur d'électrons (y+) sont typiquement caractéristiques des
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hydrophiles, alors que les valeurs faibles de y- et y+ sont caractéristiques des bactéries
hydrophobes (Van der Mei et al., 1998, Feng et al., 2013) .

Plusieurs auteurs ont rapporté la relation entre la composition chimique de la
surface des microorganismes et leurs propriétés d'accepteur d'électrons / donneur d'électrons
(acide-base). Hamadi et al. (2012) ont trouvé que les groupes phosphates contribuent a
améliorer la propriété donneur d'électrons et la propriété accepteur d'électrons est liée a une
faible concentration en groupes amines. En outre, la propriété accepteur d'électrons est en
accord avec une forte concentration de polysaccharides et une faible concentration de protéines.

1.3- Effet du NaCl sur les propriétés physico-chimiques de la surface cellulaire.

Le tableau 24 présente les valeurs de I’hydrophobicité, du caractére donneur d’électrons
et du caractére accepteur d’électrons des cellules microbiennes selon les méthodes employeées

MATS et angle de contact a deux forces ioniques.

Tableau 24 : Propriétés physico-chimigues en fonction de la concentration du NaCl

Hydrophobicité (%) Caractere donneur Caractere accepteur
Souches d'électrons (%) d'électrons (%)
0,1M NacCl 1,2M NaCl 0,1M NaCl 1,2M NacCl 0,1M NaCl 1,2M NacCl
A30 48,36 63,75 35,41 0 0 0
Ad4 47,13 78,47 37,49 0 0 0
A46 31,62 81,9 58,57 0 36,57 0
A49 36,63 76,59 28,02 0 31,63 0
A50 46,58 82,91 24,36 0 27,92 0
A53 4,21 25,21 19,13 9,79 0 20,57
A57 20,31 36,53 0 0 0 0
A58 53,09 71,9 5,25 0 0 57,07
A60 27,88 0 56,19 67,24 18,11 0
A63 39,67 24,75 41,42 52,66 29,58 0
Ab64 40,49 83,56 43,18 0 38,24 8,06
A65 31,14 86,15 57,52 0 0 0
AT76 41,8 83,19 43,95 0 25,45 0
A79 43,04 81,01 45,48 0 42,41 7,48

Nous observons que le caractére hydrophobe augmente fortement avec 1’augmentation
de la concentration en NaCl pour 71,42% des souches, alors que pour 14,28% I’hydrophobicité

diminue.

Pour 64,28% des souches, nous observons une diminution du caractére donneur

d’¢lectrons avec 1’augmentation de la concentration de NaCl, alors que pour 14,28% ce
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caractéere augmente quand NaCl augmente a 1,2M. Pour 7,14% le changement de la

concentration ne provoque pas d’effet sur le caractére donneur d’électrons.

Le caractére accepteur d’électrons diminue en augmentant la concentration du NacCl.

1.4- Etude de I’impact de la nature du sel sur les propriétés physico-chimiques de la
surface cellulaire des souches d’actinomycetes

Les tableaux ci-dessus présentent la corrélation des valeurs de 1’hydrophobicité, du
caractére donneur d’électrons et du caractére accepteur d’électrons des cellules microbiennes
selon les méthodes MATS et angle de contact en fonction de deux sels et a deux forces
ioniques.

Tableau 25 : Corrélation des propriétés physico-chimiques selon les deux méthodes : MATS
et Angle de contact en fonction du NaCl et du KNOj3,

MATS Angle de contact
0LM 12M 0LM 12M
KNO3 KNO3 KNO3 KNO3
Hydrophobicité (%) 0’1'\’: 0499 | 12 'VI' 0,142 0’1'\’: 0499 | 12 'VI' 0,684
Donneur d"électrons (%) | 2C! | 0084 | Vo€ 0 NaCl 0 409 | NeC 0,324
Accepteur d’électrons (%) 0,352 -0,207 -0,126 -0,14

La confrontation des propriétés physico-chimiques de la surface cellulaire des souches

d’actinomycétes avec du NaCl et KNO3 n’a pas montré de résultats trés clairs.

Nous avons étudié, d’une part, les caractéristiques physico-chimiques telles que
I'nydrophobie et les caracteres donneur/accepteur d'électrons de quatorze souches
d'actinomycetes isolées du sol et, d'autre part, I'effet de la force ionique. Nous remarquons que
pour 92,85% des souches d’actinomycétes, 1’hydrophobicité augmente considérablement
lorsque la concentration en sel augmente de 0,1 a 1,2M de NaCl selon les résultats de la
MATS. Alors que 7,14 % des souches ont un caractére hydrophile plus marqué et semblent

étre plus sensibles a la variation de la force ionique.

En outre, contrairement aux souches d’actinomycetes A60 (85%) et A63 (71%) qui
présentent un caractére donneur d’électrons (y-) élevé, toutes les autres souches ont ce
caractére (y-) tres faible. Nous notons également que les souches (A53, A58, A64 et A79)
présentent un caractére accepteur d’électrons (y+) important. Pour le reste des souches

étudiées, elles ne possédent pas de caractére accepteur d'électrons.
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Quel que soit la force ionique de NaCl, nous remarquons que 100% des souches sont
hydrophiles et ont un caractére donneur d’électrons élevé et un caractere accepteur d’électrons

faible d’aprés la mesure par I’angle de contact.

IV-CONCLUSION

A travers cette étude, nous avons étudié I’influence des sels NaCl et KNOs a deux
concentrations différentes dans le milieu de suspension sur les différentes souches
d’actinomycetes. Les résultats ont montré que ces souches ne présentent pas les mémes
caractéres physicochimiques. Ce changement des caractéres physicochimiques de la surface
cellulaire pourrait étre le résultat d’une modification des structures de la surface cellulaire par

le sel, due a un changement des charges électrostatiques au niveau de la paroi.

Ces propriétés sont tres différentes d'une souche a l'autre, ce qui doit étre pris en compte
dans leur comportement adhésif. De plus, I'effet de la force ionique sur ces propriétés est tres
marque, il est donc important d'étudier la relation entre ce comportement et I'écologie de ces

bactéries.
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Chapitre VI :

ETUDE DE L’ADHESION DES ACTINOMYCETES AU SOL

I-INTRODUCTION

L’adhésion des microorganismes aux surfaces constitue la premicére étape dans la
formation des biofilms. Elle est gouvernée par des interactions physico-chimiques. Ces
interactions dépendent des propriétés physico-chimiques de la surface des microorganismes,
de la surface du substrat et des caractéristiques du milieu de suspension. L hydrophobicité, la
charge électrostatique, le caractére donneur d’électrons et le caracteére accepteur d’électrons
sont les principaux parametres étudiés.

Tous les facteurs susceptibles de modifier les propriétés physico-chimiques de la
surface de ’un des éléments mis en jeu dans ce phénomene peuvent ainsi favoriser ou au
contraire limiter ’adhésion des microorganismes au substrat.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’adhésion des
actinomycetes au sol qui est un substrat de provenance de ces souches. Nous avons aussi

¢étudié ’adhésion sur le verre qui est un substrat de référence.
II- MATERIELS ET METHODES

1- Caracteristiques physicochimique de la surface du verre.

Les caractéristiques énergétiques de la surface du verre (hydrophobicité et caractére
donneur/accepteur d’électrons) sont déterminées a partir des mesures de 1’angle de contact.
Les angles de contact ont été réalisés avec trois liquides purs de caractéristiques énergétiques
connues: Eau Milli-Q, diiodométhane et formamide.

Les composantes de Lifshitz —Van der Waals (y"), donneur d’électrons (y-) et

accepteur d’¢électrons (y+) du verre ont été¢ déterminées selon I’équation de Yong- Van Oss
(1988).

2-Mise au point d’une nouvelle technique pour la caractérisation de la surface des sols
par la méthode d’angle de contact

2.1- Protocole
Une suspension de 10 g de sol mélangée avec 50ml d’eau est filtrée sur un appareil de

filtration contenant un filtre de cellulose de 0,45 um. La filtration se fait par une pression
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négative jusqu’a obtention d’une couche de sol (Figure 53). Puis, la mesure des angles de

contact, avec les trois liquides décrits dans le paragraphe précédent, est effectuée (Figure 54).

Figure 53 : Filtration de la suspension Figure 54 : Photo de mesure du sol par
du sol angle de contact

3- Adhésion preédictives des actinomycetes aux sols

Grace aux équations de Van Oss, on peut calculer 1’énergie totale d’adhésion :

L énergie libre d’interaction (AGBLSTOtaI) entre une bactérie (B) et un support (S) dans un

liquide (L) est considérée comme la somme de la composante de Van der Waals

(AGBLS I‘W), de la composante acide-base (AGBLSAB) et de la composante électrostatique.

((AGBLSEL) AGBLSToml = AGBLSLW < AGBLSAB + AGBLSEL avec :
AGBLSLW s ( (YB L\\")lIZ 3 (75 L\\')IIZ)Z i ( (YB L\\‘)IIZ ] ('YL LW )uz)z 3 ( (,YgL\\')l/Z N (YL Lw)m)z
AC'BLSAB = 2[('YL ) (07 780 et 70 i 70 (70 e 0 (P e B T
" ).
AGF" est négligeable car les tests de ’adhésion sont réalisés & une force ionique élevée
(Gallardo-Moreno et al., 2004).
4- Etude de ’adhésion des actinomycétes
4.1- Adhésion des actinomycétes au verre

L’adhésion c’est I’ensemble de phénomenes physicochimiques prenant naissance

lorsque deux surfaces sont mises en contact.

De nombreuses théories ont été proposées pour expliquer le processus d’adhésion.
Notons les théories mécaniques les plus anciennes, de diffusion, électrique, chimique, de
couches de faibles cohésions, et celle thermodynamique. Cette derniere est aussi appelée
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théorie de mouillage. Enoncée depuis 1970, elle est attribuée aux interactions
intermoléculaires qui sont faibles et non dirigées et ainsi un bon contact entre les deux
surfaces interagissant est nécessaire. D’ou I’'importance de la structure et de la composition
physicochimiques des deux surfaces. Ainsi, il est possible de modifier des surfaces dans
I’optique d’augmenter ou de diminuer le nombre de sites actifs selon le besoin. Les tests
d’adhésion sont effectués pour évaluer la capacité de ces bactéries a adhérer au verre dans des
conditions de pH, de force ionique et de température données. Dans notre étude, les tests ont

été effectues en mode statique.

4.1.1- Prétraitement des surfaces
Avant de lancer 1’adhésion, le verre est d’abord préparé pour éliminer toute éventuelle
contamination. Ainsi, les verres sont mis dans 1’éthanol pendant 15 min puis rincés 6 fois avec

de I’eau distillée puis stérilisés a la vapeur dans 1’autoclave.

4.1.2- Adhésion des actinomycetes au verre
La bioadhésion a été faite en fonction du temps en présence de deux forces ioniques 0,1
et 1,2M de NaCl pendant 3, 24, 48, 72 et 168h. Les étapes successives du protocole suivi sont :
1. Transvasement des suspensions dans des godets stériles
2. Centrifugation a 8400 tours/min pendant 15min.
3. Ajout du NaCl
4. Transvasement de la suspension sur les verres préalablement placés dans les boites de
Pétri.

