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Résumé

Trois échantillons de sols ont éte prélevés du site Et-Taref. Les analyses physicochimiques
réalisées nous ont permis de conclure que les trois échantillons de sol sont de pH basique,
extrémement salins, ayant un taux d’humidité modéré et un taux de matiére organique tres
¢levé. L’ensemble de ces résultats nous a permis de classer le sol du site Et-Taref comme
écosysteme extréme. Un protocole d’isolement d’actinomycétes basé sur 18 conditions a été
applique sur ces échantillons. Suite a ce protocole, trois flores microbiennes ont été isolées ; il
s’agit d’une flore actinomycete en plus d’une flore bactérienne non filamenteuse et d’une flore
fongique. Afin d’étudier I’effet des facteurs échantillons, milieu de culture, et concentration
d’NaCl sur les résultats de dénombrement des flores actinomycetes, bactériennes non
filamenteuses et fongiques, une étude statistique par logiciel SPSS version 23 a été menée. Les
résultats des tests de normalité (Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov) nous ont conduits vers
les tests non-paramétriques Kruskal Wallis et/ou Mann-Whitney. Le milieu de culture est le
seul facteur qui a manifesté un effet significatif sur le nombre des flores actinomycétes et
fongiques isolées. Le test d'activité réalisé par la technique des cylindres d'agar a permis de
mettre en évidence des zones d'inhibition pour les isolats S7, S8 et S161 contre la souche

multirésistante Staphylococcus aureus.

Mots clés : actinomycétes, écosysteme extréme, bactéries multirésistantes, activité

antibactérienne.



Abstract

Three soil samples were collected from the Et-Taref site. Based on the physicochemical
analyses, we concluded that the three soil samples have a basic pH, highly saline, moderate
humidity, and very high organic matter. All these results allowed us to classify the soil of the
Et-Taref site as an extreme ecosystem. An actinomycete isolation protocol based on 18
conditions was applied to these samples. Following this protocol, three microbial flora were
isolated : it is an actinomycete flora in addition to a non-filamentous bacterial flora and a fungal
flora. To study the effect of sample factors, culture medium, and NaCl concentration on counts
of actinomycete, non-filamentous bacterial, and fungal flora, a statistical study using SPSS
version 23 software was conducted. The results of the normality tests (Shapiro-Wilk and
Kolmogorov-Smirnov) led us to the non-parametric tests Kruskal-Wallis and/or Mann-
Whitney. The culture medium was the only factor that had a significant effect on the number
of isolated actinomycetes and fungal flora. The activity test carried out by the agar cylinder
technique revealed inhibition zones for isolates S7, S8, and S161 against the multiresistant
strain Staphylococcus aureus.

Keywords : actinomycetes, extreme ecosystem, multiresistant bacteria, antibacterial

activity.
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Introduction

La résistance aux antibiotiques et I'émergence de souches bactériennes multirésistantes
constituent un probléme clinique majeur qui représente une grave menace pour la santé
publique a I'échelle mondiale. Face a la propagation mondiale d'agents pathogénes bactériens
multirésistants, il est de plus en plus urgent de trouver de nouveaux antimicrobiens pour
traiter les infections potentiellement mortelles. Cependant, le niveau actuel d'investissement
dans le développement de ces nouveaux medicaments, en particulier dans les domaines des
médicaments derives de produits naturels et des petites molécules synthétiques. De nouveaux
agents présentant une chimie et des modes d'action innovants sont désespérément
nécessaires dans le monde entier pour lutter contre la menace pour la santé publique posée

par la résistance aux antimicrobiens (Scarafile, 2016 ; Miethke et al., 2021).

Il a été démontré depuis longtemps que les micro-organismes sont des sources de
produits naturels ayant des applications industrielles et médicales. Les micro-organismes du
sol, en particulier, ont été largement étudiés pour leur capacité a produire divers composés
tels que des enzymes et des métabolites secondaires biologiquement actifs (Daquioag et
Penuliar, 2021).

Les actinomycetes sont un groupe de bactéries a forte teneur en guanine-cytosine dans
leur ADN génomique et certaines d'entre elles sont filamenteuses avec de vrais mycéliums.
Ils sont largement répandus dans différents habitats, y compris le sol (AbdElgawad et al.,
2020).

Les actinomycetes constituent I'un des groupes bactéeriens les plus importants du sol,
reconnus comme une source d'enzymes et d'antimicrobiens commercialement importants.
Ils sont connus pour étre responsables de la production d'environ la moitié des métabolites
secondaires biologiquement actifs découverts avec des activités antimicrobiennes (Daquioag
et Penuliar, 2021).

Notre travail passe par les étapes suivantes :

v" Prélevement de trois échantillons de sol du site ET-Taref situé au niveau de la
wilaya d’Oum EIl Bouaghi ;

v Analyse physicochimique des trois échantillons ;

v' TIsolement d’actinomycétes a partir de ces échantillons sur les milieux de culture
ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl et dont le pH a été

ajusté a 8,0 ;
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v’ Etude statistique ciblant a déterminer un éventuel effet des facteurs
« échantillon », « milieu de culture » et « concentration d’NaCl » sur les flores
microbiennes isolées ;

v Une caractérisation culturale des isolats en déterminant leur aptitude a la
croissance, a la production de masse sporale et de pigments ;

v’ Et finalement, une étude de I’aptitude de certains isolats a produire des substances
antibactériennes ciblant deux bactéries de référence Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et E. coli ATCC 25922, et deux autres bactéries d’origine clinique
considérées comme multi-résistantes aux antibiotiques et identifiées également

comme appartenant aux especes Staphylococcus aureus et E. coli.
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I. Lesol

1. Définition

Le sol, un fin revétement de matériau qui s'étend sur une vaste portion de la surface
terrestre, est d'une importance capitale pour la vie humaine. Bien que cette fragile couche

terrestre ait généralement moins d'un metre d'épaisseur, elle renferme une abondance de

plantes, d'insectes et de microorganismes (Pepper et Gentry, 2015).

Partout dans le monde, nous trouvons différents types de sol avec différentes propriétés
résultant de l'interaction des facteurs de formation du sol : matériau d'origine, climat,

topographie, organismes et temps (Deyn et Kooistra, 2021).

2. La classification du sol
2.1. La classification en fonction du pH

Le pH du sol est I'un des facteurs environnementaux les plus importants qui influencent
la diversité, I'interaction, I'activité et la fonction de la communauté microbienne. L'effet
sélectif du pH du sol sur les micro-organismes est di a leurs différentes plages de pH

optimums pour la croissance et l'activité (Zhang et al., 2022).

2.1.1. Les sols acides
L'acidification du sol est causée par un certain nombre de facteurs, notamment les
précipitations acides et le dépbt de I'atmospheére de gaz ou de particules acidifiants, tels que
le dioxyde de soufre et I'acide nitrique. Cependant, les causes les plus importantes de
I'acidification des sols sur les terres agricoles sont I'application d'engrais a base d'ammonium

et d'urée, de soufre élémentaire et la croissance de légumineuses (Goulding, 2016).

2.1.2. Les sols alcalins
Un pH élevé et un pourcentage de sodium échangeable, une détérioration structurelle
due a l'alcalinité et des carences en éléments nutritifs sont des caractéristiques typiques du
sol salin-alcalin sodé. De plus, le phosphore est généralement le principal nutriment
limitant. Ainsi, des efforts intenses ont eté déployés pour contrer la salinité et ameliorer la

disponibilité du phosphore de ces sols (Li et Li, 2022).

2.2. La classification en fonction de la salinité

La salinité du sol est une mesure des minéraux et des sels qui peuvent étre dissous dans
I'eau. Dans la plupart des cas, il s’agit de : Na*, CI, Ca*™*, SO4", HCO3', K", Mg*™, NOs".

3
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L'augmentation de la salinité du sol a des effets progressifs et souvent profonds sur la
structure, le mouvement de I'eau et la diversité microbienne et végétale des sols. La salinité
du sol est mesurée en utilisant des mesures de conductivité électrique (CE) d'un extrait de
pate de sol saturé d'eau (Artiola et al., 2019). Le classement de la salinité des sols est

représenté dans le tableau 1.

Tableau 1 : Classement de la salinité des sols (Artiola et al., 2019).

Paramétre (dSm-) No_n Legere_ment Moder(_ement salin
salin salin salin
Conductivité électrique <4 4-8 8-16 >16

dSm :decisiemens per meter.
2.3. La classification en fonction de la texture minérale du sol

La texture du sol est l'une des propriétés les plus fondamentales d'un sol.
Qualitativement, le terme texture du sol décrit la "sensation™ du matériau du sol, qu'il soit
grossier et graveleux ou fin et lisse. Quantitativement, cependant, ce terme représente la
distribution mesurée des tailles de particules et les proportions relatives des différentes
gammes de tailles de particules dans un sol donné. La taille des particules de sol est divisée
en quatre groupes : gravier, sable, limon et argile. Les noms des classes de texture du sol
sont déterminés par les pourcentages massiques relatifs de particules de sable, de limon et
d'argile dans le sol (Yolcubal et al., 2004).
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Il. Les actinomycetes

1. Définition

Le nom "Actinomycetes" est dériveé du grec "atkis" (une raie) et "mykes" (champignon).
Les actinomycétes ont des caractéristiques a la fois de bactéries et de champignons.
Cependant, ils sont maintenant largement considérés comme étant plus étroitement liés aux
bactéries. La composition chimique de leur paroi cellulaire est similaire a celle des bactéries
a Gram positif mais en raison de leurs caractéristiques morphologiques (hyphes) et
culturelles bien développées, les actinomycetes ont été considérés comme un groupe bien

séparé des autres bactéries communes (Das et al., 2008).

Les actinomycétes sont des bactéries Gram-positives, généralement sporulées,
appartenant a la classe des Actinobacteria. lls sont taxonomiquement connus pour leur teneur
élevée en guanine et cytosine (G+C%) de plus de 55 % et leur morphologie de colonie de

type fongique (Daquioag et Penuliar, 2021).

2. Ecologie et distribution dans la nature

Les actinomycétes sont largement répandus dans la nature (figure 1). lls peuvent étre
repérés pratiquement dans tous les substrats naturels ; I'eau, l'air, le sol, les denréees
alimentaires, le fumier, les composts et les plantes colonisatrices (Malek et al., 2014 ;
Rahman et al., 2011).

Les actinomycetes sont largement distribués dans les écosystéemes terrestres et
aquatiques et comprennent d'importants agents pathogénes aux végétaux et aux animaux
(Goodfellow et Williams, 1983).

Les actinomycetes peuvent se développer sur les matériaux de construction dans des
endroits humides et chauds et répandre leurs spores dans l'air intérieur (Gazenko et al., 1998
; Reponen et al., 1998).
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Figure 1 : Ecologie des actinomycetes (Van der Meij et al., 2017).

3. Principaux caractéres des actinomycetes

3.1.  Morphologie

Les actinomycetes sont des bactéries capables de former des spores, appartenant a I'ordre
des Actinomycetales caractérisés par une croissance du mycélium du substrat et du mycélium
aérien. Ce sont les organismes filamenteux les plus abondants dans le sol et sont responsables
de I'odeur typiquement "terreuse” d'un sol sain fraichement retourné. Les actinomycétes
étaient appelés historiquement les champignons a rayons et on pensait qu'ils étaient
apparentés aux vrais champignons car ils formaient des tapis (mycélium) de filaments
ramifiés (hyphes). Cependant, contrairement aux vrais champignons, les actinomycétes ont
des hyphes minces (0,5 a 1,5 mm de diameétre) avec du matériel génétique enroulé a
I'intérieur sous forme d'’ADN libre (Bhatti et al., 2017).

3.2.  Physiologie de développement
3.2.1. Oxygene

De méme qu'il existe de véritables bactéries strictement anaérobies, il existe des
actinomycetes strictement anaérobies appartenant aux genres Actinomyces et

Micromonospora (Lechevalier et Lechevalier, 1967).
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La plupart des actinomycétes du sol sont des aérobies stricts. Les actinomycetes du sol
ont montré une sensibilité accrue aux concentrations élevées de CO2 et aux concentrations
faibles d'O2 (Goodfellow et Williams, 1983).

3.2.2. pH

La plupart des actinomycétes du sol se comportent comme des neutrophiles se
multipliant entre pH 5,0 et 9,0 avec un optimum proche de la neutralité. En revanche, les
actinomycetes acidophiles, qui partagent des propriétés chimiotaxonomiques et
morphologiques clés avec les streptomycétes neutrophiles, se développent dans la plage
d'environ 3,5a 6,5, avec des taux optimaux a pH 4,5 a 5,5. De méme, certains streptomycetes
thermophiles, qui forment une sous-clade d’ADNr 16S distincte qui englobe les especes
validement décrites Streptomyces thermoalcalitolerans et Streptomyces thermovulgaris, se
développent dans la plage de pH de 6,0 a 11,5 (Kim et al., 2003).