4.1.3- Observation des cellules adhérentes au verre par microscope optique couplé a
un ordinateur

Avant I’observation des lames de verre au microscope, les cellules adhérentes sont
séchées a I’air libre et colorées par la coloration de Gram. Puis, elles sont observées au
microscope optique muni d’une caméra. C’est ainsi que des captures d’images de

microorganismes sur la lame sont effectuées.

4.1.4- Quantification de I’adhésion sur la surface du verre
La quantification de 1’adhésion microbienne a ¢été faite par différentes méthodes. Une
des approches consiste a provoquer le détachement des cellules adhérentes d'une plaque de
dimensions connues dans un volume de liquide connu et a compter ces cellules dans le
volume total de la suspension (Briandet et al., 1999a). L'autre méthode est basée sur I’analyse

de I'image de la microscopie a épifluorescence ou de la microscopie électronique a balayage
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(Mozes et al., 1988). Cette méthode consiste a évaluer seulement le pourcentage de la surface
occupée. Hamadi et al. 2005 ont utilisé le programme Matlab® pour déterminer le nombre de
cellules adhérentes et le pourcentage de la surface occupée par ces cellules. Ce pourcentage
est détermine en multipliant le rapport de la surface occupée par rapport a la surface totale par
100.

% Adhésion= % Surface occupée = (Surface occupée/Surface totale)*100.

4.2- Adhésion des actinomyceétes aux sols

Les études de I’adhésion des bactéries se fait sur des surfaces solides telles que le

verre, 1’acier et d’autres matériaux trés utilisés dans les industries alimentaires et médicales.

Dans cette partie, nous avons choisi d’étudier le comportement adhésif des

actinomycetes vis-a-vis de leur milieu naturel ; le sol sous forme de granules.

I1 est nécessaire d’adapter la méthode d’étude de I’adhésion a un protocole convenable

vu la particularité de ce support.

L'adhérence des bactéries a été déterminée en utilisant la méthode décrite par
(Huysman et Verstraete 1993b).

4.2.1- Protocole

Un volume de 100 ml d’une culture d’actinomycétes sur milieu Benett liquide est
centrifugé (15 minutes a 8400 g) pour éliminer le surnageant contenant le milieu de culture.
Le culot obtenu est, ensuite, lavé par une succession de trois centrifugations (15 minutes a
8400 g) par une solution de NaCl 1,2 M pour éliminer les résidus du milieu de culture. Enfin,

les cellules sont remises en suspension dans la solution de NaCl.

Dix millilitres de la suspension bactérienne lavée ont été ajoutés a 1 g du sol stérile

dans un tube a essai. Le mélange est vortexé pendant 60s puis laissé décanter pendant 15 min.

Un millilitre de la couche supérieure aqueuse a été recueilli et sa DO est mesuré a
405nm.

Un ensemble de tubes contenant 10ml de NaCl et 1 g de sol a été utilisé comme le

contr6le de I'ajustement des densités optiques obtenues.

L'éguation suivante a été utilisee pour calculer I'adhérence des cellules bactériennes au
sol : {[ODi- (ODs OD.)]/ OD;}*100
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OD; : DO initiale, OD¢: DO finale, OD. : DO de la suspension de contrble
I1I- RESULTATS ET DISCUSSION

1- Caractérisation physicochimiques des supports.
1.1- Caractérisation physico-chimique du verre.

Les études sur les propriétés du verre ont fait 1’objet depuis plusieurs années de
plusieurs publications en utilisant des techniques analytiques (microscopie, infrarouge, XPS et
angle de contact ...). C’est pour ces raisons que nous 1’avons choisi comme support mod¢le
dans cette étude. L’angle de contact a été utilisé pour la caractérisation physicochimique des

supports.

1.1.1- Détermination de I’hydrophobicité et du caractére donneur/accepteur
d’électrons de la surface du verre

L’hydrophobicité 6,,, les composantes de Van der Waals (y I‘W), donneurs d’électrons

(v-) et accepteurs d’électrons (y+) du verre ainsi que 1’énergie libre d’interaction du verre sont

résumés dans le Tableau 26.

Tableau 26 : Angle de contact par rapport aux différents solvants, composantes de VVan der
Waals (YLW), composantes donneurs d’électrons (y -) et accepteurs d’électrons (y +) du verre.

Composantes de Van der Waals (YLW), Hvdroohobicité
Surface Angle de contact (°) composantes donneurs d’¢lectrons (y-) et y (m?mfz)
accepteurs d’électrons (y+) en (mJm )
Ow of od W v+ v- yab AGiwi
Verre
?26’21343 46,28 (5,11) |59,52(2,9) | 28,79 0,73 54,90 12,70 38,61

L’écart-type est donné entre parenthése

D’aprés ce tableau, nous pouvons déduire que la surface du verre présente un caractére
hydrophile (08,, =36,14°), un caractére donneur d’électrons important (y-=54,90 mJ.m™) et un
caractére accepteur d’électrons faible (y+ =0,73 mJ.m™). Ces résultats sont en accord avec les
travaux de Hamadi et al. (2009) qui ont rapporté une valeur d’angle de contact de 1’ordre de
35,7°.

1.2- Caractérisation physicochimique de la surface du sol

1.2.1- Détermination de I’hydrophobicité de la surface des 11 sols étudiés

Les résultats de I’hydrophobicité qualitative et quantitative des sols étudiés sont résumés dans

le Tableau 27.
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Tableau 27 : Hydrophobicité qualitative (6,,) mesurée par I’angle de contact et quantitative

(AGiwi) des 11 sols etudies

o Hydrophobicité
Echantillons Angle de contact (°) (mIm?)

9\,\, ef ed AGiWi
SOL1 29+(0,4) 29+(0,7) | 64%+(2,1) 23
SOL2 34+(0,7) 43+(0,8) | 72+(1,3) 31
SOL3 33,7+(0,8) | 33,2%(1,2) | 38,9+(1,4) 26,22
SOL4 21+(0,5) 46+(0,9) | 88(1,5) 36
SOL5 34+(1,1) 52+(1,2) | 56%(0,9) 59
SOL6 44+(1,9) 80+(1,3) | 44+(1,2) 35
SOL7 44+(0,9) 33+(0,9) | 44+(0,8) 6
SOL8 25+(1,7) 35+(1,7) | 42+(1,3) 43
SOL9 50+(1,2) 74+(0,6) | 65%(2,3) 52
SOL10 45+(1,1) 90+(0,9) | 78+(1,4) 63
SOL11 40,7+(0,8) | 28,7+(0,7) | 55,6+(1,1) 8,41

0w Angle de contact avec I’eau, 0; Angle de contact avec du formamide, 64 Angle de contact par rapport au
diiodométhane, AGiwi : Energie libre d’interaction ;
L’écart-type est donné entre parenthése

A la lumiere des résultats obtenus (tableau 25), nous constatons que tous les supports
présentent un caractere hydrophile de point de vue qualitatif (6, est inférieur a 65°) (Vogler,
1998). Le sol S4 est le plus hydrophile (Bw= 21°). Il présente une forte salinité de 9,05
dS/m. Par contre, le sol S9 est le mois hydrophile (Bw= 50°). Il présente une faible salinité
de 2,23dS/m. Le sol S10 est plus hydrophile (OBw= 21°). Il présente une salinité de 2,57
dS/m, par contre le sol S7 est le mois hydrophile (Bw= 50°) et il présente une salinité de 2,
52 dS/m.

1.2.2- Détermination du caractére donneur/accepteur d’électrons de la surface des 11
sols.

Les propriétés acido-basiques des bactéries sont calculées a partir des mesures des
angles de contact effectuées avec de I’eau, du diiodométhane et du formamide. Les
composantes de Lifshitz-Van der Waals (y-"), donneur d’électrons (y-) et accepteur
d’¢lectrons (y+) de la surface des supports €tudiés ont été calculées a partir de 1’équation de

Yong- Van Oss (1988).

Les résultats des caractéres donneur d’¢lectrons et accepteur d’électrons de la surface des sols

sont résumés dans le Tableau 28.
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Tableau 28 : Caractéres donneur d’électrons (y-) et accepteur d’électrons(y+) des 11 sols
mesurés par I’Angle de contact

Composantes de Van der Waals (yV),
| A | e o e )
(mIm™)
ow of 0d y 7+ Y- yhe
SOL1 29+(0,4) | 29%(0,7) | 64%(2,1) 26 4 48 26
SOL2 34x(0,7) | 43%(0,8) | 72%(1,3) 22 3 53 23
SOL3 33,7%(0,8) | 33,2+(1,2) | 38,9+(1,4) | 40,08 0,33 46,57 7,89
SOL4 21+(0,5) | 46%(0,9) | 88%(1,5) 14 5 70 37
SOL5 34x(1,1) | 52%(1,2) | 56%(0,9) 31 0 65 1
SOL6 44+(1,9) | 80%(1,3) | 44%(1,2) 37 9 95 57
SOL7 44+(0,9) | 33%(0,9) | 44%(0,8) 38 1 32 12
SOL8 25x(1,7) | 35%(1,7) | 42%(1,3) 39 0 58 6
SOL9 50+(1,2) | 74%(0,6) | 65%(2,3) 26 1 70 19
SOL10 45+(1,1) | 90+(0,9) | 78%(1,4) 18 5 110 45
SOL11 40,7£(0,8) | 28,7£(0,7) | 55,6%(1,1) | 31,04 3,08 33,78 20,42

vV Les composantes de Lifshitz-Van der Waals, y-: donneur d’électrons, y +: accepteur d’électrons
L’écart-type est donné entre parenthése.

Les 11 sols ont montré un caractére donneur d’électrons (y-) bien exprimé avec des
valeurs largement élevées 48 : 53 ; 46,57 ; 70 ; 65; 95; 32 ; 58 ; 70 ; 110 ; 33,78 mJm 2 pour
lessols S1;S2;S3;S4;S5;S6;S7;S8;S9;S10 et S11 respectivement.

Le caractere accepteur d’électrons de tous les sols exprime des valeurs faibles a
négligeables allant de 0 mJm 2 pour les sols S3, S5 et S8 qui sont moyennement salins & 9

mJm~2 pour le sol S6 qui est trés salin.

Ces caractéristiques physicochimiques des sols se rapprochent de celles du verre.

La surface du substrat peut avoir plusieurs caractéristiques qui jouent un réle trés
important dans le processus de 1’adhésion (Christensen and Characklis, 1990). Les propriétés
physico-chimiques de la surface du substrat, I’hydrophobicit¢é et le caractére
donneur /accepteur d’électrons gouvernent la vitesse et le taux d’adhésion. En effet, selon les
caractéristiques énergétiques de la surface solide étudiée, 1’adhésion microbienne peut étre
augmentée ou diminuée, d’une part et, d’autre part, la répartition des cellules adhérentes aux
surfaces solides peut étre différente (Van Pelt et al., 1985). La plupart des études, réalisées

dans des domaines d’applications diverses, ont montré que les micro-organismes adherent

147



plus difficilement aux matériaux hydrophiles (verre, métaux) présentant une forte affinité
pour I’eau et les solvants polaires qu’aux matériaux hydrophobes (polyéthyléne, polystyréne,
téflon).

Dans le paragraphe suivant, nous allons déterminer les prévisions de 1’adhésion des

actinomyecetes sur les supports caracteriseés.

2- L’adhésion prédictive des actinomycetes aux supports.

Bien que les mécanismes fondamentaux qui régissent 1’adhésion microbienne soient
encore mal compris et naient donc pas été complétement définis, il est admis que les
propriétés physico-chimiques de la surface microbienne et celles des supports sont des
facteurs déterminants de 1’adhésion initiale (Van Oss et al., 1986, Bellon-Fontaine et
al., 1990, Gallardo-Moreno et al., 2002, Bayoudh et al., 2006).

De ce fait, plusieurs modeles théoriques ont été proposés pour prédire le phénomene
de I’adhésion des particules colloidales aux surfaces dont 1’approche de DLVO étendue
développée par Van Oss. En utilisant cette approche, 1’énergie totale de I’adhésion des
bactéries sur les différents supports étudiés ainsi que ses composantes acide-base (AB) et
Lifshitz-Van der Waals (LW) sont calculées par les équations issues du modéle de Van Oss
(Van Oss ,1994).

2.1- Adhésion prédictive des actinomycétes au verre

Nous avons étudié 1’adhésion prédictive sur le verre en utilisant le NaCl au lieu de
KNOj3 pour se rapprocher des conditions de vie des actinomycetes étudiés. Nous avons choisi
les concentrations de NaCl de 0,1M et une concentration trés élevée 1,2M qui correspond a
70g de NaCl/I.

En utilisant I’approche de DLVO développée par van Oss, 1’énergie totale (non
¢lectrostatique) de 1’adhésion des micro-organismes sur les différentes variétés de bois étudiées
ainsi que leurs composantes acide-base (AB) et Lifshitz -Van der Waals (LW) ont été calculées
par les équations issues du modéle de Van Oss (Van Oss 1994; Hadjiev et al 2007; Bellon-
Fontaine et al 1990; Bayoudh et al 2006).

v Force ionique 0,1M de NaCl

Les résultats obtenus pour 1’adhésion prédictive des actinomycetes sur le verre a la

concentration 0,1M du NaCl sont représentés dans le tableau 29.
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Tableau 29 : Adhésion prédictive des actinomycetes sur le verre (NaCl 0,1M)

Souches AGLw AGag AGToT
A30 -1,92 -8,48 -10,4
Ad4 -0,09 -3,21 -3,3
A46 3,04 5,82 8,9
A49 0,00 -5,46 -5,5
A50 -2,24 -11,89 -14,1
A53 2,00 -13,49 -11,5
AS7 1,32 -19,14 -17,8
A58 -0,26 -5,62 -5,9
A60 1,46 0,08 1,5
A63 6,67 -50,80 -44,1
Ab64 -0,66 -17,84 -18,5
AB5 -0,36 -12,65 -13,0
AT76 0,33 -12,43 -12,1
AT79 3,77 -13,83 -10,1

AGLW : Energies libres de Van der Waals ; AGAB : Energies acide-base ; AGTot : Energies totales

Nous constatons que les valeurs de 1’énergie libre totale non électrostatique pour les
souches d’actinomycétes A30(-10,4) ; A44(-3,3) ; A49(-5,5); A50(-14,1); A53(-11,5);
A57(-17,8) ; A58(-5,9) ; A63(-44,1); A64(-18,5) ; A65(-13,0); A76(-12,1) et A79(-10,1)
sont négatives, ce qui montre une adhésion au verre théoriqguement favorable. Par contre,
’adhésion est défavorable pour les souches A46(8,9) et A60(1,5).

v" Force ionique 1,2M de NaCl

Le tableau 30 présente les résultats obtenus pour 1’adhésion prédictive des

actinomycetes sur le verre a la concentration 1,2M du NaCl.

Tableau 30 : Adhésion prédictive des actinomycetes sur le verre (NaCl 1,2M)

Souches AGLw AGag AGToT
A30 0,37 -1,60 -1,23
Ad4 0,86 -19,27 -18,41
A46 0,86 -5,34 -4,5
A49 2,02 -1,33 0,7
A50 0,51 -1,23 -0,7
A53 3,53 -12,30 -8,8
A57 0,20 -28,57 -28,4
A58 -1,45 -8,69 -10,1
A60 0,48 -6,37 -5,9
A63 0,40 -2,47 2,1
Ab64 -1,03 -7,60 -8,6
AB65 -0,72 -14,32 -15,0
A76 0,84 -1,91 -1,1
AT79 -0,68 -14,11 -14,8

AGLW : Energies libres de Van der Waals ; AGAB : Energies acide-base ; AGTot : Energies totales
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D’apres les résultats obtenus, il apparait que la variabilité de 1’énergie totale de
I’adhésion dépend essentiellement a la fois des micro-organismes et du support. L’adhésion
est défavorable pour la souche A49(0,7). Par contre, I’adhésion théorique des souches A30(-
1,23) ; A44(-18,41) ; A46(-4,5) ; A50(-0,7); A53(-8,8) ; A57(-28,4); A58(-10,1) ; A60(-
5,9) ; A63(-2,1) ; A64(-8,6) ; A65(-15,0) ; A76(-1,1) et A79(-14,8) est thermodynamiquement
favorable.

2.2-Adhésion prédictive des actinomycétes aux sols

v" Force ionique 0,1M de NaCl

Les résultats obtenus pour 1’énergie libre non électrostatique a la concentration 0,1M

du NaCl sont représentés dans le tableau 31 :
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Tableau 31 : Energie totale (AGyo7) de I’adhésion des micro-organismes aux différents sols de la région de Béni Amir a 0,1 M de NaCl

Bactéries AGror (me_Z)

Sol 1 Sol 2 Sol 3 Sol 4 Sol 5 Sol 6 Sol 7 Sol 8 Sol 9 Sol 10 Sol 11
A30 75 8,6 9,53 6 132 7.9 12 127 9,61 7,56 13,01
Ad4 3,16 3,22 3,26 31 34 3,18 34 34 3,27 317 343
A46 4,25 48 7,48 18 13,3 4,89 11,4 125 7,61 435 12,99
A49 5,46 5,46 5,46 55 55 5,46 55 55 5,46 5,46 5,46
A50 110,74 12,02 a1 8,9 11,2 e 16,8 D 1081 [RNCIRICNN
A3 14,52 13,37 12,4 16,1 8,6 14,1 9,8 9,1 1231 14,45 8,78
A58 5,49 5,64 5,77 53 6,3 5,55 6,1 6,2 5,78 55 6,23
A60 0,67 0,17 0,88 18 37 0,37 27 g 0,94 0,62 351
A63 75 8,6 9,53 6 13,2 7.9 12 127 9,61 7,56 13,01
A64
A5 112,46 12,67 112,84 12,2 135 12,54 13,3 134 112,86 12,47 135
AT76 506 12,41 12,25 129 11,6 1253 118 117 12,23 12,59 11,64
AT79 15,77 136 1177 [RNRENN 46 14,98 7 5,6 11,61 15,64 4,95
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A partir des résultats obtenus (Tableau 31), nous pouvons déduire que toutes les
souches ont adhéré sur les 11 sols a I’exception de A46 et A60 qui présentent un AGro1>0.

Nous pouvons classer les souches en fonction de leur adhésion predictive selon les
couleurs de la plus sombre a la plus claire.

Le classement des souches en fonction de AGtot €st comme suite : A64 >A57 >A65
>A76 >A50 >A79>A53.

Pour les autres souches, I’adhésion théorique ne présente pas de valeurs significatives.
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v" Force ionique 1,2M de NaCl

Les résultats obtenus pour 1’énergie libre non électrostatique a la concentration 1,2M du NaCl sont représentés dans le tableau 32

Tableau 32 : Energie totale (AGtq7) de I’adhésion des micro-organismes aux différents sols de la région de Béni Amir a 1,2 M de NaCl

Bactéries AGror (me-Z)

Sol 1 Sol 2 Sol 3 Sol 4 Sol 5 Sol 6 Sol 7 Sol 8 Sol 9 Sol 10 Sol 11
A30 -1,78 -1,57 -14 -2,08 -0,7 -1,71 -0,93 -0,8 -1,38 -1,77 -0,73
A46 -5,78 -5,29 -4,87 -6,47 -3,23 -5,61 -3,77 -3,47 -4,84 -5,76 -3,32
A49 -2,19 -1,03 -0,05 -3,82 3,81 -1,77 2,54 3,25 0,04 -2,13 3,61
A50 -1,49 -1,2 -0,95 -1,9 0,04 -1,38 -0,29 -0,11 -0,92 -1,47 -0,01
A53 -14,12 -12,09 -10,37 -16,95 -3,63 -13,38 -5,86 -4,61 -10,23 -14 -3,98
A57
A58 -7,94 -8,78 -9,48 -6,78 -12,25 -8,24 -11,33 -11,85 -9,54 -7,99 -12,11
A60 -6,62 -6,34 -6,11 -7 -5,19 -6,52 -5,49 -5,32 -6,09 -6,6 -5,24
AB3 -2,68 -2,45 -2,26 -3 -15 -2,6 -1,75 -1,61 -2,24 -2,67 -1,54
Ab4 -7,07 -7,66 -8,17 -6,24 -10,14 -7,29 -9,49 -9,85 -8,21 -7,1 -10,04
AB5 -13,95 -14,37 -14,72 -13,38 -16,09 -14,1 -15,64 -15,89 -14,75 -13,98 -16,02
AT76 -2,35 -1,86 -1,45 -3,02 0,15 -2,17 -0,38 -0,08 -1,42 -2,32 0,07
AT79 -13,76 -14,15 -14,48 -13,22 -15,77 -13,9 -15,34 -15,58 -14,51 -13,78 -15,7
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A partir des résultats obtenus (Tableau 32), nous pouvons deéduire que toutes les
souches pourraient adhérer sur les 11 sols a I’exception de A49, A50 et A76 qui présentent
une adhésion prédictive AGtor>0.

Nous pouvons classer les souches en fonction de leur capacité d’adhésion prédictive

selon la couleur : de la plus sombre a la plus claire.

Le classement en fonction de AGror est comme suite : A57 >A44 >A65 >A79 >A53
>AS58.
Pour les autres souches, 1’adhésion théorique ne présente pas de valeurs significatives et

les valeurs de AGrot sont proches de zéro.

D’apres cette approche, I’adhésion des cellules bactériennes n’est énergétiquement
favorisée que lorsque AGror est négative (Busscher, 1984). L’analyse de nos résultats a
montré que [’adhésion théorique est favorable (AGrtor <0) pour toutes les souches
bactériennes caractérisées par un AG"® négatif. Ceci indique que leur adhésion théorique
est gouvernée essentiellement par les interactions acido-basiques (AGag). Ce résultat est en
accord avec I’hypothése avancée par Van Oss et al (1994) qui ont rapporté que 1’énergie
des interactions acido-basiques est deux fois plus importante que celle des autres
interactions.

De ce fait, d’apres les résultats obtenus, nous pouvons remarquer que les souches
adhérent de la méme maniére vis-a-vis des sols ; il n’y a pas une grande variabilité dans
I’adhésion d’un sol a un autre malgré leurs caractéristiques physicochimiques différentes. Par

contre, la différence de I’adhésion est claire d’une souche a I’autre.