3.2.3. Température

Les actinobactéries sont majoritairement mésophiles, avec une croissance optimale a des
températures comprises entre 25 et 30°C. Cependant, les actinobactéries thermophiles
peuvent se développer a des températures allant de 50 a 60°C (Barka et al., 2015). Les
psychrophiles se développent a des températures allant de 0 a 20°C, montrant une croissance
optimale a une température inférieure a 10°C. Certaines actinobactéries psychrophiles
isolées appartiennent aux genres Arthrobacteria, Glaciibacter, Brachybacterium,

Cryobacterium, Kocuria, Frigoribacterium et Modestoacter (Hazarika et Thakur, 2020).

3.2.4. Activité de I’eau

A une aw 0,86, des microcolonies se sont formées dans la plupart des cultures
d'actinomycetes. Dans certains cas, le mycélium aérien a été observé. Alors qu’a une aw
0,98, toutes les cultures étudiées formaient des colonies normales et produisaient des spores.
En plus, le taux de colonisation était de trois ordres de grandeur plus élevé qu'a des niveaux
d'humidité plus faibles. Aussi, les spores d'actinomycetes peuvent germer a aw 0,50, alors
gue aw 0,98 est I'numidité optimale pour le développement de tous les actinomycétes. Ce
n'est qu'a aw 0,98 que tous les actinomycetes ont terminé leur cycle de développement, y
compris la formation de spores (Zvyagintsev et al., 2005).



Revue bibliographique

3.2.5. Tolérance au NaCl

Les microorganismes halophiles sont classés en halophiles extrémes (se développent
mieux dans des milieux contenant 2,5 a 5,2 M de sel), halophiles extrémes (qui se
développent préferentiellement dans des milieux contenant 1,5 a 4,0 M de sel) et halophiles
moderés (qui se développent préférentiellement dans des milieux contenant 0,5 a 2,5 M de
sel). Alors que les halotolérants sont ceux qui ne présentent pas un besoin absolu de sel pour
leur croissance mais poussent bien jusqu’a des concentrations de sel souvent tres €élevées et

tolerent au moins 100 g/l de sel (équivalenta 1,7 M NaCl) (Hamedi et al., 2013).

4. Caractéres culturaux

Les colonies formées par les actinomycétes dans les cultures de surface peuvent étre

grossiérement attribuées a I'un des trois types suivants :

v' Le premier type est constitué de colonies pateuses rugueuses ou lisses qui peuvent
étre facilement détachées du milieu solide. Ceux-ci sont rarement recouverts de
mycélium aérien et sont généralement formés par des actinomycétes a phase
mycélienne transitoire.

v" Le deuxieme type comprend des colonies comme celles de Sporichthya, qui sont
presque dépourvues de mycélium de substrat et comprennent des hyphes aériens
attachés au milieu par des crampons spéciaux.

v' Le troisieme type est constitué de colonies compactes portant généralement des
hyphes aériennes et fermement attachées au milieu par les hyphes du mycélium de
substrat. Ce type se trouvent généralement chez les actinomycetes qui ont un stade

mycélien persistant (Kalakoutskii et Agre, 1976).

5. Développement des actinomycétes

5.1.  Formation de mycélium de substrat et aérien
La croissance d’actinomycetes est caractérisée par la formation de fils et de batonnets
normalement ramifiés, donnant fréquemment naissance a un mycélium typique, surtout
pendant les premiers stades de croissance. Généralement non cloisonnés, les hyphes peuvent
devenir cloisonnés dans des conditions particuliéres. Le mycélium peut étre végétatif se
développe dans le substrat, ou aérien se développant au-dessus de la croissance végétative
(Mahajan et Balachandran, 2012).
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5.2. Formation des spores
5.2.1. Lesendospores

Selon leur mode de formation, les spores formées par les actinomycetes peuvent étre
endogeénes (endospores) ou exogenes (exospores). La formation d’endospores
thermorésistantes a l'intérieur du cytoplasme des hyphes parents a été étudiée chez les
actinomycetes  thermophiles  Thermoactinomyces et  Thermoflavimicrobium.
Structurellement, il suit essentiellement la méme séquence decrite pour la formation de
spores dans d'autres bactéries a Gram-positives. Certaines différences dans la régulation de
la formation des spores existent probablement, a en juger par I'emplacement final des spores
sur le mycélium. Chez T. vulgaris, les spores résident souvent dans les hyphes et sont
partiellement expulsées au cours de la formation et de la maturation (Kalakoutskii et Agre,
1976).

5.2.2. Les exospores

La sporulation chez les actinobactéries se produit par la formation d'exospores : de
nouvelles cellules sont produites par division cellulaire, qui subissent ensuite une
différenciation morphologique en spores matures. La forme de sporulation la mieux
caractérisée au sein des actinobactéries est constituée par les longues chaines d'exospores
produites par les Streptomyces vivant dans le sol et I'océan. Streptomyces se développe
végeétativement par extension et ramification de la pointe. Des hyphes aériens s'étendent vers
le haut de la surface de la colonie et subissent une division cellulaire synchrone pour
convertir les hyphes aériens multinucléées en dizaines de spores unigénomiques
(Beskrovnaya et al., 2021). La figure 2 représente des dessins schématiques des différents

types de chaines de spores produites par les actinomycetes.
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Actinoplanes Pilimelia Spirilospora Streptosporangium
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Figure 2 : Dessins schématiques des différents types de chaines de spores produites par les
actinomyceétes (Barka et al., 2015).

W

6. Importance des actinomycétes
6.1.  Dans le domaine pharmaceutique

Les actinomycetes sont des bactéries du sol a Gram positif qui produisent des produits
naturels pharmaceutiquement importants en tant que métabolites secondaires. Chaque
souche contient plus de 30 groupes de génes biosynthétiques putatifs pour les métabolites

secondaires (kato et al., 2022).

Les actinomycetes et les champignons sont utilisés dans une variété de métabolites
comme ressource de composes bioactifs uniques dans le domaine médical et les industries.
Les actinomyceétes, avec leurs métabolismes distincts et leurs capacités enzymatiques et
génomiques, peuvent étre en mesure de fournir de nouveaux produits chimiques bioactifs
antimicrobiens, ainsi que des fragments structurels uniques que les chimistes peuvent

modifier pour fabriquer d'autres composés précieux (Shahbaz et al., 2023).
6.2.  Agriculture

Les actinomyceétes représentent une forte proportion de la biomasse microbienne du sol.
Ils ont la capacité de produire une grande variété d'hydrolases extracellulaires qui leur

conferent un rdle important dans la décomposition de la matiere organique du sol. En plus
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de leur fonction active dans la décomposition, les actinomycétes semblent avoir une

importance parmi la flore microbienne de la rhizosphere (Valois et al., 1996).

7. Facteur influencant la croissance des actinomycétes dans le sol salin
7.1.  NaCl

La domination des actinomycétes moderément halophiles, alcaliphiles et
haloalcaliphiles, qui poussent bien sous 5% de NaCl et pH 8-9, est une caractéristique
specifique des complexes actinomycetes dans les sols salins. Des représentants des genres
Streptomyces et Micromonospora ont été trouvés parmi les actinomycetes haloalcaliphiles.
Les Micromonospora ont démontré une capacité d'adaptation plus faible que les

Streptomyces aux fortes concentrations de sel (Zvyagintsev et al., 2009).
72. pH

Le pH est un facteur environnemental majeur déterminant la distribution et I'activité des
actinomycetes du sol. Les neutrophiles sont moins nombreux dans les sols acides en dessous
de pH 5,0, tandis que les streptomycetes acidophiles et acidoduriques sont nombreux dans
les sols acides. (Dilip et al., 2013). Le nombre de bactéries mycéliennes isolées des sols
salins sur le milieu a pH 9,0 était supérieur a celui sur le neutre (pH 7,2) (Zenova et al.,
2011).

7.3.  Humidité

Les actinomycetes sont connus pour étre plus résistants a I'assechement du sol que les
autres bactéries. Les exospores des streptomycetes restent viables aprés séchage complet.
Les spores des sporanges des Actinoplanes peuvent étre maintenues pendant de longues
périodes dans des échantillons de sol et de feuilles séchés. Dans les régions arides, les
actinomycetes représentent 25 % de toutes les bactéries du complexe des procaryotes du sol
(Zviagintsev et al., 2007).

8. Taxonomie et classification

L'application généralisée de la taxonomie polyphasique a conduit a des changements
radicaux dans la classification des procaryotes, y compris les actinomycetes, comme l'illustre
la classification actuelle du phylum des actinobactéries, comme indiqué dans le Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (Nouioui et al., 2018). Le tableau 2 présente la

classification des actinomyceétes.

11



Revue bibliographique

Tableau 2 : La classification des actinomyceétes (Goodfellow, 2012).

Domaine Bacteria

Phylum Actinobacteria

Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria, Thermoleophilia
Actinomycetales, Streptomycetales, Actinopolysporales,
Bifidobacteriales, Catenulisporales, Corynebacteriales, Frankiales,
Ordres Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, Micrococcales,
Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales,
Streptosporangiales

Classes

Familles Actinomycetaceae, Streptomycetaceae
Actinomyces, Mobiluncus, Actinobaculum, Trueperella,
Genres Arcanobacterium, Varibaculum, streptomyces, kitasatospora,

streptoverticillium

I11.Métabolite secondaire produit par les actinomycetes

1. Enzymes

Les enzymes catalysent des réactions biochimiques dans les cellules. Elles peuvent étre
classées en plusieurs groupes en fonction des réactions biochimiques qu'elles effectuent.
L'importance de la fonction enzymatique se refléte dans le fait que méme les organismes les
plus simples possedent des centaines d'enzymes dans une cellule vivante catalysant des

réactions clés qui sont essentielles a la vie (Mohan et Prasad, 2017).

2. Antifongiques

Les substances antifongiques sont actuellement utilisées principalement dans trois
domaines : la thérapeutique humaine et vétérinaire (agents antifongiques systémiques ou
topiques), I'industrie alimentaire (conservateurs) et I'alimentation animale pour la prévention
et le traitement des attaques fongiques sur les végétaux, les structures en bois ou d'autres
matériaux. Ces substances antifongiques proviennent de deux sources : il s'agit soit de
métabolites secondaires de divers microorganismes, soit de synthese chimique. Les
antifongiques d'origine  microbiologique actuellement utilisés en clinique sont
principalement de structure polyénique, en particulier I'amphotéricine B et la nystatine
(Bastide et al., 1986).

12



Revue bibliographique

3. Antibiotiques

3.1  Définition
Un antibiotique est une substance biologique qui peut étre produite par des
microorganismes ou synthétisée chimiquement, utilisée pour tuer les bactéries. Il peut
également empécher la croissance de certains types d'organismes. Le terme « antibiotique »
est utilisé pour son action contre les bactéries (Kassah, 2020).

3.2 Historique
Les premiers antibiotiques aient été identifiés pour la premiere fois dans des laboratoires
universitaires tels que ceux d'Alexander Fleming (pénicilline) et Selman Waksman
(streptomycine) (Bush, 2004).

Les antibiotiques ont été découverts avant les sulfamides, mais pendant 12 ans, ils ont
suscité peu d'intérét. En 1928, Alexander Fleming, un bactériologiste écossais réservé, a
laissé une culture de staphylocoques exposée dans son laboratoire du St Mary's Hospital de
Londres pendant ses vacances. A son retour, Fleming a remarqué de la moisissure dans la
boite de Pétri, ainsi qu'un espace important entre les staphylocoques et la moisissure bleue,
verte et tachetée ; il a constaté que quelque chose dans la moisissure attaquait les bactéries.
Fleming a identifié la moisissure comme Penicillium notatum. Il a cultivé la moisissure dans
un bouillon, I'a filtrée et a découvert dans le filtrat une substance étonnante qui détruisait les
bactéries. Il a nommeé cette découverte la pénicilline. Fleming n'a pas pu purifier lui-méme
la pénicilline, et il n'a pas recu beaucoup d'aide de la part des autres. Un autre grand
scientifique, Selman A. Waksman, a donné le nom "antibiotiques" aux produits chimiques
produits par les micro-organismes du sol, y compris les champignons, et qui détruisent ou
ralentissent la croissance d'autres microbes. Inspiré par le potentiel de la pénicilline,

Waksman a continué a explorer et a développer les antibiotiques (Hoel et Williams, 1997).
3.3 Notions générales

3.3.1 Propriétés

3.3.1.1 Activité bactériostatique ou bactéricide
Les activités bactériostatiques (capacité du biomatériau a inhiber la croissance des
bactéries) et bactéricides (capacité a tuer plus de 99,9 % des bactéries) (Kazimierczak et al.,
2022). Les antibiotiques ont été définis comme bactéricides et bactériostatiques selon une
classification tirée d'un grand manuel de maladies infectieuses. La distinction entre les

antibiotiques bactéricides et bactériostatiques est un concept efficace pour discriminer les
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antibiotiques qui tuent les bactéries « bactéricides » des antibiotiques qui inhibent la
croissance bactérienne, c'est-a-dire « bactériostatiques ». Le concept intuitivement
compréhensible entre les deux groupes d'antibiotiques suggere que les médicaments
bactéricides ont une action antibactérienne plus puissante et sont capables de tuer les
bactéries. En revanche, les antibiotiques bactériostatiques sont supposés nécessiter des
cellules phagocytaires pour éliminer définitivement les bactéries et sont donc considérés
comme moins efficaces sans une réponse immunitaire efficace (Nemeth et al., 2015). Le

tableau 3 présente les antibiotiques bactéricides et les antibiotiques bactériostatiques.

Tableau 3 : Les antibiotiques bactéricides et les antibiotiques bactériostatiques (Nemeth et al., 2015).

Bactéricide Bactériostatique
Aminoglycosides Glycylcyclines
B-lactamines Lincosamides
Fluoroquinolones Macrolides
Glycopeptides Oxazolidinones
Lipopeptides Streptogramines
Nitroimidazoles et nitrofuranes Sulfamides

3.3.1.2 Spectre d’activité

Le spectre antibactérien d’un antibiotique est congu a caractériser 1’activité
microbiologique d’un antibiotique sur une espéce bactérienne en tenant compte des
résistances naturelles et acquises. L’établissement de ce spectre est une étape essentielle des
études préalables a la mise sur le marché d'un antibiotique. L’activité microbiologique d’un
antibiotique sur une espéce bactérienne est évaluée principalement par la mesure in vitro de
sa concentration minimale inhibitrice (CMI). La distribution des CMI dans un panel
représentatif des souches sauvages d’une espéce bactérienne permet d’évaluer ’activité de
base d’un antibiotique sur cette espéce. Cette activité dépend de la présence ou de I'absence
de mécanismes naturels de résistance et de leur niveau d’expression. Cette résistance
naturelle, présente dans toutes les souches d’une espece bactérienne donnée peut
s’additionner de résistances acquises dont le dépistage est la principale justification de

I’antibiogramme (Cavallo et Mérens, 2008).

3.3.2 Reésistance bacterienne aux antibiotiques
Une souche microbienne ou une bactérie sont dites résistantes lorsqu'elles supportent
une concentration d’antibiotique remarquablement plus élevée que celle qui inhibe le
développement de la plupart des autres souches de la méme espéce ou des individus de la
méme culture (Guillot, 1989). Il existe deux origines fondamentales de résistance

bactérienne aux antibiotiques, naturelle et acquise (Bouyahya et al., 2018).
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3.3.2.1 Résistance naturelle

C’est une résistance intrinséque, courante dans la population, principalement due a la
présence de genes spécifiques. Elle se caractérise par des modifications structurales, dans le
cas de la membrane externe des bactéries a Gram négative, et métabolique, dans le cas du
bacille de la tuberculose résistante & un grand nombre d’antibiotiques en s’opposant a
I’action des antibiotiques par le biais de son métabolisme original. Les génes de résistance

sont exprimés soit d’une maniére constitutive ou bien induite (Bouyahya et al., 2018).

3.3.2.2 Résistance acquise

Elle est due a des changements du profil d'expression du gene par le biais de mutations
ponctuelles ou acquises. Grace a ce processus, les bactéries partagent des informations
génétiques les unes avec les autres, ce qui leur donne une grande capacité d'adaptation aux

milieux environnementaux dans lesquels elles vivent (Bouyahya et al., 2018).

3.3.2.3 Mutations chromosomiques
Elles peuvent se produire spontanément lorsque I'ADN est dupliqué (en I'absence d'un
véritable systéeme de réparation). Cette marque génétique est a l'origine de protéines

biochimiquement modifiées (Bouyahya et al., 2018).

La résistance est habituellement due a une mutation de I'ADN qui affecte en particulier

le mécanisme d'action d'un antibiotique ou d'une famille d'antibiotiques (Guillot, 1990).

3.3.2.4 Transfert des génes

Les especes microbiennes partagent des éléments génétiques les unes aux autres de fagon
perpétuelle. Cet échange est désigné sous le terme de transfert horizontal de matériel
génétique. Ce transfert est généralement réalisé grace a trois phénomeénes essentiels :

v Transduction : transfert des genes par bactériophage.

v Transformation : intégration par une bactérie de fragments d’ADN libérés par d'autres

bactéries.
v’ Conjugaison : transfert des fragments par plasmides conjugatifs.

Le transfert horizontal de génes a entrainé une résistance a différentes classes
d'antibiotiques tels que les aminoglycosides, les céphalosporines et les fluoroquinolones
(Bouyahya et al., 2018).
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3.3.3 Mécanisme d’action de I’antibiotique

Les antibiotiques sont classés en fonction de leur interaction avec les fonctions
cellulaires essentielles, ce qui constitue le principe fondamental pour inhiber la croissance
bactérienne. Ils agissent sur diverses cibles cellulaires, notamment : la réplication de I'ADN,
la synthése de I'ARN, la synthese de la paroi cellulaire et la synthése des protéines. Un
processus complexe qui commence par l'interaction physique de la molécule et ses cibles
spécifiques et implique des changements biochimiques, moléculaires et structurels (Procopio
etal., 2012).

3.3.3.1 Réplication de I'ADN

La mort cellulaire provoquée par les antibiotiques est associée a la formation de ruptures
d'ADN double brin apres un traitement avec des inhibiteurs de I'ADN gyrase. Le traitement
par les quinolones génere des ruptures d'’ADN double brin qui sont piégées par des
topoisomérases liées de maniére covalente, ce qui compromet leurs fonctions (mais de
maniere réversible). Lorsqu'un complexe quinolone-topoisomérase-ADN se forme, la
machinerie de réplication de I'ADN est arrétée au niveau des fourches de réplication, ce qui
entraine une inhibition de la synthése de I'ADN (Kohanski et al., 2010).

3.3.3.2 Synthese d'ARN

L'ARN polymérase ADN-dépendante joue un r6le essentiel dans la régulation de
I'expression des genes des organismes procaryotes en facilitant le processus de transcription.
Cette enzyme, constituée de plusieurs sous-unités, est non seulement indispensable, mais
présente également d'autres caractéristiques qui en font une cible attrayante pour le

développement d'inhibiteurs antibactériens (Chopra et al., 2002).

3.3.3.3 Synthese de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire bactérienne est constituée de peptidoglycane, qui aide a maintenir la
pression osmotique, conférant la capacité de survivre dans divers environnements. La
biosynthése du peptidoglycane comporte trois étapes : la premiére étape se produit dans le
cytoplasme, ou des précurseurs de faible poids moléculaire sont synthétisés. Dans la
deuxiéme étape, la synthése de la paroi cellulaire est catalysée par des enzymes liées a la
membrane. Dans la troisieme étape, I'antibiotique agit en empéchant la polymérisation des
glycanes necessaires a la synthése de la paroi cellulaire. Plus spécifiquement, les

antibiotiques béta-lactamines se lient aux transpeptidases, empéchant leur activité normale
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et perturbant ainsi la formation adéquate de la paroi cellulaire bactérienne (Procopio et al.,
2012).

3.3.3.4 Synthese des protéines

Les médicaments inhibant la synthése des protéines appartiennent a deux classes
principales : les inhibiteurs de la sous-unité 50S et les inhibiteurs de la sous-unité 30S. Les
inhibiteurs de la sous-unité 50S agissent en bloguant physiquement soit I'initiation de la
traduction des protéines, soit la translocation des peptidyl-ARNTt. Les inhibiteurs de la sous-
unité 30S incluent des familles d'antibiotiques tels que les tétracyclines et les aminocyclitols
(spectinomycine). Les tétracyclines agissent en bloquant I'accés des aminoacyl-ARNt au
ribosome. La spectinomycine, quant a elle, perturbe la stabilité de la liaison du peptidyl-
ARNLt au ribosome en inhibant la translocation catalysée par le facteur d'élongation, mais

n'entraine pas d'erreur de traduction des protéines (Kohanski et al., 2010).

3.3.3.5 Membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique agit comme une barriére de diffusion a I'eau, aux ions et
aux nutriments. Les systemes de transport sont composés principalement de lipides, de
protéines et de lipoprotéines. La daptomycine s'insére dans la membrane cytoplasmique des
bactéries de maniere dépendante du calcium, formant des canaux ioniques, déclenchant la
libération du potassium intracellulaire. Plusieurs antibiotiques peuvent provoquer une
rupture de la membrane. Ces agents peuvent étre divisés en agents cationiques, anioniques

et neutres (Procopio et al., 2012). La figure 3 présente les cibles d'action des antibiotiques.

(D Inhibition de la synthése Cé) Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

B = —

(3) Inhibition de 1a . I S
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mecanismes

Figure 3 : Cibles d’action des antibiotiques (Kassah, 2020).

3.4 Production des antibiotiques

3.4.1 Antibiotiques produits par les actinomycetes
Les actinomycetes ont été l'une des sources les plus prolifigues de nouveaux

antibiotiques, y compris les classes de médicaments antimicrobiens les plus importantes

17



Revue bibliographique

telles que les b-lactamines, les tétracyclines, les rifamycines, les aminoglycosides, les
macrolides et les glycopeptides (Genilloud, 2017).

Parmi les actinomycetes, le groupe des streptomycetes est considéré comme
économiquement important car sur environ plus de 10 000 antibiotiques connus, 50 a 55 %

sont produits par ce genre (Subramani et Aalbersberg, 2012).

Les espéces appartiennent au genre Streptomyces constituent 50% de la population totale
d'actinomycetes du sol et sont bien connues pour produire une variété de métabolites
secondaires bioactifs, notamment des antibiotiques, des immunomodulateurs, des

médicaments anticancéreux, des médicaments antiviraux, des herbicides et des insecticides

(Rahman et al., 2011).

Plusieurs antibiotiques sont produits par les actinomycetes a savoir dans le tableau 4.

Tableau 4 : Exemples d’antibiotiques produits par les actinomycétes.

Antibiotiques

Espeéces productrice

Référence

Les rifamycines

Amycolatopsis mediterranei

L’érythromycine

Saccharopolyspora
erythraea

La teicoplanine

Actinoplanes
teichomyceticus

La vancomycine

Amycolatopsis orientalis

La gentamicine

Micromonopsora purpurea

(Tiwari et Gupta, 2012)

L’actinorhizien (Act),
I'undécylprodigiosine
(Red), calcium (Cda) et le
méthylénomycine codée par
plasmide (Mmy)

Streptomyces coelicolor

(Zhu et al., 2014)

La streptothricine

Streptomyces roseolilacinus

(Terekhova et al., 1991)

La streptomycine

Streptomyces griseus

(Ohnishi et al., 2008)

Le chloramphénicol

Streptomyces venezuelae

(Ptachetka et al., 2021)

Les tétracyclines

Streptomyces viridifaciens

(Girard et al., 2014)

Les érythromycines

Saccharopolyspora
erythraea

(Lu et al., 2020)

La néomycine

Micromonospora chalcea et
Streptomyces fradiae

(Salauze et al., 1991)

La novobiocine

Streptomyces niveus

(Mitchell et al., 1990)

L’oléandomycine

Streptomyces antibioticus

(Zhuravleva et al., 1982)

La nystatine

Streptomyces noursei

(Jonsbu et al., 2001)

La daptomycine

Streptomyces roseosporus

(Chu et al., 2022)
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3.5  Origine des antibiotiques
Les antibiotiques étaient a l'origine plutdt d'origine naturelle (pénicilline, macrolides,
synergistines, aminoglycosides, tétracyclines), c'est-a-dire produits par des bactéries ou des
champignons, la plupart sont désormais semi-synthétiques ou synthétiques. Quoi qu'il en
soit, méme les antibiotiques naturels ne sont normalement destinés qu'a des effets trés locaux
et ne sont pas indemnes de toxicité. Il est donc intéressant de savoir si I'on peut trouver des
antibiotiques dans I'environnement, sachant que 100 000 tonnes d'antibiotiques sont utilisées

chaque année a I'échelle mondiale (Misery, 2019).
3.6  Classification des antibiotiques
3.6.1 Classification des antibiotiques en fonction de leur spectre d’activité

Les antibiotiques sont classés en fonction de leur spectre d’action notamment en :

antibiotiques a spectre étroit et antibiotiques a large spectre (Lipsett et al., 2021).