3- Adhésion expérimentale des actinomycetes

3.1- Adhésion des actinomyceétes au verre

L’adhésion microbienne est le résultat des phénoménes physico-chimiques, cependant
les caractéristiques de la surface bactérienne jouent un rdle important dans le développement
de ce phénomene. Dans ce contexte, le but de ce chapitre consiste, en premier lieu, a étudier
I’adhésion des actinomycétes au verre qui est utilise comme support modéle et, en second
lieu, a étudier I’effet de la force ionique a 0,1 et 1,2M de NaCl sur 1’adhésion de ces bactéries.
Les forces ioniques utilisées ici sont les mémes que celles employeées pour la caractérisation

physicochimique des actinomycetes.
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Nous avons utilis¢é un microscope optique pour 1’observation des résultats de ce

phénomene d’adhésion. Les résultats sont montrés dans la figure 55.
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Souches

A30

Ad4
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A49

A50
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A64
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Figure 55 : Adhésion des actinomycetes au verre. Observation par microscope optique
a3hao0,1M et 1,2M de NaCl (Gr : x400).

Nous remarquons qu’aprés le lavage des lames a 1’eau distillée, les bactéries
adhérent sur le verre tout en conservant leur architecture. Nous observons une différence au
niveau de I’adhésion et de la morphologie des actinomycetes entre les lames apres 3h
d’incubation.

L’adhésion microbienne sur un substrat est considérée comme le résultat des
interactions physico-chimiques entre le substrat et la cellule microbienne. Ces résultats
corrélent bien avec les caractéristiques physico-chimiques rapportées dans les chapitres
précédents. Selon 1’approche thermodynamique, un microorganisme hydrophile adhere bien
sur un substrat hydrophile et vice versa. En effet, nous avons montré dans le chapitre
précédent que les souches d’actinomycétes ont un caractere hydrophile et un caractere
donneur d’¢lectrons important et le verre est hydrophile et posséde un caractére donneur
d’électrons important et un caractére accepteur d’électrons faible (Hamadi and Latrache,

2008).
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Nos résultats sont en accord avec les études précédentes réalisées dans notre
laboratoire ZAHIR (2017) et les travaux effectués par Hamadi (2005) sur S. aureus et P.
aeruginosa.

La quantification de 1’adhésion microbienne se fait par différentes méthodes, une
approche consiste a provoquer le detachement des cellules adhérentes d'une plaque de
dimensions connues dans un volume de liquide connu et a compter ces cellules dans le
volume total de la suspension (Braindet et al 1999). L'autre méthode est basée sur 1’analyse de
I'image de la microscopie a épifluorescence ou microscope électronique a balayage (Mozes et
al 1987). Cette méthode consiste a évaluer seulement le pourcentage de la surface occupée par
les microorganismes.

Hamadi et al. (2005) ont utilisé le programme Matlabe pour déterminer le nombre de
cellules adhérentes et le pourcentage de la surface occupée par ces cellules. Ce pourcentage
est déterminé en multipliant le rapport de la surface occupée par rapport a la surface totale par
100.

% Adhésion= % Surface occupée = (Surface occupée/Surface totale) *100

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 33.

Tableau 33 : Pourcentage de la surface occupée par les cellules adhérées pour les différentes
souches d’actinomycetes a deux forces ioniques (0,1 et 1,2M de NaCl) sur le verre.

Souches 3h (0,2M) 3h (1,2M)
A30 7,86 9,02
Ad4 5,43 7,16
A46 5,01 8,06

A49L 5,22 6,29
A50 5,02 5,03
A53 0 5,23
A57 0 0
A58 5,04 5,43
A60 0 10,75
A63 0 5,73
Ab64 0 0
AB65 5,2 5,26
AT76 517 5,63
AT79 512 5,64

D’apres les résultats présentés dans le Tableau 33 et la Figure 55, le pouvoir adhesif
des quatorze souches d’actinomycetes au verre varie d’une souche a ’autre et en fonction de

la force ionique.
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» A force ionique 0,1M de NaCl

Pour la force ionique 0,1M de NaCl et apres 3h de contact, nous avons observé que
64,28% des souches d’actinomyceétes ont montré un pourcentage de surface occupée de 5,01 a
7,86%. Pour les souches A53, A57, A60, A63 et A64, elles ne montrent pas d’adhésion
jusqu’a 3 heures de contact avec le verre.

» A force ionique 1,2M de NaCl

Pour la force ionique 1,2M de NaCl, les souches d’actinomycétes présentent un
pourcentage d’adhésion important aprés 3h de contact avec le verre. 85,71% des souches ont
un pourcentage allant de 5,03 a 10,75%, alors que les deux souches A57 et A64 n’ont pas
adhéré.

En ce qui concerne les souches A57 et A64, nous remarquons qu’aucun pourcentage
de cellules adhérées n’a été obtenus pour les deux forces ioniques 0,1 et 1,2M de NaCl.

Les souches testées ont montré une capacité¢ d’adhésion sur le verre plus ou moins

importante a la forte force ionique 1,2M de NaCl.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a examiner 1’effet de la force ionique
sur 1’adhésion. Les résultats obtenus montrent que la force ionique a un effet sur le
pourcentage d’occupation de la surface du verre. En effet, ’augmentation de la force ionique
entraine une augmentation trés nette du pourcentage de la surface occupée par les cellules
adhérentes des actinomycetes. Cette augmentation peut étre liée a une diminution des
répulsions électrostatiques car a force ionique élevée, la charge de la surface cellulaire est
faible. D’apres la théorie DLVO, une augmentation de la force ionique est accompagnée
d’une diminution de la longueur de Debye. Cette diminution conduit & une réduction de la
barriére énergétique qui va étre surmontée par la cellule. Ainsi celle-ci adhére sur le support.
Nos résultats sont en accord avec les différents résultats publiés (Jucker et al., 1996, Rijnaarts
et al., 1996, Rijnaarts et al., 1999, Barnes et al., 1999) qui montrent que 1’augmentation de la

force ionique favorise 1’adhésion microbienne a un substrat.

3.2. Effet du temps de contact sur le taux d’adhésion des quatorze souches
d’actinomycetes

Vue que le cycle de vie des actinomycétes est plus long que les autres bactéries, nous
avons essayé de prolonger le temps de contact de ces souches avec le verre pendant 3, 24, 48,

72 et 168 heures et toujours a deux forces ioniques différentes (Annexe 6).
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La figure 56 présente le pourcentage des souches d’actinomycétes adhérées sur le

verre en fonction du temps de contact et a deux concentrations de NaCl (0,1M et 1,2M).
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Figure 56 : Pourcentages de bactéries adhérées sur le verre en fonction du temps en
présence de deux concentrations de NaCl (0,1M et 1,2M).

Nous remarquons que sur la figure 56, 1’évolution de 1’adhésion pour les différentes

souches en fonction du temps augmente avec des vitesses différentes d’une souche a 1’autre.

Nous observons que pour les souches A30, A50, A58, A60, A63, A65, A76 et A79, les

rations de NaCl.
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pourcentages de surface occupée sont plus importants en présence des deux forces ioniques.
Les pourcentages a 1,2M de NaCl demeurent toujours supérieurs a ceux en présence de 0,1M
de NaCl jusqu’a 168h. En ce qui concerne les souches A44, AS53 et AS57, ce sont les
pourcentages de surfaces occupées obtenues a 0,1M de NaCl qui demeurent supérieurs a ceux
en présence de 1,2M de NaCl jusqu’a 72h. Pour les souches A46 et A49, la tendance dans

I’évolution des pourcentages de surfaces occupées est plus ou moins stable pour les deux

concent




D’aprés la figure 56, nous constatons que le pourcentage de surface occupée est
variable pour les souches d’actinomycétes étudiées. La capacité d’adhésion n’est pas un
phénomeéne continu et linéaire en fonction du temps (de 3h & 168h) pour les quatorze souches

d’actinomycetes.

VU que les espéces d’actinomyceétes présentent des différences plus ou moins
marqueées par rapport au cycle biologique des streptomycétes et vu que chaque espéce possede
une particularité liée aux métabolismes et aux secrétions, ceci explique la variation des

surfaces de ces microorganismes et donc une différence de leur adhésion.

Pour les souches qui n’ont pas montré des résultats exploitables, nous supposons que
soit leurs cycles de vie sont plus importants que I’intervalle de temps choisi dans ces
expériences et donc le temps d’incubation choisi n’est pas suffisant, soit ces actinomyceétes
sont incapables de coloniser les substrats inertes. En effet, Alonso (2015)ont rapporté que
Cellulomonas uda est capable d’adhérer sur les substrats nutritifs, particuliérement la

cellulose, alors qu’elle est incapable d’adhérer sur les substrats inertes.

Ces résultats indiquent la présence d’autres interactions entre les bactéries et le verre
qui peuvent réduire 1’adhésion. Sachant qu’a pH neutre, la plupart des microorganismes ainsi
que le verre sont tous les deux chargés négativement (Hermesse et al., 1988, Rijnaarts et al.,
1993, Boonaert et al., 2001), donc les interactions entre eux seraient répulsives. Ce qui appuie
encore plus cette hypothese, ce sont les travaux de Mozes et al., (1987) et van Loosdrecht et
al. (1989) qui ont rapporté que 1’adhésion d’un microorganisme ayant une charge négative

importante et un caractere hydrophile sur un substrat hydrophile est défavorable.
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Corrélation entre ’adhésion prédictive AGtor et I’adhésion sur le verre des souches

d’actinomycétes.
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Figure 57 : Corrélation entre 1’adhésion prédictive (AGtor) et I’adhésion sur le verre
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Figure 58 : Corrélation entre 1’adhésion prédictive (AGtor) et ’adhésion sur le verre pour les valeurs
supérieures a 30%

La comparaison de AGror et les valeurs expérimentales de 1’adhésion sur le verre n’a

pas révélé de corrélation significative(Figure 57). Cette constatation est la méme quel que soit

le temps de contact pris pour la mesure de 1’adhésion expérimentale puisqu’elle n’évolue pas

linéairement en fonction du temps (3h, 24h, 48h, 72h, 168h), avec par exemple un maximum

de 30% de la surface occupée.

Nous avons donc essayé de chercher une éventuelle correlation entre le maximum

d’adhésion expérimentale obtenu et 1’adhésion prédictive AGror, Aucune corrélation n’a été

obtenue, mais en considérant les valeurs supérieures a 30% de la surface occupée, une trés

bonne corrélation entre les deux paramétres (R = 0,9892) a été constatée (Figure 58).
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Des auteurs comme (Van Loosdrecht et al. (1987)) ont déja investigué des
corrélations de ce genre entre les phénoménes d’adhésion aux solvants MATS et les
propriétés physicochimiques de la surface cellulaires des bactéries. De plus, dans notre
laboratoire Hamadi et al (2008) ont rapporté qu’a partir de 6% de 1’adhérence a I’hexadécane,
une corrélation significative (r = 0,8) a Dl'intérieur de la méme espeéce entre les deux
méthodes : adhésion aux solvants MATS et hydrophobicité de la surface des cellules évalué
par I’angle de contact a été trouvé.

Ici, dans ce travail, nous montrons que la physicochimie de la surface a travers le
modele de Van Oss, AGror devrait étre considérée dans la prévision de 1’adhésion des
actinomycetes sur le verre a partir de 30%. Ce résultat mérite d’étre approfondi et élargi avec

d’autres souches et éventuellement d’autres especes.