Les antibiotiques a large spectre ont été utilisés pour lutter contre un large éventail
d'infections bactériennes (amoxicilline/acide clavulanique, céphalosporines). Parmi les
antibiotiqgues a spectre étroit, on compte : [l'azithromycine, la doxycycline, le
sulfaméthoxazole/triméthoprime ou I'aminopénicilline (Hajiahmadi et al., 2019 ; Joyner et
al., 2022).

La sensibilité et la résistance chez les especes bactériennes a un antibiotique, représenté

dans la figure 4, est réparti en trois sections :

> Les « especes habituellement sensibles » comprennent les espéces naturellement
sensibles et les espéces modérément sensibles qui ont moins de 10 % de résistance acquise.
Les espeéces modérément sensibles (ou naturellement intermédiaires), du fait de 1I’expression
a bas niveau d’un mécanisme de résistance naturel, sont désignées par un sigle spécifique

permettant de les identifier au sein du groupe ;

> Les « espéces inconstamment sensibles » comprennent les especes dont la résistance
acquise peut étre un probléme thérapeutique. Elle regroupe toutes les especes sensibles ou

modérément sensibles dont le taux de résistance acquis est supérieur ou égal a 10 % ;

> Les « espéces naturellement résistantes » comprennent les espéces ayant des CMI de

souches sauvages supérieures a la concentration critique élevée (Cavallo et Mérens, 2008).
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Spectre d'activité d'un antibiotique : classification d'une espéce

bactérienne

Section 1
Espéces
habituellement
sensibles

Section 2
Espéces
inconstamment
sensibles

* Espéces sensibles
ou modérément

Section 3
Espéces
naturellement
résistantes

* Espéces sensibles
ou mederément

Espéces présentant
une résistance

A naturelle de haut
sansibles sensibles e
* Taux de résistance * Taux de résistance

acguise <10% acquise  10%

Figure 4 : Principes de la classification des espéces au sein du spectre d’activité
antibactérienne d’un antibiotique (Cavallo et Mérens, 2008).

3.6.2 Classification en fonction du mode d’action

La famille des aminoglycosides, a I'exception de la spectinomycine, est la seule classe
d'inhibiteurs de ribosomes connus pour provoquer une mauvaise traduction des protéines.
En ce qui concerne les autres classes d'antibiotiques bactéricides, les quinolones ciblent la
réplication et la réparation de I'ADN en liant I'ADN gyrase complexée a I'ADN, ce qui
entraine la formation de cassures d’/ADN double brin et la mort cellulaire. Les inhibiteurs de
la synthése de la paroi cellulaire, tels que les béta-lactames qui se lient sur des protéines
cibles de la membrane cytoplasmique appelées protéines de liaison a la pénicilline (PLP).
En effet, les PLP possedent des activités enzymatiques vitales (exemple : transpeptidases)
nécessaire a la synthése du peptidoglycane. La liaison des béta-lactames a ces PLP perturbe
la synthese de la paroi cellulaire et entraine la lyse et la mort cellulaire. Un autre type
d'inhibiteur, la rifamycine, agit en tant qu'inhibiteur de I'ARN polymérase (Kohanski, 2007).

3.6.3 Classification des antibiotiques
Les principales familles des antibiotiques sont : Les b-lactamines, les aminosides, les

macrolides, les tétracyclines, les quinolones et les glycopeptides.

3.6.3.1 B-lactamines

Les b-lactamines sont la classe d'antibiotiques la plus largement utilisée. Depuis la
découverte de la benzylpénicilline dans les années 1920, des milliers de nouveaux dérivés
de la pénicilline. Des béta-lactamines similaires, notamment les céphalosporines, les
céphamycines, les monobactames et les carbapénemes, ont été identifiés, totalisant ainsi un

nombre considérable de découvertes. Chaque nouvelle classe de b-lactamines a été
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développée soit pour augmenter le spectre d'activité afin d'inclure des espéces bactériennes
supplémentaires, soit pour traiter des mécanismes de résistance spécifiques apparus dans la
population bactérienne ciblée. La résistance aux b-lactames est principalement due aux
enzymes b-lactamases produites par des bactéries qui hydrolysent le cycle b-lactame,

inactivant ainsi le médicament (Bush et Bradford, 2016).

3.6.3.2 Aminosides

Les aminosides sont les principaux antibiotiques indiqués en particulier dans le
traitement des infections a bacilles & Gram négatif. Elles ont une grande efficacité clinique,
mais leur toxicité n'est pas négligeable. Les différents aminosides disponibles en
thérapeutique sont la gentamicine, I’amikacine, la tobramycine et la netilmicine. La
streptomycine est également toujours utilisée dans le traitement de la tuberculose (Venisse
et Boulamery, 2011).

3.6.3.3 Macrolides

Les macrolides sont une classe d'antibiotiques bactériostatiques qui inhibent la synthese
des protéines en se liant au ribosome bactérien, avec un large spectre d'activité contre de
nombreuses bactéries a Gram-positives et certaines bactéries a Gram-négatives (Reijnders
et al., 2020).

De nombreux macrolides ont été découverts qui présente des propriétés
pharmaceutiques, leur donnant un potentiel en tant que médicaments antibiotiques,

antiviraux, antiparasitaires, antimycosiques ou immunosuppresseurs (Lenz et al., 2021).

3.6.3.4 Tétracyclines

Les premiers médicaments de la classe des tétracyclines ont été découverts a la fin des
années 1940, isolés de Streptomyces spp. Trois nouveaux antibiotiques de la classe des
tétracyclines, I'éravacycline, I'omadacycline et la tigécycline, ont été approuvés au cours des
15 derniéres années. Ces médicaments présentent un large spectre d'activité in vitro contre
les pathogenes a Gram-positifs et a Gram-négatifs, y compris de nombreuses souches

résistantes aux médicaments (Laplante et al., 2022).

3.6.3.5 Quinolones
Les quinolones possédent de fortes propriétés bactéricides en raison de leur capacité a
dérouler I'ADN bactérien. Le déroulement de I'ADN bactérien se produit par I'attaque des

quinolones sur les enzymes topoisomérases (Ali et al., 2017). Les quinolones inhibent la
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synthese d’ADN des bactéries en perturbant la topoisomérase bactérienne de type Il, inhibant
I'activité catalytique de I'ADN gyrase et de la topoisomérase IV (Pham et al., 2019). Elles
possédent un large éventail d'activités pharmacologiques anticancéreuses, antibactériennes,

antifongique, antiprotozoaire, antivirale et anti-inflammatoire (Dhiman et al., 2019).

3.6.3.6 Glycopeptides
Les glycopeptides sont un groupe de produits naturels et de peptides glycosylés semi-
synthétiques qui présentent une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positifs

par inhibition de la synthese de la paroi cellulaire (Zeng et al., 2016).

Les glycopeptides actuellement connus sont la vancomycine, la ristocétine ou
I'avoparcine. Bien que tous les glycopeptides partagent une structure heptapeptidique
similaire (Parenti, 1988).

IV. Les molécules antibactériennes des actinomycetes a partir des différents

écosystemes

1. Actinomyceétes isolés a partir des eaux et sédiments marins

Un groupe diversifié de souches d'actinomyceétes a été isolé dans des régions inexplorées
de sédiments de mangrove. Différents isolats appartenant au genre Streptomyces ont révélé
une activité antibactérienne a large spectre contre Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline (MRSA) et les bactéries a Gram négatif Klebsiella pneumoniae (Govindarajan et
al., 2021). D’autres souches de Streptomyces isolées de sediments marins ont montré des
activités antibactériennes significatives contre des souches multirésistantes appartenant

Proteus mirabilis, Streptococcus pyogenes et Escherichia coli (Skariyachan et al., 2017).

Des actinomyceétes halotolérants et halophiles ont été isolés a partir d'échantillons de
sédiments produisant des métabolites antibactériens ont été étudiés a partir de sédiments
d'étangs au niveau de saline. Le groupe dominant était composé de Streptomyces spp.
D’autres étant des actinomycétes rares, a savoir : Nocardiopsis, Micromonospora et Kocuria
spp. Plus de 50 % des isolats ont montré une activité antibactérienne contre un ou plusieurs
agents pathogénes humains tels que : Staphylococcus aureus, Staphylococcus citreus et
Vibrio cholerae (Ballav et al., 2015).

2. Actinomyceétes isolés a partir des eaux et des lacs salés
Durant une étude, une collection de quarante actinomycétes halophiles isolés a partir
d'échantillons d'eau et de boue du lac salé de Kalar Kahar, chaine de sel, au Pakistan, a été
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examinée pour étudier leur potentiel antimicrobien contre des agents pathogenes bactériens
multi-résistants responsables de la pneumonie associée a la ventilation mécanique (PAVM).
Les résultats indiquent que la plupart des isolats (90 %) font partie du genre Streptomyces.
La plupart des isolats ont montré une activité antimicrobienne remarquable contre les
bactéries responsables de la PAVM, notamment contre Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Enterobacter et Acinetobacter spp. Selon I'étude, ces actinomycétes halophiles sont une

source prometteuse de composés bioactifs (Aslam et Sajid, 2016).

3. Actinomyceétes isolés a partir des eaux douces

Des études sur des souches d'actinomycétes d'eau douce appartenant aux genres
Saccharopolyspora et Actinosynnema ont révéelé un immense potentiel en tant que source de
nouveaux composés antibactériens ciblant plusieurs souches bactériennes : Bacillus pumilus,
Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, et Pseudomonas

aeruginosa (Sibanda et al., 2010).

Une autre étude faite sur des actinomycetes, appartenant principalement au genre
Streptomyces, isolés a partir d'échantillons de sédiments des riviéres et des lacs, a montré
leur aptitude a produire des molécules bioactives ayant une activité antimicrobienne contre

Bacillussubtilis et Candidaalbicans (Leiva et al., 2004).

4. Actinomycétes isolés a partir des sols

Les actinomycetes peuplent différent type de sol ; en particulier le sol rhizosphérique.
Plusieurs souches appartenant aux genres Streptomyces, Micromonospora, Pseudonocardia,
Actinomadura et Nocardia ont été isolées a partir de différents sols rhizosphériques d'écorce,

de palmier, d'olivier et de foréts cotieres (Trabelsi et al., 2016).

Une étude visant a isoler les actinomyceétes halophiles rares des sols hypersalins et a
explorer leurs capacités a produire des molécules antibactériennes d’intérét. Les
actinomycetes isolés appartiennent aux genres rares Actinopolyspora et Nocardiopsis dont
une activité antibactérienne élevée a été observée contre Bacilluscereus, Bacillussubtilis,

Micrococcusluteus et Staphylococcusaureus (Menasria et al., 2022).
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1. Le site de prélévement

Guerrah et Tarf (Guerrah et Tarf) est un/une sebkha (s) (class H - hydrographique) en
Wilaya d'Oum el Bouaghi (figure 5), Algérie (Africa), Guerrah et Tarf est situé & 858 métres
daltitude. Les coordonnées géographiques sont 35°40'0" N et 7°7'60" E en DMS (degrés,
minutes, secondes) ou 35.6667 et 7.13333 (en degrés décimaux) (site Internet 1).
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Figure 5 : La photo-satellite du site Guerrah Et Tarf (site Internet 1).

2. Le prélevement

L'échantillonnage a été fait selon la méthode de Ponchon et Tardieux, (1962). Trois
échantillons ont été prélevés a partir du site Guerrah Et Tarf. Aprés avoir écarté les cing
premiers centimétres du sol en surface, les prélévements sont réalisés a une profondeur de 5 a
15 centimétres. Sur une feuille aluminium stérile, un premier tri est réalisé¢ permettant d’écarter
les gros débris et les petites pierres et les racines. Environ 500 & 600 g de sol sont collectés puis
déposés a I’aide d’une spatule stérile dans un bocal en verre préalablement stérilisé et
correctement étiquetés (Djaballah, 2021).

Les échantillons ET1, ET2 et ET3 prélevés ainsi que le site de prélevement Et Taref sont
représentés par la figure 6 et la figure 7.
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Figure 6 : Les photographies des prélévements des trois échantillons de sol & partir du site Et
Taref.

Figure 7 : La photographie des zones de prélevement des échantillons de sol & partir du site Et
Taref.

3. Les analyses physicochimiques des échantillons de sol
3.1 LamesuredupH
Le pH a été mesurés sur des suspensions sol-eau au rapport (1/2,5 ; P/V) est préparée en
mélangeant dix grammes de sol dans 25 ml d’eau distillée. Apres 30 minutes d’agitation suivis
de 20 minutes de repos, la mesure du pH est effectuée avec un pH-métre (Nijimbere et al., 2020
; EI Oumlouki, 2014).

3.2  Lamesure de la conductivité électrique (CE 1/5¢™¢)

La conductivité électrique 1/5°™ (CE), elle est déterminée par conductimétre et elle est
exprimée en (mS/cm). La conductivité électrique a été mesurée sur des suspensions sol-eau au
rapport 1/5 (P/V). Les suspensions ont été préparées en mélangeant vingt grammes (20g) de
dans 100 ml d’eau distillée. Apres une période d’agitation (une heure) suivie d’une période de
repos durant 30 min, les suspensions sont décantées dans un bécher pour étre analysées
(Nijimbere et al., 2020).
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3.3  La mesure du pourcentage d’humidité
Cing a dix grammes de sol sont séchés dans un four Pasteur réglé a une température de 105

°C jusqu’a obtention d’un poids constant (Lee et Hwang, 2002).

L'humidité du sol sera définie selon I’équation suivante :

H-PS
PH

P
% H= x100

PH : poids humide du sol ; PS : poids sec du sol ; % H : pourcentage d’humidité.

3.4  Lamesure du pourcentage de la matiere organique

Pour déterminer la teneur en matiére organique, les échantillons de sol séchés sont incinérés
a 450°C pendant 16 h. La teneur en matiere organique a été calculée comme la différence
moyenne entre le poids sec et le poids des cendres par rapport au poids sec pour chaque

échantillon de sol (Lee et Hwang, 2002).

4. lIsolement

4.1  Milieux d’isolement
Trois milieux différents ISP2 (International Streptomyces Project 2), ISP4 et ISP5
additionnés chacun de 5, 7,5 et 10% d’NaCl sont utilisés dans I’isolement des actinomyceétes a
partir des echantillons de sol du site Guerrah Et Tarf (Djaballah, 2021).

Notez que le NaCl utilisé dans toutes nos manipulations est brute et qui nous a été fourni
par ’ENASEL (Entreprise Nationale des Sels / Salins Ouled Zouai).

4.2 Dilution et ensemencement

La méthode d’ensemencement utilisée est celle des suspensions-dilutions (Reynaud et

Laloé, 1985).

Les suspensions-méres sont préparées en mélangeant 2 g de sol dans 18 ml d’eau
physiologie stérile. Apres agitation vigoureuse a 1’aide un vortex pendant 5 min, une série de
dilution est réalisée jusqu’a 1073, Un volume de 0,1 ml de chaque dilution est étalé en surface
par rateau sur les trois milieux des cultures additionnés chacun de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.
Les boites ensemencées sont incubées a 30 °C pendant 21 jours. Des observations réguliéres

sont effectuées chaque jour.
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5. Dénombrement
Toutes les colonies se rapprochant par leur aspect macroscopique aux actinomycetes sont
observées au microscope a 1’objectif x3,2 puis comptées. Un dénombrement des actinomycetes,

des moisissures et des bactéries non filamenteuses est réalisé selon I'équation suivante :

11
N(UFC/g)=Nc X — x —
(UFC/g)=Ne x52x 5

Nc : Nombre de colonie. D : Dilution. Ve : Volume d’ensemencement.

6. Purification
Les colonies d’actinomyceétes sont prélevées délicatement et purifiées par épuisement sur
des boites de Pétri contenant le milieu d’isolement selon la méthode des quatre quadrants. Les

boites sont incubées a 30 °C pendant trois jours jusqu’a croissance.

7. L’étude statistique

Cette analyse a éte effectuée grace a la version 23.0 du logiciel IBM SPSS Statistics
Premium Grad Pack. Elle doit passer par le test de normalité de la distribution. Ce test est
considéré comme une étape carrefour qui nous permettra de discerner la nature des tests
statistiques a utiliser (figure 8) : paramétriques (p> 0,05) ou non-paramétriques (p< 0,05).
Notons que les échantillons ont été prélevés de maniére aléatoire, et sont indépendants
(Djaballah, 2021).

ANOVA
Tests \
paramétriques
h T-TEST
Test de normalité \
(Shapiro-Wilk)
\ Testde Kruskal-
Wallis
Tests non \
parameétriques
\ Test de Mann-
Whitney

Figure 8 : Le schéma représentatif des tests empruntés lors de I’analyse statistique.
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8. Test d’halophilie et d’halotolérance

Cette étape permet de sélectionner les souches d’actinomycetes halophiles et halotolérantes.
Les cultures pures d’actinomycetes sont prélevées et ensemencées en surface sur les milieux
d’isolement respectif exempte d’NaCl. Celles qui ont la capacité de croitre en absence d’NaCl
sont considérées comme des halotolérantes alors que celles qui ne croissent pas sont des
halophiles (Djaballah, 2021).

9. L’étude des caractéres culturaux

Cette étude s'attache a décrire, aprés une incubation & 30 °C aux 7°™ et 14°™ jour, la
croissance des souches, I’aspect et la couleur des mycélium aérien et du substrat, la forme et la
taille des colonies, la production de la masse sporale, la production de la couleur des pigments
diffusibles sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 (Shirling et Gottlieb, 1966).

10. La recherche de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des souches actinomycétales isolées est recherchée contre deux
bactéries sauvage référencées (Staphylococcus aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922) et
deux bactéries multirésistantes. Les souches nous ont été fournies par I’EPH de Mohamed

Boudiaf EI-Khroub dont le profil de résistance est représenté dans le tableau 5.

Tableau 5 : Le profil de résistance des bactéries multirésistantes utilisées dans la technique des cylindres
d’agar.

Bactéries multirésistantes Profil de résistance

Erythromycine R
Levofloxacine R
Kanamycine R
Staphylococcus aureus Ofloxacine R
Ciprofloxacine R
Pefloxacine R
Sulfaméthoxasol +Trimétoprim R
Amoxiciline + acide clavulanique R
Ceftazidime R
Cefixime R
Cefazoline R
Azteroname R
Imipenem R

Escherichia coli

R : Résistance.

10.1 La préparation des souches-test
Afin d’obtenir des cultures jeunes, chaque souche-test est ensemenceée sur le milieu gélose
nutritif puis est incubée a 37 °C pendant 12 a 18 heures. Pour chaque bactérie test, une

suspension bactérienne est préparée dans I’eau physiologique stérile puis comparée au standard
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(0,5 McFarland). Chaque suspension est ensemencee sur une gélose Mueller Hinton par un

écouvillon stérile trempé dans la suspension bactérienne (Djaballah, 2021).

10.2 La préparation des isolats actinomycetes
Les souches d’actinomycétes ensemencees en surface par stries trés serrés sur les milieux
ISP2, ISP4, ISP5 additionné de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl, puis incubés a 30 °C pendant 14 jours

afin d'étudier leur activité antibactérienne.

10.3 Le test d’activité antimicrobienne : méthode des cylindres d’agar
La technique des cylindres d'agar pour les actinomycetes en déposant des cylindres de
gélose contenant les actinomycétes sur des boites de gélose Mueller Hinton ensemencées avec
des souches bactériennes par écouvillonnage, Les boites de Pétri sont ensuite placées a 4 °C
pendant trois heures pour permettre une diffusion des substances dans la gélose, puis incubées
a 37 °C pendant 24 heures (Barakate et al., 2002).
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Résultat et discussion

1. Les résultats des différentes analyses physico-chimiques

Les résultats de I’analyse physicochimique des échantillons sont représentés dans le

Tableau 6.

Tableau 6 : Les résultats des différentes analyses physicochimiques.

Echantillon pH C.1/58m (mS/cm) % H % C. org.
ET1 7,69 9,15 9,26 15,02
ET2 1,72 10,59 10,53 15,07
ET3 7,92 9,94 9,49 15,70

C.1/5éme : La conductivité du sol diluée au 1/5°™ ; %H : Le pourcentage d’humidité ; % C. org. :
Le pourcentage du carbone organique.

1.1  Le pH des échantillons du sol
Selon Baize (2000), le « Référentiel Pédologique » propose sept domaines de pH avec
leurs qualificatifs correspondants du sol qui sont représenté dans le tableau 7.

Tableau 7 : La classification des sols en fonction de leur pH.

Intervalle du pH Horizon du sol
pH inférieur a 3,5 Hyper-acide
pH entre 3,5 et 4,2 Tres acide

pH entre 4,2 et 5,0 Acide

pH entre 5,0 et 6,5 Peu acide

pH entre 6,5et 7,5 Neutre

pH entre 7,5 et 8,7 Basique

pH supérieur a 8,7 Tres basique

A partir des résultats présentés dans le tableau 6 et en se basant sur la classification des
sols présentées en tableau 7, nous remarquons que le pH des trois échantillons ET1, ET2 et

ET3 sont compris entre 7,5 et 8,7, ce qui nous permet de classer le sol du site comme basique.

1.2 Laconductivité des échantillons du sol
Selon Mathieu et Pieltain (2003), les sols peuvent étre classés sur la base de leur

conductivité. Cette classification est représentée dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Les classes de la salinité en fonction de la conductivité électrique de I'extrait aqueux a
25°C.

Type de sol
Non sale Peu salé Salé  Tréssalé Extrémement sale
C. ex 1/5 (mS/cm) <06 06-12 12-24 24-6 > 6
Salure (méq/ 100 g de sol) <3 3-6 6-12 12-30 > 30
C. ex 1/5 : conductivité de 1’extrait aqueux 1/5éme ; mS : milli Siemens.

D’aprés cette classification, nous constatons que les conductivités électriques 1/5°™ des
trois échantillons sont supérieures & 6mS/cm, ce qui nous permet de conclure que les
échantillons de sol sont extrémement salins. A noter que le sol d’Et Taref posséde de
conductivités largement supérieures a la limite (6mS/cm) pour laquelle un sol donné peut

étre considéré comme extrémement salin, ce qui refléte son tres haute salinité.

A cause des valeurs de pH et de conductivité retrouvées lors de I’analyse des échantillons
de sols, nous prévoyons non seulement la présence des halophiles et des halotolérants mais
aussi des microorganismes alcalophiles et alcalotolérants. Pour cette raison, nous avons
ajusté le pH des milieux de culture a 8,0, et additionné différentes concentrations d’NaCl

(5%, 7,5% et 10%) aux milieux d’isolement.

1.3  Les pourcentages d’humidité et du carbone organique
Le tableau 9 représente la classification des sols en fonction des taux d’humidité et du

carbone organique.

Tableau 9 : La classification des sols en fonction du taux d’humidité.

Taux Intervalle du pourcentage Intervalle du pourcentage du
D’humidité d’humidité (%) carbone organique
Faible 2,00-9,00 4,00 - 7,00
Modéreé 9,10 - 13,00 7,10 -9,00
Elevé 13,10 - 20,00 9,10-11,00

En se basant sur cette classification, nous constatons que les taux d’humidité des
échantillons sont tous compris entre 9,10% et 13,00%. Par conséquence, le sol des trois

échantillons a un taux d’humidité modéré.

Les résultats obtenus nous permettent également de conclure que les taux du carbone
organique des trois échantillons sont trés élevés vue qu’ils dépassent tous la limite supérieure

11,00%. Ceci pourrait s’expliquer par une accumulation de la matiére organique au cours du
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temps accompagnée d’une faible dégradation de cette derni¢re a cause de la trés haute
salinité qui ralentie a la fois la croissance et les activités de biodégradation microbiennes

(Djaballah, 2021). La figure 9 présente les résultats du poids sec du sol et du poids des
cendres.

Figure 9 : Photographies des résultats du poids sec du sol et du poids des cendres.

2. Le dénombrement des actinomycétes

Les résultats du denombrement de la flore actinomycetes a partir des échantillons du site
Et Taref sur les milieux ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont
représentés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Dénombrement des actinomycetes a partir des échantillons du site Et Taref.

Charge actinomycéte (x 103 UFC/qg)
Echantillon ISP2 ISP4 ISP5
5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10% | 5% | 7,5% | 10%
ET1 10 0 13 180 20 12 2.5 14 2.4
ET2 0.7 0 5 1.9 16 12 6 60 14
ET3 0 19 12 125 195 17 430 1.6 6

A partir des résultats présentés dans le tableau 10, nous remarquons la présence d’une
charge actinomyceétes dans les trois échantillons. Sur I’ensemble des conditions d’isolement

utilisées (27 conditions), nous avons pu isoler cette flore dans 88,9% des cas.

2.1 Effet de I’échantillon sol sur les résultats de dénombrement des actinomycétes
Les résultats présentés dans le tableau 10 montrent des différences entre les charges
actinomyecetes isolés a partir des trois échantillons :

» Dans le cas du milieu ISP2 additionné de 5% d’NaCl, la charge actinomycéte isolée a

partir de I’échantillon ET1 ce qui est plus que 14 fois supérieure a celle isolé¢ de

I’échantillon ET2.

> Dans le cas du milieu ISP4 additionné de 5% d’NaCl :
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- La charge actinomycete étes isolé a partir de 1’échantillon ET1 ce qui est plus que

94 fois supérieure a celle isolé de 1’échantillon ET2 ;

- La charge actinomycete isolée a partir de 1’échantillon ET3 ce qui est plus que 65

fois supérieure a celle isolé de 1’échantillon ET2.