3.3- Adhésion des actinomycétes aux sols

Dans le sol, plusieurs fonctions agronomigue et environnementale sont assurées par
les actinomycétes. Parmi ces fonctions, nous trouvons la décomposition des substances
organiques, la fixation biologique de I’azote grdce a une nitrogénase dans le genre
Frankia (Baker and Okami, 1988), la dégradation des substances les plus récalcitrantes a
savoir la cellulose et la lignine (McCarthy and Broda, 1984, Kluepfel et al., 1986), I’attaque
des substances humiques qui contiennent une part importante de 1’azote du sol, cette
décomposition est donc d’une grande importance pour la fertilit¢ du sol. Ainsi, une
augmentation de la croissance des plantes est obtenue par addition des mycéliums
d’actinomycétes dans le sol. Donc la stabilité et le comportement des actinomycétes dans
le sol auraient des conséquences pratiques sur leur physiologie.

Cette partie sur 1’étude de I’adhésion des souches d’actinomycétes aux particules
des sols est un travail préliminaire pour comprendre le comportement de ces
microorganismes, leur écologie et leur physiologie. 11 permet essentiellement d’établir la
possibilité de moduler leurs fonctions.

Le test d’adhésion a été réalisé en appliquant une force ionique élevée de 1,2M de
NaCl pour rapprocher les souches d’actinomycetes des milieux de leur provenance.

Les resultats obtenus dans la figure 59 montrent le pourcentage d’adhésion des

souches d’actinomycétes aux 11sols étudiés.
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Figure 59: Pourcentages d’adhésion des actinomycétes isolés aux sols étudiés

165



100

80 -

% d'adhesion

100

80 -

% d'adhesion

20 A

Sol 8

100

60 -

40 -

20 A

60 -

40 -

80
<
2
% 60 -
=
kS
:O4O<
S
20 -
0_
o T O o o o O © O O MM 0O M I I © O
2IIIILIIIIIL< 2IIILIIIIILLI
Isolats d'actinomycetes Isolats d'actinomycetes
Sol 9 Sol 10
100
80 -
[
o
' 60
(]
S
S 40 -
©
N
<20 -
O Y00 O MK~ ®©O MY WO o 0"
MO << 8 9 0 00 0N w0 O © O O K~
<ICIIILCLCILCICIILCCCCL
Isolats d'actinomycets Isolats d'actinomycets
Sol 11
100
80 -
c
2
$ 60 -
=
e}
«
© 40 -
X
20 -

A30 A44 A46 A49 AS0 A53 A57 A58 AG0 A63 A64 A5 A76 A79

Isolats d'actinomycets

Figure 59 (suite): Pourcentages d’adhésion des actinomycétes isolés aux sols étudiés

En ce qui concerne le soll, les souches A44 (73,9%), A46 (77,6%) et A64 (76,1%) ont

montré un pourcentage d’adhésion supérieur a 70%, alors que les souches A53, A60, A63,

AB5 et A76 présentent respectivement des pourcentages de 37,7 ; 48,2 ; 46 ; 39,4 et 47,3%.

166



Les souches adhérées au sol 2 ont montré un pourcentage d’adhésion supérieur a 70%
pour A30 (88,75%), A53 (89,72%), A58 (74,69%), A60 (77,28%), A64 (78 ,47%) et A79

(95,59%). Par contre, les autres souches ont un pourcentage d’adhésion inférieur a 50%.

Pour le sol3, la majorité des souches présentent un pourcentage d’adhésion supérieur a

60% sauf pour A57 (42,7%) et A65 (32%).

Pour le sol 4, toutes les souches adhérent a plus que 50% excepté A46, A57, A65 et
A76 qui présentent des pourcentages d’adhésion de 47,95; 35,20; 41,58et 43,26%

respectivement.

Les souches A30, A44, A53, A57, A58, A60, A63, A64, A65 et A79 adherent
fortement au sol 5 avec des pourcentages supérieurs a 80%, tandis que A46, Ad4 et A76

présentent des pourcentages d’adhésion de 61,2 ; 44,8 et 52,3 % respectivement.

Les souches A50, A53, A57 et A65 adhérent faiblement au sol 6 avec des
pourcentages de 41,22 ; 41,50; 25,83 et 36,11% respectivement par rapport aux autres

souches pour lesquelles il dépasse 50%.

Les 14 souches présentent un pourcentage d’adhésion au sol 7 tres fort supérieur a

70%. Ce sol est caractérisé par un pH basique, une faible humidité et un taux de salinité éleve.

Pour le sol 8, a I’exception des souches A30 (42,93%); A49 (42,08%) et A46

(48,96%) qui présentent un faible pourcentage d’adhésion, les autres souches ont des

pourcentages supérieurs a 50%.

Pour le sol 9, seules les souches A49 (38,4%) ; A57 (45,6%) ; A65 (45%) et A76

(38%) montrent un faible pourcentage d’adhésion, alors que les autres dépassent les 50%.

Toutes les souches adherent bien au sol 10 en présentant des pourcentages d’adhésion

supérieurs a 60%.

Les pourcentages d’adhésion des souches A30(89,2%) ; A44(63,9%) ; A46(82,5%) ;
A50 (61,7%) ; A57(71,1%); A58(74,8%); A60(84,1%); A63(60,1%); A64(75,5%) et
AT9(74,9%) au sol 11 sont supérieurs a 60%, alors que les souches A49(49,6%), A53 (56,6%)
et A76(35%) présentent de faibles pourcentages.
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Nous remarquons que cette étude de I’adhésion des souches d’actinomycétes aux
différents sols ne présente pas les mémes résultats. Ceci pourrait s’expliquer par la variation

des caractéristiques physicochimiques de ces différents sols.

Les souches qui ont montré une plus haute valeur d’adhésion ont donc une affinité
élevée pour le sol utilisé dans I’essai, alors que celles suspendues dans 1’eau pendant un
temps moins important que les autres et sont également moins mobiles dans le sol et sont
transportées passivement sur des distances plus courtes par 1’ecau montrent un faible

pourcentage d’adhésion.

Ces résultats sont similaires a ceux de Huysman and Verstraete (1993) qui ont suggeré
que la rétention cellulaire dans le sol est fonction de type de bactérie ainsi que des propriétés
du sol. Aussi Zahir et al (2016) ont rapporté des résultats similaires avec des
pourcentages d’adhésion a I’argile des différentes souches d’actinomycetes supérieurs a
70%.

De nombreuses études ont rapporté les effets de divers parametres environnementaux,
tels que I'ajout de NaCl sur la croissance et I'adhérence des bactéries (de Carvalho and da
Fonseca, 2007, Facey et al., 2011) .11 est connu que I’adhérence bactérienne est dictée par des
forces a longue et courte distances entre bactéries et substrat (Van Oss, 2003). Les forces de
Liefshitz-Van der Waals et les forces électriques a double couche qui sont des forces a longue
portée (plusieurs nanometres). Les premiéres sont attractives et les secondes peuvent étre a la
fois attractives et répulsives. En revanche, les interactions acides de Lewis fonctionnent a

courte distance (Busscher et al., 2008).

La physicochimie des surfaces définit I'étendue de ces forces et décide ainsi de
I'interaction entre les surfaces qui se rapprochent. Les interactions sont également influencées
par les propriétés du liquide environnant. La force ionique affecte I'épaisseur de la double
couche eélectrique (Hamadi et al., 2004) et, de ce fait, les interactions électrostatiques,

favorisant ainsi I'adhésion cellulaire a la surface.

Le rble de la fluidité et de la composition de la membrane sur la survie des bactéries a
des températures et a une salinité extréme ont été décrites précédemment (Busscher et al.,
1997) .La plupart des mécanismes d'adaptation concernent le maintien de la phase de gel
bicouche de la membrane, assurant ainsi son bon fonctionnement (Sinensky, 1974). Carpenter

and Crowe (1989) ont rapporté que le maintien de l'intégrité de la membrane chez les
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organismes anhydrobiotiques constituait un mécanisme central de la tolérance a la
dessiccation. Ainsi, la structure de la membrane est modifiée phénotypiquement en réponse
aux modifications du stress environnemental. Les adaptations peuvent inclure une adhérence
au substrat (Lang S et al.,1998).

De plus, les actinomycétes, bactéries a Gram positif, sont connus pour étre tolérants a
la dessiccation (Uhlitova et al., 2005) , mais ils peuvent étre sensibles aux chocs thermiques
osmotiques et aux températures élevées. Le sel affecte les structures cellulaires de surface.
Plusieurs études ont indiqué que les propriétés physicochimiques de la surface cellulaire
pouvaient étre modifiées en fonction de la structure cellulaire superficielle (Briandet R et
al.,2000) et de facteurs environnementaux tels que la température, la composition du milieu,

la force ionique et le pH (Latrache H et al.,1994).

Les effets du stress salin sur l'activité microbienne dans un sol sont complexes et
imprévisibles du fait que plusieurs interactions peuvent avoir lieu entre les ions, les bactéries
et les particules du sol (Polonenko et al., 1986) . Puisque la membrane cytoplasmique
bactérienne est perméable a I'eau mais non a la plupart des métabolites, un choc hyper ou
hypoosmotique provoque un efflux ou un influx d'eau accompagné, respectivement, d’une
diminution ou d’une augmentation concomitante du volume cytoplasmique. Vu la rigidité de
la paroi bactérienne, le choc hypoosmotique n'entraine généralement qu'une légére
augmentation du volume cytoplasmique. Par contre, le choc hyperosmotique a pour
conséquence de considérables contractions du volume cytoplasmique. L’importance de cette
plasmolyse dépend de I'osmolarité du milieu mais non de la nature du soluté. L'exposition des
bactéries a des conditions d'hyperosmolarités a comme résultat une diminution de I'activité de
I'eau cytoplasmique. Les protéines et d'autres macromolécules biologiques ont une activité
optimale entre certaines limites de valeurs de I'activité de I'eau, en dehors desquelles celle-ci
est perturbée. La plasmolyse entraine la denaturation des enzymes (Yancey et al., 1982) et
donc I'inhibition de processus physiologiques tels I'accumulation de nutriments (Roth et al.,
1985) ou la réplication de 'ADN (Meury, 1988)

IV-CONCLUSION

L’adhésion est dépendante non seulement des propriétés de surfaces microbiennes
mais aussi de celles des supports (surface des matériaux) dont les réles sont ainsi déterminants

dans ce processus d’adhésion (Hamadi et al.,, 2005). Les propriétés de surface des
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microorganismes dépendent de la composition de la surface de ces derniers et surtout de leur
composition chimique.

Dans ce chapitre, nous avons exploré la capacité¢ d’adhésion a deux forces ioniques de
quatorze souches d’Actinomycétes isolées de 11 sols de la zone de Béni Amir dans la région
de Beni Mellal au Maroc, sur deux supports de nature différente : un support inerte, le verre,
et un support actif, le sol.

Nous avons déterminé, en premier lieu, la caractérisation physico-chimique de la
surface des deux supports étudiés : le verre et le sol. Ces derniers présentent un caractére
relativement hydrophile, un caractére donneur d’électrons bien exprimé et un caractere

accepteur d’électrons faible.

En second lieu, nous avons fait appel a 1’apport de 1’approche théorique pour prévoir
I’adhésion de toutes les bactéries sur ces supports. Les résultats de cette prédiction théorique
ont montré que 1’adhésion au verre des différentes souches semble thermodynamiquement
favorable et a I’inverse celle des souches A46 ; A60 et A49 sont défavorables alors que pour

I’adhésion sur le sol, la majorité des souches ont adhéré sur les 11 sols testés.

En troisiéme lieu, nous avons procédé¢ a 1’étude de I’adhésion expérimentale des
souches d’actinomycetes. La majorité des souches ont montré une adhésion sur le verre a
I’exception de la souche A64. Les résultats obtenus montrent qu’une augmentation de la force
ionique conduit a une augmentation de I’adhésion des actinomycetes quel que soit le temps de
contact (3 a 168h).

Les résultats ont montré aussi que le prolongement du temps de contact conduit a une
augmentation du taux d’adhésion. Aussi, les 14 souches d’actinomycetes montrent un taux

d’adhésion important vis-a-vis des différents sols étudiés a la force ionique 1,2M du NaCl.
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CONCLUSION GENERALE ET PESPECTIVES

L’objectif principal de ce travail était d'explorer les caractéristiques de distribution
écologiques des actinomycetes en environnement extréme de différents sites de sol du
périmetre Tadla Azilal région de Béni Amir ( Béni Mellal , Maroc) connus par une salinité
élevée et élucider le phénomene de 1’adhésion chez les actinomycétes par les caractéristiques
physicochimiques de leurs surfaces. Ce phénomene étant, jusqu’a présent, mal connu chez ce
groupe mystérieux de microorganismes. En effet 1’analyse bibliographique a montré que les

connaissances sur 1’adhésion et la formation des biofilms chez les actinomycétes sont rares.

L’essentiel des travaux actuellement menés s’attache a élargir la liste des espéces
nouvelles découvertes, et a déchiffrer leur métabolisme secondaire, vu le grand nombre de

métabolites synthétisés par ce groupe de bacteéries.

L’originalité de ce travail réside, en plus de sa forte interdisciplinarité, dans le choix
d’un type de microorganisme particulier par sa biologie et sa morphologie, et dont la vie
sociale en biofilm reste, encore a ce jour. Cette approche notamment les conditions
écologiques particuliéres comme la salinité des sols a nécessité la mise au point de plusieurs
protocoles expérimentaux pour adapter les méthodes d’études ordinairement utilisées dans ce

domaine.

Notre étude est effectuée dans la région de béni Amir dont les sols souffre d’un

probléme de salinité tres élevée.

Deux étapes principales ont été définies pour répondre aux objectifs de ce travail :

- L’isolement des actinomycetes halotolérants a partir des sols de la région de béni
Amir connue par un taux de salinité éleve.

- La caractérisation physicochimique de la surface des actinomycetes, en évaluant
I’hydrophobicité et le caractére donneur/accepteur d’électrons, dans le but d’¢lucider leur
comportement adhésif sur les surfaces solides.Une investigation, sur 1’effet du degré de

salinité sur les caractéres physicochimiques de la surface bactérienne, s’est imposée.

Cette étude nous a permis d'avoir des données intéressantes sur la distribution des
actinomyceétes isolés des sols de la région de Béni Amir. Il a été montré que la distribution de
ces bactéries varie d'un sol a l'autre, la diversité et la richesse des actinomycétes étant
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associees aux facteurs environnementaux du sol, a savoir la matiére organique, I'numidité, le

pH, la salinite.

Pour cela, nous avons sélectionné 1lechantillons de sol prélevé tout au long du
périmetre Tadla Azilal région de Béni Amir (Beni Mellal, Maroc).Une caractérisation
physicochimique des différents sols étudiés a été réalisée, cette analyse a montré que

I’ensemble des échantillons représentent des écosystemes extrémes,

L’identification des isolats a été realisée par outil moléculaire en se basant sur
I’amplification par PCR de I’ADN 16S. Des amorces FGPS 6 et FGPS 1509 ont été utilisées
dans cette étude. Aprés comparaison des séquences d° ADN avec la banque de données
« Gen-banque », sur 80 souches, 30 souches identifiees ont été assimilés au genre

Streptomyces avec des pourcentages d’homologies de 99 a 100 %.

Un test de tolérance au chlorure de sodium a éte réalisé sur le milieu SMM additionné
de différentes concentration de NaCl (0 ;50 ;70 ;100) g /I. A partir des résultats obtenus nous
avons pu déduire que les souches d’actinomycétes n’exigent pas la présence de NaCl dans
leur milieu pour croitre quelque soit 1’origine de la salinité. Ce sont des actinomycétes
halotolérantes. Ainsi nous avons reparti les souches d’actinomycétes isolées du sol de Béni

Amir en 2 groupes :

-Le premier groupe est composé de 61 souches et qui ont pu croitre sur le milieu
contenant la concentration 50g /L de NaCl ; ce qui correspond a 76,25% de I’ensemble des

actinomycetes.

-Le second groupe est composé de 14 souches qui sont capables de pousser sur le
milieu SMM a concentration de NaCL de70g /I; ce qui représente 17,5% de 1’ensemble des

actinomyceétes.

L’activité antibactérienne et antifongique des souches d’actinomycétes isolées et

purifiées a ¢té mise en évidence par la technique des cylindres d’agar.

v/ 61 souches (76,25 %) parmi les 80 souches testées, ont montré une activité
antibactérienne contre au moins un des germes cibles testés (salmonella sp ATCC381
(61,25%), k.pneumonia ATCC13883 (2,5%), E.coli ATCC25922 (10%), E.coli
CCMMB4 (3,75%), Micrococcus luteus ATCC 381 (5%).
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v L’études antifongiques, sur 80 souches actives, 40 souches (50%) ont montré une
activité contre Candida albicans CCMML15, 15 souches (48,38%) contre Fusarium
oxysporum 27, 17 souches (54,83%) contre Verticillium dahlia V22 et 23 souches (74,19%)

contre Rhizoctonia.

Par ailleurs, les 14 souches ayant montré une tolérance a la plus grande concentration

de sel 70 g/l testé ont montré une activité antibactérienne et antifongique.

Déchiffrer la complexité du comportement adhesif chez ce groupe de bactéries a exigé
le développement de plusieurs techniques d’étude adaptées, respectant leur morphologie

filamenteuse. Pour cette fin, nous avons mis en ccuvre:

-La mise au point d’une nouvelle technique pour la caractérisation de la surface des sols

par la méthode d’angle de contact.

-La mise au point d’une technique pour estimer 1’adhésion des bactéries sur un support

particulier, sous forme de particules du sol.

Les propriétés physicochimiques de la surface cellulaire sont considérablement
différentes d'une souche a l'autre, ce qui devrait étre pris en compte dans leur comportement
adhésif. La force ionique a provoqué un effet trés marqué sur ces propriétés, il est donc
important d'étudier la relation de ce phénomeéne avec I'écologie de ces bactéries en matiere du

comportement adhésif.

Par ailleurs, dans ce travail nous avons évalué I’effet de deux méthodes utilisées a
savoir 1’adhésion microbienne aux solvants (MATS) méthode simple mais jamais utilisée
pour les actinomycetes et la methode de I’Angle de Contact dédiée a I’analyse
physicochimique fine des surfaces. En comparant les deux méthodes dans les mémes
conditions, nous remarquons qu’elles ne présentent pas la méme relativité. Aucune
corrélation significative n’a été trouvée entre les propriétés physicochimiques évaluées
séparément par ces deux méthodes. Une discussion en termes d’interaction mise en ceuvre par
chaque méthode au niveau de la surface cellulaire a été discutée sur la base de la littérature

concernant les études réalisées sur d’autres especes microbiennes.

L'effet du sel NaCl a été examiné par les deux méthodes. Par la méthode MATS, les
résultats obtenus montrent que la surface des souches d'actinomycétes gagne un caractere plus

hydrophobe lorsque le taux du sel augmente du 0,1 & 1,2 M. Globalement le caractére donneur
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d'électrons diminue quand on augmente la concentration du NaCl. Cette variation est moins
marquée pour le caractere accepteur des électrons. Une bonne corrélation est obtenue entre
I'nydrophobie et le donneur d'électrons a 0,1 M, mais il existe une forte corrélation entre

I'nydrophobicité et le caractere accepteur des électrons a 1,2 M.

Si la concentration du NaCl n’a pas montré d’effet clair sur I’hydrophobicité qualitatif
estimée par I’Angle de Contact. 85,71 % des surfaces cellulaires étudiées présentent un
caractere hydrophile. De méme, toutes les souches ont un caractére donneur d’électron élevé

et un caractére accepteur d’électron faible

Apres avoir mis au point une nouvelle technique adaptée a la caractérisation de la

surface des sols.

La suite de notre travail a donc été consacrée a la caractérisation physico-chimique de
la surface des 11sols de la région de béni Amir pour pouvoir prédire et éventuellement
moduler le comportement adhésif sur ces sols qui présentent un caractere hydrophile, tous les
sols ont un caractére donneur d’électrons fort et largement supérieur a celui d’accepteur

d’électrons.

Ces résultats nous ont permis de caractériser de point de vu thermodynamique, les
différentes souches d’actinomycétes afin de pouvoir investiguer la relation entre ces
caracteres et leurs adhesion microbienne aux sols. D’apres les resultats obtenus, il n’y a pas
une grande variabilité de I’adhésion d’un sol a un autre. Les propriétés physicochimiques tel
que la matiere organique, I'humidité, le pH, la salinité semblent na pas avoir d’effet sur cette

adhésion predictive. Par contre la différence est marquée d’une souche a I’autre.

Dans la continuité de ces travaux de thése, Nous avons mis en évidence une technique
pour estimer 1’adhésion des bactéries sur un support particulier, sous forme de particules du
sol. Par ce choix, on a visé de rapprocher les conditions expérimentales de celles du milieu
de vie. L’influence des facteurs de I’environnement sur le comportement adhésif s’est traduite

par une adhésion importante en présence du sel avec des différents pourcentages.

Nous supposons que 1’augmentation de 1’hydrophobicité pourrait diminue 1’étalement
de la goutte de 1’eau sur la surface bactérienne, et donc pourrait provoquer une optimisation
de la surface de contact; ce qui diminuerait la concentration du sel dans I’environnement

immédiat de la bactérie

174



Contrairement au sol, sur le verre la concentration du sel n’a pas marqué une grande

influence sur 1’adhésion de ses souches qui semble étre faible.

Par ailleurs, nous avons cherché une corrélation éventuelle entre le maximum
d’adhésion expérimentale et 1’adhésion prédictive AGrot. Aucune corrélation n’a été obtenue.
Cependant en considérant les valeurs supérieures a 30% de la surface occupée une trés bonne
corrélation a été constatée. La cinétique de I’adhésion nous a permis d’affirmer les prédictions

d’adhésion a travers 1’énergie libre non électrostatique d’adhésion.
Un certain nombre de perspectives sont donc envisageables a I’issue de ce travail,

e Approfondir les connaissances sur le comportement adhésif des bactéries en faisant appel
a d’autres techniques microscopiques : microscopie électronique a balayage (MEB),

microscope confocal, microscope en épifluorescence.

e Etudier le comportement adhésif des actinomycetes sur différentes surfaces, dans

I’objectif de leur valorisation dans d’autres domaines biotechnologiques.

e FEtudier la composition de la paroi des actinomycetes par différentes techniques

biochimiques et spectrales en vue d’expliquer d’avantage les phénomeénes interfaciques.

e FEtudier le pouvoir antiadhésif vis-a-vis d’autres microorganismes de [I’industrie

agroalimentaire et du domaine médical pour une valorisation biotechnologique innovante.
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Annexe 1

Tableau 1: Caractéres morphologiques des souches d’actinomycétes isolées.