» Dans le cas du milieu ISP4 additionné de 7,5% d’NaCl, la charge actinomycéte isolée a
partir de 1’échantillon ET3 ce qui est plus que 9 fois supérieure a celle isolé de

I’échantillon ET1 et plus que 12 fois supérieure a celle isolé de I’échantillon ET2 ;

» Dans le cas du milieu ISP5 additionné de 5% d’NaCl, la charge actinomycéte isolée a
partir de I’échantillon ET3 ce qui est plus que 71 fois supérieure a celle isolée de

1I’échantillon ET2 et plus que 172 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET1 ;

» Dans le cas du milieu ISP5 additionné de 7,5% d’NaCl, la charge actinomycete isolée a
partir de 1’échantillon ET2 ce qui est 37,5 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon

ET3 et plus que 42 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET1.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet de

I’échantillon sur les résultats de dénombrement des actinomycetes.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer

I’effet de I’échantillon sur les résultats de dénombrement des actinomycetes.
2.1.1 Analyse statistique sur I’effet de I’échantillon du sol

a. Test de normalité

% Les hypothéses
Ho : les variables suivent une loi normale.
H: : les variables ne suivent pas une loi normale.

% La reégle de décision

p> 0,05 : Ho est acceptee p< 0,05 : Hoest rejetée

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 11, ont éte reéalises sur les résultats de

dénombrement des actinomycétes isolés a partir de trois échantillons ET1, ET2 et ET3. Il

s’agit des tests de Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de

signification respectifs sont de 0,200 et 0,05.
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Tableau 11 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution de résultats
de dénombrement d’actinomycétes isolés a partir trois échantillons ET1, ET2 et ET3.

. i Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Echantillon "y ; - .
Statistiques ddl Sig. Statistiques ddl | Sig.
ET1 436 9 ,000 ,494 9 ,000
ET2 ,294 9 ,024 ,633 9 ,000
ET3 ,353 9 ,002 ,685 9 ,001

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les resultats présentés dans le tableau 11, il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution les charges des actinomycétes isolés a partir des
trois échantillons ET1, ET2 et ET3 sont inférieures aux seuils de significations de
Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk. De ce fait, nous rejetons 1’hypothése Ho ; le test
paramétrique ANOV A ne peut étre appliqué pour étudier I’effet de I’échantillon sur la charge

actinomycete isolées. Il sera remplacé par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis.
b. Test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement d’actinomycétes isolés a partir des
échantillons ET1, ET2 et ET3 sont représentés dans le tableau 12. Ce test est appliqué sur
les rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement d’actinomycétes

isolés sur les trois échantillons.

Tableau 12 : Les rangs moyens des valeurs de dénombrement d’actinomyceétes isolés a partir des
échantillons ET1, ET2 et ET3.

Echantillon N Rang moyen
ET1 9 14,06
ET2 9 11,72
ET3 9 16,22
Total 27

¢ Les hypotheses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =r m3).
H1 : il existe au moins deux rangs moyens différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens d’actinomycétes

isolés a partir des échantillons de sol ET1, ET2 et ET3 sont représentés dans le tableau 13.
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Tableau 13 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de 1’application du test
Kruskal Wallis sur la distribution d’actinomycetes isolés a partir des échantillons ET1, ET2 et ET3.

Actinomycete

Khi-deux
ddl
Sig. Asymptotique

1,452
2
484

ddl : degré de liberté.

D’apres les résultats représentés dans le tableau 13, nous constatons que la valeur de

signification asymptotique obtenue est supérieure au seuil de signification 0,05, ce qui nous

permet d’accepter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux. Nous

concluons qu’il n’y a pas des différences significatives entre les charges actinomycetes isolés

a partir des trois échantillons. Donc, 1’échantillon n’a pas un effet quantitativement

significatif sur le nombre d’actinomycétes isolés a partir des échantillons ET1, ET2 et ET3.

2.2 Effet de milieu de culture sur les résultats de dénombrement des actinomycétes

Les résultats de dénombrement de la flore actinomycétes sur les trois milieux de culture

représentés par le tableau 10, montrent certaines différences :

v A partir de I’échantillon ET1 :

- La charge actinomycete isolée sur le milieu ISP4 additionné de 5% d’NaCl est 18

fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP2 additionné de 5% d’NaCl et 72

fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP5 additionné de 5% d’NaCl ;

- La charge actinomycete isolée sur le milieu ISP4 additionné de 7,5% d’NaCl est

plus que 14 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP5 additionné de 7,5%

d’NacCl.

v A partir de 1’échantillon ET3, la charge actinomyceéte isolée sur le milieu ISP4 additionné

de 7,5% d’NaCl est plus que 102 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP2

additionné de 7,5% d’NaCl et plus que 121 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu

ISP5 additionné de 7,5% d’NacCl.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet du

milieu de culture sur les résultats de denombrement des actinomyceétes.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer

I’effet du milieu de culture sur les résultats de dénombrement des actinomycetes.
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2.2.1 Analyse statistique sur I’effet du milieu de culture
a. Tests de normalité
% Les hypothéses
Ho : les variables sont distribuées selon la loi normale.
H1 : les variables ne sont pas distribuées selon la loi normale.
% Laregle de décision
p> 0,05 : Ho est acceptée p< 0,05 : Hoest rejetée

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 14, ont été réalisés sur les résultats de
dénombrement des actinomycetes isolés sur les trois milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5.
Il s’agit des tests de Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de

signification respectifs sont de 0,200 et 0,05.

Tableau 14 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution les charges
d’actinomycétes isolés sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISPS5.

. Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Milieu de culture . i - .
Statistiques ddl | Sig. Statistiques ddl | Sig.
ISP2 253 9 ,101 ,808 9 | ,025
ISP4 379 9 ,001 ,728 9 | ,003
ISP5 418 9 ,000 ,465 9 | ,000

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les résultats présentés dans le tableau 14, il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution les charges d’actinomycetes isolés sur les
milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont inférieures aux seuils de significations de
Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk. De ce fait, nous rejetons 1’hypothése Ho ; le test
Paramétrique ANOVA ne peut étre appliqué pour étudier 1’effet de 1’échantillon sur la

charge d’actinomycetes isolés. Il sera remplacé par le test non paramétrique de Kruskal
Wallis.

b. Test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement d’actinomycétes isolés sur les milieux
de culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont représentés dans le tableau 15. Ce test est appliqué sur les
rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement d’actinomycétes

isolés sur les trois milieux de culture.
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Tableau 15 : Les rangs moyens des valeurs de dénombrement d’actinomycete isolés sur les milieux
de culture ISP2, ISP4 et ISPS.

Milieu de culture N Rang moyen
ISP2 9 9,06
ISP4 9 20,06
ISP5 9 12,89
Total 27

% Les hypotheéses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =r m3).
H: : il existe au moins deux rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens des actinomycétes

isolés sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont représentés dans tableau 16.

Tableau 16 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de I’application du test
Kruskal Wallis sur la distribution d’actinomycétes isolé sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5.

Actinomycetes
Khi-deux 8,937
ddl 2
Signification asymptotigue ,011

ddl : degré de liberté.

D’apres les résultats représentés dans le tableau 16, nous constatons que la valeur de
signification asymptotique obtenue est inférieure au seuil de signification 0,05, ce qui nous

permet de rejeter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux.

Nous concluons a I’existence de différences significatives entre les charges

d’actinomycetes isolés sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5.

Donc, il existe un effet du milieu de culture sur le nombre des charges actinomycetes.
Une comparaison deux-a-deux devient donc nécessaire afin de déterminer le ou les milieux
de culture le plus favorable a I’isolement des actinomycétes. Pour cela, nous devons

appliquer le test non paramétrique de Mann-Whitney.

c. Test de Mann-Whitney
Ce test est appliqué sur les rangs moyens des valeurs de dénombrement d’actinomycetes

isolés sur chaque milieu de culture. Les résultats de ce test sont représentés dans le tableau
17.

37



Résultat et discussion

Tableau 17 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de 1’application du test
Mann-Whitney sur la distribution d’actinomycetes isolés sur les milieux de culture (ISP2 et ISP4),

(ISP2 et ISP5) et (ISP4 et ISP5).

ISP2 / ISP4 ISP2 / ISP5 ISP4 /ISP5
U de Mann-Whitney 7,500 29,000 19,000
W de Wilcoxon 52,500 74,000 64,000
z -2,928 -1,019 -1,901
Sig. asymptotique (bilatérale) ,003 ,308 ,057

D’apres les résultats représentés dans le tableau 17, il apparait que :

v' Lavaleur de signification asymptotique obtenue pour la comparaison ISP2/ISP4 (0.003)
est inférieure au seuil de signification 0,05. De ce fait, nous rejetons 1’hypotheése Ho.
Nous concluons que les rangs moyens obtenus sur les milieux ISP2 et ISP4 sont
significativement différents. La charge d’actinomyceétes isolés sur le milieu de culture
ISP4 est significativement supérieure a celle isolée sur le milieu de culture ISP2.Donc,
le milieu de culture ISP4 est quantitativement plus favorable a I’isolement des

actinomycetes que le milieu de culture ISP2.

v La valeur de signification asymptomatique obtenue pour la comparaison ISP4/ISP5
(0,057) est légerement supérieure au seuil 0,05. De ce fait, nous acceptons 1’hypothese
Ho. Toutefois, nous sommes trés proche d’une différence significative entre les rangs
moyens des charges actinomycetes isolés entre le milieu ISP4 et ISP5. Nous pouvons
conclure que la charge d’actinomycétes isolés sur le milieu de culture ISP4 est presque

significativement supérieure a celle isolée sur le milieu de culture ISP5.

La valeur de signification asymptomatique obtenue pour la comparaison ISP2/ISP5
(0,308) est supérieure au seuil 0,05. De ce fait, nous acceptons 1’hypothese Ho. Il n’existe
pas de différence significative entre les rangs moyens des charges actinomycetes isolés entre
le milieu ISP2 et ISP5.

En effet, lorsque les milieux deviennent pauvres en nutriments, la compétition des
bactéries diminue, favorisant ainsi le développement des actinomycetes. Par consequent, la
charge des actinomycetes diminue progressivement a mesure que le milieu d'isolement

devient plus riche en nutriments.
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2.3 L’effet de concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement des
actinomycetes

A partir des résultats présentés dans le tableau 10, nous remarquons :

> A partir de 1’échantillon ET2 et sur le milieu ISP2, la charge d’actinomycétes isolée a

10% d’NaCl est plus que 7 fois supérieure a celle isolée sur 5% d’NaCl ;

> A partir de 1’échantillon ET1 et sur le milieu ISP4, la charge d’actinomycétes isolée &
5% d’NaCl est 15 fois supérieure a celle isolée sur 10% d’NaCl ;

> A partir de I’échantillon ET3 et sur le milieu ISP5 :

- Lacharge d’actinomycétes isolée a 5% d’NaCl est plus que 71 fois supérieure a celle

isolée sur 10% d’NaCl ;

- La charge d’actinomycetes isolée a 5% d’NaCl est plus que 268 fois supéricure a
celle isolée sur 7,5% d’NacCl.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet de

la concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement des actinomycetes.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer
I’effet dela concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement de la flore
actinomycetes.

2.3.1 Analyse statistique sur I’effet de la concentration d’NaCl

a. Tests de normalité

% Les hypothéses :

Ho : les variables sont distribuées selon la loi normale.
H: : les variables ne sont pas distribuées selon la loi normale.

% Laregle de décision
p> 0,05 : Hoest acceptee p< 0,05 : Hoest rejetée
Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 18, ont éte réalises sur les résultats de
dénombrement d’actinomycete isolés a 5%, 7,5% et 10% d’NaCl. Il s’agit des tests de

Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de signification respectifs
sont de 0,200 et 0,05.
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Tableau 18 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution de résultats
des charges actinomyceétes isolés a 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

NaCl Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Statistiques ddl Sig. Statistiques ddl Sig.
5% ,361 9 ,001 ,667 9 ,001
7,5% ,358 9 ,001 ,596 9 ,000
10% ,268 9 ,062 ,911 9 ,322

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les reésultats présentés dans le tableau 18. Il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution des charges d’actinomycetes isolés a 5%, 7,5%
et 10% d’NacCl, sont genéralement inférieures aux seuils de significations de Kolmogorov-
Smirnov et Shapiro-Wilk. De ce fait, nous rejetons I’hypothése Ho ; le test paramétrique
ANOVA ne peut étre appliqué pour étudier 1’effet d’NaCl sur la charge actinomyceétes. Il
sera remplacé par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

b. Test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement d’actinomycetes isolés sur les
concentrations 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont représentés dans le tableau 19. Ce test est
appliqué sur les rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement

d’actinomycéte sur chaque concentration.