N° des Site . . Couleur du mycelium | Couleur du mycelieu . .
souches | d'isolement Taille des colonies aerien de substrat Pigmentation

1 SITE 6 PETITE BLANCHE BLANCHE -

2 SITE 6 PETITE BLANCHE JAUNE FONCE -

3 SITE 6 PETITE BLANCHE MARRON -

4 SITES PETITE BLANCHE JAUNE FONCE JAUNE FONCE

5 SITE7 PETITE GRIS CLAIR JAUNE FONCE -

6 SITE 3 PETITE BLANCHE JAUNE FONCE JAUNE

7 SITES PETITE BLANCHE JAUNE -

8 SITE 6 PETITE GRIS CLAIR JAUNE CLAIRE -

9 SITE 9 PETITE JAUNE JAUNE -

10 SITE 9 PETITE BLANCHE JAUNE FAONCE JAUNE CLAIRE
MARRON

11 SITE 1 PETITE GRIS MARRON CLAIR

12 SITE 1 PETITE BLANCHE JAUNE -

13 SITE4 PETITE ORANGE MARRON MARRON

14 SITE1 PETITE BLANCHE JAUNE FONCE -

15 SITE 4 PETITE MARRON CLAIR MARRON CLAIR -

16 SITE 9 PETITE BLANCHE JAUNE CLAIRE -

17 SITE4 PETITE MARRON CLAIR MARRON CLAIR -

18 SITE4 PETITE BLANCHE BLANCHE -

19 SITE 4 PETITE GRIS CLAIR JAUNE FONCE JAUNE

20 SITE 6 PETITE BLANCHE JAUNE -

21 SITE1 PETITE BLANCHE JAUNE -
MARRON

22 SITE 6 PETITE GRIS MARRON FONCE CLAIR

23 SITE1 PETITE BLANCHE JAUNE FONCE -

24 SITE4 PETITE BLANCHE JAUNE -

25 SITE 4 PETITE MARRON MARRON MARRON

26 SITE6 PETITE JAUNE PALE JAUNE PALE -

27 SITE 6 PETITE MARRON MARRON FONCE MARRON

28 SITES PETITE JAUNE PALE JAUNE PALE -

29 SITE6 PETITE JAUNE FONCE JAUNE FONCE -

30 SITE6 PETITE BLANCHE JAUNE PALE -

31 SITE 6 PETITE BLANCHE JAUNE -

32 SITE 6 PETITE BLANCHE JAUNE -

33 SITE6 PETITE BLANCHE JAUNE -

34 SITES PETITE BLANCHE JAUNE -

35 SITE 6 PETITE BLANCHE JAUNE -

36 SITE 6 MOYENNE JAUNE JAUNE -

37 SITE6 PETITE BLANCHE JAUNE FONCE -

38 SITE 6 MOYENNE BLANCHE JAUNE PALE -

39 SITES MOYENNE BLANCHE JAUNE PALE -

40 SITE 6 PETITE BLANCHE JAUNE -

41 SITE 6 PETITE BLANCHE JAUNE -
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Annexel

Tableau 1(suite): Caractéres morphologiques des souches d’actinomycetes isolées.

sl(\)l;cdr?ess d'isjietrenent I(&)IIi(I)Ir?iSse i mycégllijfjen:';iggien COUIZzgsgsﬁgie“eu Pigmentation
42 SITE®6 PETITE BLANCHE JAUNE FONCE -
43 SITE®6 PETITE BLANCHE JAUNE -
44 SITE®6 MOYENNE BLANCHE JAUNE -
45 SITE®6 PETITE BLANCHE JAUNE FONCE -
46 SITE®6 MOYENNE BLANCHE MARRON -
47 SITE4 PETITE JAUNE PALE JAUNE PALE -
48 SITE4 MOYENNE JAUNE PALE JAUNE PALE -
49 SITE4 MOYENNE JAUNE PALE JAUNE PALE -
50 SITEG6 PETITE JAUNE PALE JAUNE PALE -
51 SITES MOYENNE BLANCHE JAUNE -
52 SITE1 PETITE GRIS MARRON JAUNE
53 SITE1 PETITE JAUNE JAUNE POUSSIN -
54 SITEG6 MOYENNE BLANCHE JAUNE POUSSIN JAUNE
55 SITE®6 PETITE BLANCHE JAUNE POUSSIN JAUNE
56 SITE6 PETITE BLANCHE JAUNE POUSSIN JAUNE
57 SITE4 MOYENNE BLANCHE BLANCHE -
58 SITE2 MOYENNE GRIS BLANCHE -
59 SITE?2 PETITE GRIS GRIS -
60 SITE4 MOYENNE GRIS GRIS
61 Site 4 MOYENNE GRIS MARRON FONCE MARRON FONCE
62 site6 MOYENNE GRIS JAUNE -
63 site 1 PETITE Gris JAUNE CLAIRE -
64 SITE4 PETITE GRIS MARRON FONCE MARRON FONCE
65 SITE4 PETITE GRIS GRIS -
66 SITE1 PETITE BLANCHE JAUNE -
67 SITE1 PETITE BLANCHE BLANCHE -
68 SITE4 PETITE BLANCHE BLANCHE -
69 SITE6 PETITE GRIS BLANCHE -
70 SITE1 MOYENNE BLANCHE JAUNE -
71 SITE6 PETITE ROUGE ROUGE -
72 SITE6 MOYENNE ROUGE ROUGE -
73 SITE4 PETITE GRIS MARRON FONCE MARRON
74 SITE6 MOYENNE ROUGE ROUGE -
75 SITE6 MOYENNE ROUGE ROUGE -
76 SITE4 MOYENNE GRIS MARRON FONCE MARRON
77 SITE6 MOYENNE GRIS JAUNE -
78 SITE®6 MOYENNE ROUGE ROUGE -
79 site 4 MOYENNE GRIS MARRON MARRON
80 SITE®6 MOYENNE GRIS JAUNE FONCE -
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Annexe 2

Tableau 20: Test de croissance des souches actinomycetes sur milieu MMS a differentes
concentrations de NaCl

Actinomycete NaCl concentration
isolates Og/L 50g/L 70g/L 100g/L
Al +++ - - -
A2 +++ - - -
A3 +++ - - -
A4 +++ + - -
A5 +++ - - -
A6 +++ - - -
A7 +++ ++ - -
A8 +++ ++ - -
A9 +++ ++ - -
Al10 +++ ++ - -
All +++ ++ - -
Al2 +++ ++ - -
Al3 +++ ++ - -
Al4 +++ - - -
Al5 +++ + - -
Al6 +++ ++ - -
Al7 +++ ++ - -
Al8 +++ ++ - -
Al9 +++ ++ - -
A20 +++ ++ - -
A21 +++ ++ - -
A22 +++ ++ - -
A23 +++ + - -
A24 +++ ++ - -
A25 +++ + - -
A26 +++ ++ - -
A27 +++ ++ - -
A28 +++ ++ - -
A29 +++ ++ - -
A30 +++ +++ ++ -
A3l +++ ++ - -
A32 +++ ++ - -
A33 +++ +++ - -
A34 +++ + - -
A35 +++ ++ - -
A36 +++ +++ - -
A37 +++ + - -
A38 +++ + - -
A39 +++ - - -
A40 +++ ++ - -

(-) Pas de croissance, (+) croissance lente, (++) croissance modérée (+++) croissance abondante
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Annexe 2

Tableau 20(Suite): Test de croissance des souches actinomycetes sur milieu MMS a
différentes concentrations de NaCl

Actinomycete NaCl concentration
isolates Og/L 50g/L 70g/L 100g/L
A4l +++ + - -
A42 +++ - - -
A43 +++ -- - -
A A +++ +++ -
A45 +++ + - -
A46 +++ + + -
A47 +++ + - -
A48 +++ +++ - -
A49 +++ ++ ++ -
A50 +++ - + ;
AS51 +++ - - -
A52 +++ ++ - -
A53 +++ +++ ++ -
A54 +++ - - -
A55 +++ +++ - -
A56 +++ + - -
A57 +++ + + -
A58 +++ +++ ++ -
A59 +++ + - -
A60 +++ +++ +++ -
A6l +++ - - -
AB62 +++ + - -
A63 +++ ++ ++ -
Ab64 +++ + + -
A65 +++ +++ +++ -
AT766 +++ + - -
A67 +++ - - -
A68 +++ + - -
A69 +++ - - -
A70 +++ + - -
A7l +++ - - -
AT72 +++ + - -
AT73 +++ - - -
A74 +++ + - -
A75 +++ + - -
AT76 +++ +++ ++ -
ATT +++ - - -
AT78 +++ - - -
A79 +++ +++ +++ -
A80 +++ + - -

(-) Pas de croissance, (+) croissance lente, (++) croissance modérée (+++) croissance abondante
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Annexe 3

Tableau 21 : Activité antibactérienne présentée par les actinomycetes du sol de Beni Amir

Zone d’inhibition (mm)
Souches test
Souches - -
d’actinomycetes [ Salmonella sp plrféibn?:)er::ge E. coli E. coli M'ﬁ{ﬁgg:cus
CCMMB17 ATCC 13883 ATC(C25922 CCMMB4 ATCC381

Al 20 - 15 15 -
A2 20 - - - -
A3 19 - - - -
Ad 20 - - - -
A5 - - - - -
A6 20 - - - -
A7 19 - - - -
A8 - - - - -
A9 - - - - -
Al10 18 - - - -
All 16 - - - -
Al2 18 - - - -
Al3 18 - - - -
Al4 25 - - - -
Al5 16 - - - -
Al6 20 - - - -
Al7 17 - - - -
Al8 13 - - - -
Al9 17 - - - -
A20 - - - - -
A21 19 - - - -
A22 - - - - -
A23 21 - - -
A24 22 - - -
A25 16

A26 13 - 13 13 16
A27 11 - - - -
A28 - - - -
A29 13 - 15 14 12
A30 20 - - - -
A3l 19 - - - -
A32 20 - - - -
A33 - - - - -
A34 18 - - - -
A35 - - - - -
A36 18 - - - 14
A37 15 12 - 12 -
A38 - - - 12 -
A39 20 - - 11 -
A40 20 - - - 10
A4l 19 - - - -
A42 11 - - - -
A43 17 - - - -

(-) pas d’effet
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Annexe 3

Tableau 21(suite) : Activité antibactérienne présentée par les actinomycétes du sol de Beni
Amir

Zone d’inhibition (mm)
Souches test
Souches - -
, Klebsielle . . Micrococcus
d’actinomycetes | Salmonella sp neumoniae E. coli E. coli luteus
ccmmBi? | P

ATCC 13883 | ATCC25922 | CCMMB4 | ) rooagy
ALd 19 - - - -
Ad5 - - 13 - -

A46 18 - - - -
ALT 19 - - - -
A48 20 - - - -
A49 19 - - - -
A50 16 - - - -
A51 21 - - - -
A52 21 - - - -
A53 - - - - -
A54 18 - - 18 -
AB5 - - - - -
A56 - 14 - - -
A57 - - - - -
A58 14 - - - -
A59 10 - - - -
A0 - - - - -
A61 - - - - -
A62 18 - - - -
AG3 - - - - -
A64 - - - - -
A65 13 - - - -
AG6 - - - - -
A67 - - - - -
AG8 - - - - -
A9 - - - - -
A70 - - - - -
A7l - - - - -
AT2 - - - - -
AT3 15 - - - -
A74 - - - - -
A75 - - - - -
A76 - - - - -
A77 - - - - -
AT8 - - - - -
AT9 18 - - - -
A80 - - - 12 -
() pas d’effet
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Annexe 4

Tableau 22: Activité antifongique des isolats d'actinomycetes

Souches
d’actinomycétes

Zone d’inhibition (mm)

Souches test

Fusarium Verticillium Candida albicans
Rhizoctonia
oxysporum A27 | dahliae V22 CCMML15

Al - - - 18
A2 - - - 20
A3 - - - 20
A4 - - - 20
A5 - - - -
Ab - - - 21
A7 - - - 21
A8 - - - -
A9 - - - -
Al10 5 - 12 17
All 10 12 11 -
Al2 7 - - 17
Al3 - 6 10 -
Al4 -
Al5 -
Al6 - - 4 18
Al7 - 9 10 -
Al8 - - 5 13
Al9 5 - 5 16
A20 - - - -
A21 - - 2 18
A22 - - 8 15
A23 - - - 20
A24 6 10 5 22
A25 - - - -
A26 5 2 15 12
A27 10 12 10 13
A28 - - - -
A29 6 - 12 20
A30 - - - 20
A31 - - - 18
A32 5 - - 20
A33 - - - -
A34 - - - 25
A35 - - - -
A36 10 12 11 19
A37 - 6 - 16
A38 - - - -
A39 - - - 23
A40 7 9 17 19

() pas d’effet
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Annexe 4

Tableau 22(Suite): Activité antifongique des isolats d'actinomycétes

Souches
d’actinomycetes

Zone d’inhibition (mm)

Souches test

Fusarium
oxysporum A27

Verticillium dahliae

V22

Rhizoctonia

Candida
albicans
CCMML15

A4l

16

A42

13

A43

16

Ad4

18

A45

A46

19

A4T7

18

A48

21

A49

21

A50

14

A5l

A52

20

A53

A54

17

AS55

A56

AS57

A58

13

A59

A60

10

A6l

A62

25

A63

Ab64

18

AB5

AG6

AG7

A68

AB9

AT70

AT71

AT2

AT73

A74

AT5

AT76

(-) pas d’effet
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Annexe 5
Composition des milieux de culture

-Bennett

Extrait de levure 1g

Extrait de viande 1g

Peptone pancréatique de caséine 2¢g
Glucose 10g

Agar 15¢

Eau distillée 1000 mL

pH 7,2

-Mueller Hinton

Infusion de viande de boeuf 2 g
Amidon 15 g

Hydrolysat de caséine 17,5¢
Agar 179

Eau distillée 1000 mL

pH 7,3

-Milieu ISP2

Glucose: 4 g

Extrait de levure: 4 g

Extrait de malt: 10 g ;

Eau distillée g.s.p. 1000 ml ;
Agar:20g.pH 7,2

-Milieu ISP3

Farine d’avoine : 20 g

Solution saline standard : 1 mL
Agar: 209 ;

Eau distillée g.s.p.

1000 ml. pH 7,2.

* Solution saline standard: FeSO4, 7H20: 0,1 g ; MnC12, 4H20: 0,1 g ; ZnS0O4, 7TH20: 0.1 g
eau distillée g.s.p. 100 ml.
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Annexe 5

Composition des milieux de culture

-Milieu ISP4

Amidon: 10 g

K2HPO4: 1 g ; MgS0O4, 7H,0
1g;NaCl:1g;
(NH4),S04: 29

CaC03: 24¢g;

Solution saline standard (voir ISP3) : 1 ml ;
Agar:209;

Eau distillée g.s.p. 1000 ml
pH 7,2.

-Milieu ISP 7

Glycérol 15 ¢

L-tyrosine 0,5 g
L-asparagine 1,0 g
K2HPO4 0,5 g

MgSO4 7H20 0,5 g
NaCl0,5¢

FeSO4 7TH20 0,01 g

Agar 20 g

Eau distillée 1000 ml
pH7,2-7,4

-Bouillon Sabouraud
Peptone de gélatine 10g

Glucose 20g
Eau distillée 1000mL
pH 5,6
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-Citrate de Simmons
Ammonium dihydrogenophosphate 1g

Phosphate de dipotassique 1g
Chlorure de sodium 5g
Citrate de sodium 2g

Sulfate magneésium 0,2g

Bleu de bromothymol 0,089
Agar 159

Eau distillée 1000 mL

pH 6,8
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Annexe 6

Adhésion des actinomycetes au verre. Observation par microscope optique a 3h, 24h,
48h, 72h et 168h a 0,1 et 1,2M de NaCl (Gr : x400).

0,1M NacCl

Souches

A30

Ad4

A46

3H

A49

A50

AS53

AS57

A58

24H

72H

-
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Souches

3H

A60

A63

AB5

AT6

AT9

24H

48H

72H

168H
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1.2 M NaCl

72H

48H

24H

3H

Ad4

A46

A50

AS53

AS57

A58
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168H

72H

48H

24H

3H

Souches
A60
AB3
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Annexe 7

Croissance des actinomycetes aux différentes sources de carbone

Isolats | Glucose | Maltose | Mannitol | Arabinose | Lactose | Fructose | saccharose | Galactose | Citrate réNd'J:;?itgn
Al + + - - - - - - - -
A2 +++ +++ ++ + +++ +++ ++ - ++ -
Ad ++ +++ - - + - - - +++ -
A5 + + - + + ++ ++ - +++ -
Ab6 + +++ - - + + - . - -
A8 + ++ - - - - - - - -
A9 +++ + +++ +++ +++ +++ +++ - - -
All +++ + +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +
Al2 +++ + +++ +++ +++ +++ +++ - - -
Al3 + +++ - - - - - - - -
Al6 +++ +++ +++ + +++ +++ +++ - +++ -
Al7 ++ + - - + - - - +++ -
Al8 + +++ - + + ++ ++ - +++ -
A19 + +++ - - + + - - - -
A20 + +++ - - - - - - - -
A21 + + - + + ++ ++ - +++ -
A24 +++ +++ - - + + - - - -
A25 ++ ++ - - - - - - - -
A28 + + +++ +++ +++ +++ +++ - - -
A29 + + +++ +++ +++ +++ +++ - +++ -
A3l + + +++ +++ +++ +++ +++ - - -
A32 +++ +++ - - - - - - - -
A35 +++ + ++ + +++ +++ ++ - ++ +
A37 +++ +++ - - + - - - +++ -
A38 + ++ - + + ++ ++ - +++ -
A39 +++ + - - + + - - - -
A40 ++ + - - - - - - - -
A42 + + +++ +++ +++ +++ +++ - - -
A45 + + +++ +++ +++ +++ +++ - +++ -
A47 + +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - -
A48 + +++ - - - - - - - -
A51 +++ + +++ + +++ +++ +++ - +++ -
A52 ++ +++ - - + - - - +++ -
Ab4 + ++ - + + ++ ++ - +++ -
Ab5 + + - - + + - - - -
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Isolats | Glucose | Maltose | Mannitol | Arabinose | Lactose | Fructose | saccharose | Galactose | Citrate rél\(;ll}(r:ﬁ[gn
A56 + + - - - - - - - -
A59 +++ + - + + ++ ++ - +++ -
AG2 +++ +++ - - + + - - - -
A6G6 +++ +++ - - - - - - - +
AG67 + + +++ +++ +++ +++ +++ - - -
AGS +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ -
AB9 ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - -
A70 + +++ - - + - - - +++ -
A71 + + - + + ++ ++ - +++ -
A72 + +++ - - + + - - - -
A73 + ++ - - - - - - - -
A74 +++ + - + + ++ ++ - +++ -
AT75 ++ + - - + + - - - -
ATT + + - - + - - - +++ -
AT78 + +++ - + + ++ ++ - +++ -
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Annexe 8

Sensibilité aux antibiotiques

10ug

15u9

e30ug

30ug

30ug

Amoxicilline | Amoxicilline | Chloramphenicol | Tétracyclin | Erythromycine | Gentamicine
219

Isolats

Al

A2

Ad

A5

A6

A8

A9
All
Al2
Al3
Al6
Al7
Al8
Al9
A20
A21
A24
A25
A28
A29
A3l
A32
A35
A37
A38
A39
A40
A42
A45
A47
A48
A51
A52
A54
A55
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Isolats

Amoxicilline
2ug

Amoxicilline
30ug

Chloramphenicol
30ug

Tétracyclin
e30ug

Erythromycine
15ug

Gentamicine

AS56

w

R

S

A59

AB62

AG6

A67

AG8

AG9

AT70

A7l

AT72

AT73

AT74

AT75

ATT

AT8

WD |ID| V| AODV |V AO|W|nV|AO|T|T|T

X0V X0VOV| OO WO OO0 O DD

NVINnnuInuInuLninumun nuim nl wm

N ununnununinumunnuin umn

NN nunununununlnununnunininlm

[EEN
(./')(/')(/')(/')(/')(/')(/')(.I')(.I')(.I')(I')(I')(I')(/)(/)-CCD
(=]
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Annexe 9

Effet de la température et pH

Température de
Isolats croissance pH
45°C 28°C 4 9 12

Al +++ +++ ++ +++ +++
A2 ++ +++ ++ + +
A4 - +++ ++ ++ ++
A5 +++ +++ T4+ T4+ ++
A6 - +++ + + +++
A8 - +++ ++ + +
A9 +++ +++ +++ + +
All +++ +++ +++ +
Al2 +++ +++ +++ + +
Al3 +++ +++ ++ T4+ +++
Al6 +++ +++ +++ + +
Al7 - +++ ++ ++ +++
Al8 +++ +++ +++ + +
Al9 - +++ + +++ +++
A20 - +++ - R i
A21 +++ +++ ++ +++ +++
A24 ++ +++ ++ + +
A25 - +++ ++ ++ ++
A28 +++ +++ +++ +++ ++
A29 - +++ + + +++
A3l - +++ ++ + +
A32 +++ +++ +++ + +
A35 +++ +++ +++ +
A37 +++ +++ ++ +++ +++
A38 ++ +++ ++ + +
A39 - +++ ++ ++ ++
A40 +++ +++ +++ +++ ++
A42 - +++ + + +++
A45 - +++ ++ + +
A47 +++ +++ +++ + +
A48 +++ +++ +++ +
A51 +++ +++ +++ + +
A52 +++ +++ ++ T4+ +++
Ab4 +++ +++ +++ + +
A55 +++ +++ ++ T4+ +++
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Température de

Isolats croissance pH
45°C 28°C 4 9 12

AS5S6 ++ +4++ ++ + "
A59 - +++ ++ ++ ++
A62 +++ +++ +++ +++ ++
FANG]S) - +++ + + +++
A67 - +++ ++ + "
A68 +++ +++ +++ + +
AB9 +++ +++ +++ +
A70 +++ +++ +++ + +
ATl +++ +++ ++ +++ +++
AT72 +++ +++ +++ + +
A73 - +++ ++ ++ +++
AT74 +++ +++ +++ + +
AT75 - +++ + +++ +++
ATT - +++ - - _
AT8 - +++ - R _
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