Tableau 19 : Les rangs moyens des valeurs de résultats de dénombrement d’actinomyceétes isolés a
5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

NaCl N Rang moyen :
5% 9 14,44
7,5% 9 12,89
10% 9 14,67
Total 27

“ Les hypothéses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =rm3).
Hy : il existe au moins deux rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens des actinomycetes
isolés sur 5%, 7,5% et 10% sont représentes dans le tableau 20.
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Tableau 20 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de 1’application du test
Kruskal Wallis sur la distribution des résultats de dénombrement d’actinomycétes isolés sur 5%,
7,5% et 10% d’NaCl.

Actinomycete
Khi-deux ,269
ddl 2
Sig. asymptotique 874

ddl : degré de liberté.

D’aprés les résultats représentés dans le tableau 20, Nous constatons que la valeur de
signification asymptotique obtenue (0,874) est supérieure au seuil de signification 0,05, ce
qui nous permet d’accepter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont

égaux.

Nous concluons qu’il n’y a pas des différences significatives entre les charges des
actinomycetes isolés sur 5%, 7,5% et 10% d’NaCl. Donc, le NaCl n’a pas un effet

quantitativement significatif sur le nombre d’actinomyceétes isolés.

3. Le dénombrement des bactéries non-filamenteuses

Les résultats du dénombrement de la flore bactérienne isolée a partir des échantillons du
site Et Taref sur les milieux ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont
représentés dans le tableau 21.

Tableau 21 : Dénombrement de la flore bactérienne non filamenteuse a partir des échantillons du
site Et Taref.

Charge bactérienne (x 10* UFC/qg)
Echantillon ISP2 ISP4 ISP5
5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10% | 5% | 7,5% | 10%
ET1 0,02 76 26 115 | 215 189 22 169 22
ET2 210 0,32 16 148 5,4 8,9 270 64 159
ET3 220 23 8,9 95 28 34 30 2,9 2

A partir des résultats présentés dans le tableau 21, nous remarquons la présence d’une
charge bactérienne dans les trois échantillons. Toutes les conditions d’isolement utilisées

sont favorables a 1’isolement de la flore bactérienne.
3.1 L’effet de I’échantillon sur les résultats de dénombrement des bactéries

Les résultats mettent également en évidence la présence d’une flore bactérienne riche

dans les trois échantillons de sol qui a pu croitre sur les trois milieux de culture.

A partir des résultats présentés dans le tableau 21, nous remarquons que :
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> Dans le cas du milieu ISP2 additionné de 5% d’NaCl :

- Laflore bactérienne isolée a partir de 1’échantillon ET3 est 11000 fois supérieure a

celle isolée de 1’échantillon ET1 ;

- La flore bactérienne isolée a partir de 1’échantillon ET2 est 10500 fois supérieure a

celle isolée de 1’échantillon ET1.

» Dans le cas du milieu ISP2 additionné de 7,5% d’NacCl, la flore bactérienne isolée a partir

de I’échantillon ET1 est 237,5 fois supérieure a celle isolée de I’échantillon ET2 ;

» Dans le cas du milieu ISP4 additionné de 10% d’NacCl, la flore bactérienne isolée a partir

de I’échantillon ET1 est 21 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET2 ;

> Dans le cas du milieu ISP5 additionné de 7,5% d’NacCl, la flore bactérienne isolée a partir

de I’échantillon ET1 est 58 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET3 ;

» Dans le cas du milieu ISP5 de 10% d’NaCl, la flore bactérienne isolée a partir de
I’échantillon ET3 est 77,5 fois supérieure a celle isolée de I’échantillon ET1, et 79,5 fois

supérieure a celle isolée de I’échantillon ET2.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet

de I’échantillon sur les résultats de dénombrement des bactéries non filamenteuses.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer

Peffet de 1’échantillon sur les résultats de dénombrement des bactéries.

3.1.1 Analyse statistique sur I’effet de I’échantillon du sol
a. Tests de normalité
% Les hypothéses
Ho : les variables suivent une loi normale.
Hy : les variables ne suivent pas une loi normale.
% Laregle de déecision
p> 0,05 : Hoest acceptée p< 0,05 : Hoest rejetée

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 22 ont été réalisés sur les résultats de
dénombrement des bactéries isolées a partir de trois €chantillons. Il s’agit des tests de
Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de signification respectifs
sont de 0,200 et 0,05.
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Tableau 22 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution de résultats
de dénombrement des bactéries isolées a partir trois échantillons ET1, ET2 et ET3.

. ) Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Echantillon . ) . .
Statistiques ddl Sig. Statistiques ddl Sig.
TE1 ,295 9 ,024 ,838 9 ,055
TE 2 ,235 9 ,164 ,869 9 ;120
TE 3 ,365 9 ,001 ,688 9 ,001

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les resultats présentés dans le tableau 22, il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution des charges des bactéries isolées a partir
I’échantillon TE3, sont inférieures aux seuils de significations de Kolmogorov-Smirnov et
Shapiro-Wilk. De ce fait, nous rejetons 1I’hypothése Ho ; le test paramétrique ANOVA ne
peut étre appliqué pour étudier I’effet de I’échantillon sur la charge bactérienne isolée. Il sera

remplace par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

b. Test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des bactéries isolées a partir les
échantillons ET1, ET2 et ET3 sont représentés dans le tableau 23. Ce test est appliqué sur
les rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement d’actinomycétes

sur les trois échantillons.

Tableau 23 : Les rangs moyens des valeurs de dénombrement de la flore bactérienne isolées a partir
des échantillons ET1, ET2 et ETS.

Echantillon N Rang moyen
ET1 9 14,33
ET2 9 14,83
ET3 9 12,83
Total 27

% Les hypotheéses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =r m3).
H1 : il existe au moins deux rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens de la flore
bactérienne isolée a partir des échantillons de sol ET1, ET2 et ET3 sont représentes dans le
tableau 24.
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Tableau 24 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de 1’application du test
Kruskal Wallis sur la distribution de la flore bactérienne isolée a partir des trois échantillons.

Bactéries
Khi-deux ,310
ddl 2
Sig. asymptotique ,857

ddl : degré de liberté.

D’aprés les résultats représentés dans le tableau 24, nous constatons que la valeur de
signification asymptotique obtenue est supérieure au seuil de signification 0,05, ce qui nous
permet d’accepter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux. Nous
concluons qu’il n’y a pas des différences significatives entre les charges bactériennes isolées
sur les trois échantillons. Donc, I’échantillon n’a pas un effet quantitativement significatif

sur le nombre des bactéries isolées.

3.2 Effet du milieu de culture sur les résultats de dénombrement des bactéries
Les résultats de dénombrement de la flore bactérienne sur les trois milieux de culture

représentés par le tableau 21 montrent certaines différences :

v A partir de I’échantillon ET1, la charge bactérienne isolée sur le milieu 1ISP4 additionné
de 5% d’NaCl est 5750 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP2 additionné de
5% d’NaCl ;

v A partir de I’échantillon ET2, la charge bactérienne isolée sur le milieu ISP5 additionné
de 7,5% d’NaCl est 200 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP2 additionné de
10% d’NaCl ;

v A partir de I’échantillon ET3, la charge bactérienne isolée sur le milieu ISP4 additionné

de 10% d’NaCl est 17 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP5 additionné de

10% d’NacCl.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet du

milieu de culture sur les résultats de dénombrement des bactéries non filamenteuses.

De ce fait, nous allons proceder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer
P’effet du milieu de culture sur les résultats de dénombrement des bactéries non

filamenteuses.
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3.2.1 Analyse statistique sur I’effet du milieu de culture
a. Tests de normalité
% Les hypotheses
Ho : les variables suivent une loi normale.
Hy : les variables ne suivent pas une loi normale.
¢ Laregle de décision
p> 0,05 : Hoest acceptée p< 0,05 : Hoest rejetee

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 25, ont été réaliseés sur les résultats de
dénombrement des bactéries isolées sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISPS. 11 s’agit
des tests de Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de signification
respectifs sont de 0,200 et 0,05.

Tableau 25 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution de résultats
de dénombrement des bactéries isolées sur les milieux I1SP2, ISP4 et ISP5.

. Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Milieu de culture . ; . )
Statistiques ddl | Sig. Statistiques ddl | Sig.
ISP2 ,335 9 ,004 ,718 9 ,002
ISP4 ,268 9 ,062 ,876 9 144
ISP5 ,265 9 ,067 ,822 9 ,036

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les résultats présentés dans le tableau 25, il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution des charges bactérienne isolées sur les milieux
de culture ISP2 et ISP5 sont inférieures aux seuils de significations de Kolmogorov-Smirnov
et Shapiro-Wilk. De ce fait, nous rejetons 1’hypothése Ho ; le test Paramétrique ANOVA ne
peut étre appliqué pour étudier 1’effet de I’échantillon sur la charge bactérienne isolées. Il

sera remplacé par le test non paramétrique de Kruskal Wallis.

b. Le test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des bactéries isolées sur les milieux de
culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont représentés dans le tableau 26. Ce test est appliqué sur les
rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement des bactéries sur

chaque milieu de culture.
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Tableau 26 : Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des bactéries isolées sur les milieux
de culture ISP2, ISP4 et ISPS.

Milieu de culture N Rang moyen
ISP2 9 12,39
ISP4 9 14,94
ISP5 9 14,67
Total 27

¢ Les hypotheses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =r m3).
H1 : il existe au moins deux rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens des bactéries

isolées sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont représentés dans le tableau 27.

Tableau 27 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de I’application du test
Kruskal Wallis sur la distribution des bactéries isolées sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5.

Bactéries
Khi-deux ,562
ddl 2
Sig. asymptotique ,755

ddl : degré de liberté.
D’apres les résultats représentés dans le tableau 27, nous constatons que la valeur de
signification asymptotique obtenue est supérieure au seuil de signification 0,05, ce qui nous

permet d’accepter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux.

Nous concluons qu’il n’y a pas des différences significatives entre les charges
bacteriennes isolées sur les milieux ISP2, ISP4 et ISP5. Donc, les milieux de culture utilisés

n’ont pas un effet quantitativement significatif sur le nombre des bactéries.

3.3 Effet dela concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement des

bactéries
A partir des résultats présentés dans le tableau 21, nous remarquons que :

> A partir de ’échantillon ET1 et sur le milieu ISP5, la charge bactérienne isolée a 7,5%
d’NaCl est 7,68 fois supérieure a celle isolée sur 10% d’NaCl ;

> A partir de I’échantillon ET2 et sur le milieu ISP2, la charge bactérienne isolée a 5%
d’NaCl est 656,25 fois supérieure a celle isolée sur 7,5% d’NaCl ;
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> A partir de I’échantillon ET3 et sur le milieu ISP2, la charge bactérienne isolée a 5%
d’NaCl est 24,7 fois supérieure a celle isolée sur 10% d’NacCl.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet de

la concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement des bactéries non filamenteuses.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer
I’effet de la concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement des bactéries non

filamenteuses.
3.3.1 Analyse statistique sur I’effet de la concentration d’NaCl

a. Tests de normalité

% Les hypothéses
Ho : les variables suivent une loi normale.
H: : les variables ne suivent pas une loi normale.

% Laregle de décision

p> 0,05 : Hoest acceptée p< 0,05 : Hoest rejetée

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 28, ont été réalises sur les résultats de
dénombrement de la flore bactérienne isolée a 5%, 7,5% et 10% d’NacCl. Il s’agit des tests
de Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de signification respectifs
sont de 0,200 et 0,05.

Tableau 28 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution de résultats
des charges bactériennes isolées a 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

NaCl Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Statistiques ddl Sig. Statistiques ddl Sig.
5% ,167 9 ,200 ,940 9 ,585
7,5% 279 9 ,043 , 784 9 ,013
10% 377 9 ,001 ,684 9 ,001

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les resultats présentés dans le tableau 28, Il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution des charges bactériennes isolées a 7,5% et 10%
d’NacCl, sont inféricures aux seuils de significations de Kolmogorov-Smirnov et Shapiro
Wilk. De ce fait, nous rejetons I’hypothése Ho ; le test paramétrique ANOVA ne peut étre
appliqué pour étudier I’effet du NaCl sur les charges bactériennes. Il sera remplacé par le

test non paramétrique de Kruskal-Wallis.
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b. Test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des bactéries isolées sur les
concentrations 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont représentés dans le tableau 29. Ce test est
appliqué sur les rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement des

bactéries sur chaque concentration.

Tableau 29 : Les rangs moyens des valeurs de résultats de dénombrement de la flore bactérienne a
5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

NaCl N Rang moyen

5% 9 18,28
7,5% 9 11,56
10% 9 12,17
Total 27

% Les hypotheéses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =rm3).
H: : il existe au moins deux rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens des bactéries

isolées sur 5%, 7,5% et 10% sont représentés dans le tableau 30.

Tableau 30 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de I’application du test
Kruskal Wallis sur la distribution de résultats de dénombrement de la flore bactérienne isolée a 5%,
7,5% et 10% d’NaCl.

Bactéries
Khi-deux 3,950
ddl 2
Sig. asymptotique ,139

ddl : degré de liberté.

D’apres les résultats représentés dans le tableau 30, nous constatons que la valeur de
signification asymptotique obtenue est supérieure au seuil de signification 0,05, ce qui nous

permet d’accepter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux.

Nous concluons qu’il n’y a pas des différences significatives entre les charges des
bactérienne isolées sur 5%, 7,5% et 10% d’NaCl. Donc, le NaCl n’a pas un effet

quantitativement significatif sur le nombre des bactéries isolées.
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4. Le dénombrement des moisissures

Les résultats du dénombrement des moisissures a partir des échantillons du site Et Taref
sur les milieux ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont représentés

dans le tableau 31.

Tableau 31 : Dénombrement des moisissures a partir des échantillons du site Et Taref.

Charge des moisissures (x 103 UFC/qg)
Echantillon ISP2 ISP4 ISP5
5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10% | 5% | 7,5% | 10%
ET1 200 115 7 5 1.7 3 12 2.4 2.6
ET2 11 0.8 2.1 15 4 0 185 14 275
ET3 50 75 4 0.8 0.6 0.4 3 4 3

A partir des résultats présentés dans le tableau 31, nous remarquons la présence d’une
charge des moisissures dans les trois échantillons. Sur un ensemble de 27 conditions

d’isolement utilisées, une seule condition était défavorable a I’isolement de cette charge.
4.1 Effet de I’échantillon sur les résultats de dénombrement des moisissures

Les résultats présentés dans le tableau 31, montrent des différences entre les charges des

moisissures isolées a partir des trois échantillons :

» Dans le cas du milieu ISP2 additionné de 5% d’NacCl, la charge des moisissures isolée a

partir de I’échantillon ET1 est 18,18 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET2.
» Dans le cas du milieu ISP2 additionné de 7,5% d’NacCl :

- La charge des moisissures isolée a partir de 1’échantillon ET1 est 143,75 fois

supérieure a celle isolée de I’échantillon ET2 ;

- La charge des moisissures isolée a partir de 1’échantillon ET3 est 93,75 fois

supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET2.

» Dans le cas du milieu ISP4 additionné de 5% d’NacCl, la charge des moisissures isolée a

partir de I’échantillon ET2 est 18,75 fois supérieure a celle isolée de I’échantillon ET3 ;

» Dans le cas du milieu ISP5 additionné de 5% d’NaCl, la charge des moisissures isolée a
partir de ’échantillon ET2 est 15,41 fois supérieure a celle isolée de I’échantillon ET1

et 61,66 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET3.
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» Dans le cas du milieu ISP5 additionné de 10% d’NacCl, la charge des moisissures isolée
a partir de I’échantillon ET2 est 91,66 fois supérieure a celle isolée de 1’échantillon ET3

et 105,76 fois superieure a celle isolée de 1’échantillon ET1.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet

de 1’échantillon sur les résultats de dénombrement des moisissures.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer

I’effet de 1’échantillon sur les résultats de dénombrement des moisissures.
4.1.1 Analyse statistique sur I’effet de I’échantillon du sol
a. Tests de normalité
% Les hypothéses
Ho : les variables suivent une loi normale.
H: : les variables ne suivent pas une loi normale.
% Laregle de décision
p> 0,05 : Hoest acceptée p< 0,05 : Hoest rejetée

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 32, ont été réalises sur les résultats de
dénombrement des moisissures isolées a partir de trois échantillons. Il s’agit des tests de
Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de signification respectifs
sont de 0,200 et 0,05.

Tableau 32 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution de résultats
de dénombrement des moisissures isolées a partir des trois échantillons.

i ) Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Echantillon . i - .
Statistiques ddl Sig. Statistiques ddl Sig.
TE1 425 9 ,000 ,605 9 ,000
TE 2 430 9 ,000 ,610 9 ,000
TE 3 443 9 ,000 ,616 9 ,000

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les resultats présentés dans le tableau 32, il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution des charges des moisissures isolées a partir des
trois échantillons ET1, ET2 et ET3 sont inférieures aux seuils de significations de
Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk. De ce fait, nous rejetons 1’hypothése Ho ; le test

paramétrique ANOVA ne peut étre appliqué pour étudier I’effet de 1’échantillon sur les
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charges des moisissures isolées. Il sera remplacé par le test non paramétrique de Kruskal-
Wallis.

b. Le test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des moisissures isolées sur les
échantillons ET1, ET2 et ET3 sont représentés dans le tableau 33. Ce test est appliqué sur
les rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de denombrement des moisissures

a partir des trois échantillons.

Tableau 33 : Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des moisissures isolées a partir des
échantillons ET1, ET2 et ET3.

Echantillon N Rang moyen
TE1 9 15,89
TE?2 9 14,06
TE 3 9 12,06
Total 27

% Les hypothéses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =r m3).
H1 : les trois rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens de dénombrement
des moisissures isolées a partir des échantillons ET1, ET2 et ET3 sont représentés dans le
tableau 34.

Tableau 34 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de I’application du test

Kruskal Wallis sur la distribution de dénombrement des moisissures isolées a partir des échantillons
ET1, ET2 et ET3.

Moisissures
Khi-deux 1,053
ddl 2
Sig. asymptotique ,591

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

D’apres les résultats représentes dans le tableau 34, nous constatons que la valeur de
signification asymptotique obtenue est supérieure au seuil de signification 0,05, ce qui nous
permet d’accepter I’hypotheése HO qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux. Nous
concluons qu’il n’y a pas des différences significatives entre les charges des moisissures

isolées sur les échantillons ET1, ET2 et ET3.
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Donc, I’échantillon n’a pas un effet quantitativement significatif sur le nombre de

moisissures isolées.
4.2 Effet du milieu de culture sur les résultats de dénombrement des moisissures

Les résultats de dénombrement des moisissures sur les trois milieux de culture

représentés par le tableau 31 montrent certaines différences :
v A partir de I’échantillon ET1 :

- La charge des moisissures isolée sur le milieu ISP2 additionné de 5% d’NaCl est
plus que 16 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP5 additionné de 5%
d’NaCl et 40 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP4 additionné de

5% d’NaCl ;

- La charge des moisissures isolée sur le milieu ISP2 additionné de 7,5% d’NaCl est
47,91 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP5 additionné de 7,5%
d’NaCl et 67, 64 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu 1SP4 additionné de
7,5% d’NaCl.

v' A partir de I’échantillon ET2, la charge des moisissures isolée sur le milieu ISP5
additionné de 5% d’NaCl est 12,33 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP4

additionné de 5% d’NacCl et 16,82 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP2

additionné de 5% d’NacCl ;
v A partir de I’échantillon ET3 :

- La charge des moisissures isolée sur le milieu ISP2 additionné de 5% d’NaCl est
16,66 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP5 additionné de 5% d’NaCl et
62,5 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP4 additionné de 5% d’NaCl ;

- La charge des moisissures isolée sur le milieu ISP2 additionné de 7,5% d’NaCl est
18,75 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP5 additionné de 7,5% d’NaCl

et 125 fois supérieure a celle obtenue sur le milieu ISP4 additionné de 7,5% d’NaCl.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet du

milieu de culture sur les résultats de dénombrement des moisissures.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer

P’effet du milieu de culture sur les résultats de dénombrement moisissures.
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4.2.1 Analyse statistique sur I’effet du milieu de culture
a. Tests de normalité
% Les hypothéses
Ho : les variables suivent une loi normale.
Hy : les variables ne suivent pas une loi normale.
¢ Laregle de décision
p> 0,05 : Hoest acceptée p< 0,05 : Hoest rejetee

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 35, ont été réalisés sur les résultats de
dénombrement des moisissures isolées sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5. 1l s’agit
des tests de Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de signification
respectifs sont de 0,200 et 0,05.

Tableau 35 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution des charges
des moisissures isolées sur les milieux ISP2, ISP4 et ISP5.

. Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Milieu de culture . ; . .
Statistiques ddl Sig. Statistiques ddl | Sig.
ISP2 279 9 ,042 ,789 9 ,015
ISP4 254 9 ,096 715 9 ,002
ISP5 438 9 ,000 591 9 ,000

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.

Selon les résultats présentés dans le tableau 35, il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution les charges des moisissures isolées sur les
milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont inférieures aux seuils de significations de

Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk.

De ce fait, nous rejetons 1’hypothése Ho ; le test Paramétrique ANOVA ne peut étre
appliqué pour étudier 1’effet de milieu de culture sur la charge des moisissures isolées. Il

sera remplacé par le test non paramétrique de Kruskal Wallis.

b. Le test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des moisissures isolées sur les trois
milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont représentés dans le tableau 36. Ce test est appliqué
sur les rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement des

moisissures sur chaque milieu de culture.
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Tableau 36 : Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des moisissures isolées sur les trois
milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5.

Milieu de culture N Rang moyen

ISP2 9 17,72
ISP4 9 9,17
ISP5 9 15,11
Total 27

% Les hypothéses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =r m3).
H: : il existe au moins deux rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens des moisissures

isolées sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 sont représentés dans le tableau 37.

Tableau 37 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de I’application du test
Kruskal Wallis sur la distribution des moisissures isolées sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et
ISP5.

Moisissure
Khi-deux 5,508
ddl 2
Sig. asymptotique ,064

ddl : degré de liberté.
D’aprés les résultats représentés dans le tableau 37, nous constatons que la valeur de

signification asymptotique obtenue (0,064) est légérement supérieure au seuil 0,05, ce qui
nous permet de rejeter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux.
Malgré cela, nous allons procéder a une comparaison deux-a-deux entre les rangs moyens
obtenus sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5. Pour cela, nous devons appliquer le

test non paramétrique de Mann-Whitney.

c. Test de Mann-Whitney
Ce test est appliqué sur les rangs moyens des valeurs de dénombrement des moisissures
isolées sur les trois milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5. Les résultats de ce test sont

représentés dans le tableau 38.
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Tableau 38 : Valeurs de significations asymptotiques bilatérales obtenues de 1’application du test
Mann-Whitney de la distribution des moisissures isolées sur les milieux de culture (ISP2 et ISP4),

(ISP2 et ISP5) et (ISP4 et ISP5).

ISP2/1SP4 ISP2/1SP5 ISP4/1SP5
U de Mann-Whitney 14,000 33,500 23,500
W de Wilcoxon 59,000 78,500 68,500
z -2,342 -,619 -1,505
Sig. asymptotique (bilatérale) ,019 ,536 ,132

D’aprés les résultats représentés dans le tableau 38, nous constatons que la valeur de
signification asymptotique obtenue pour la comparaison ISP2/ISP4 (0,019) est inférieure au
seuil de signification 0,05. De ce fait, nous concluons que les rangs moyens obtenus sur les
milieux ISP2 et ISP4 sont significativement différents. La charge des moisissures isolées sur
le milieu de culture ISP2 est significativement supérieure a celle isolée sur le milieu de
culture I1SP4.

Donc, le milieu de culture ISP2 est plus favorable a I’isolement des moisissures que le
milieu de culture ISP4 ; ce qui est I’opposé de ce qui a été constaté par rapport a la flore

actinomycetale.

Les autres valeurs de signification asymptotique obtenues sont supérieures au seuil de
signification 0,05.

Il devient donc évident que le nombre de moisissures isolées augmente a mesure que le
milieu d'isolement devient plus riche en substances nutritives. On peut constater que lorsque
les milieux sont pauvres en nutriments, la compétition entre les moisissures diminue, ce qui
permet aux actinomycétes de se développer. Par conséquent, on observe une diminution
progressive de la population des actinomycétes a mesure que le milieu d'isolement devient
plus riche, Le milieu de culture ISP2 se révéle étre plus riche que les deux autres milieux.
En effet, il est raisonnable de supposer que plus le milieu d'isolement est riche en sources
nutritionnelles, plus il favorise la croissance des microorganismes a croissance rapide par

rapport aux actinomycetes.

4.3 Effet dela concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement des

moisissures
A partir des résultats présentés dans le tableau 31, nous remarquons que :

> A partir de I’échantillon ET3 et sur le milieu ISP2, la charge des moisissures isolées &

7,5% d’NaCl est 18,75 fois supérieure a celle isolée sur 10% d’NaCl ;
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> A partir de I’échantillon ET2 et sur le milieu ISP4, la charge des moisissures isolées a
5% d’NaCl est 3,75 fois supérieure a celle isolée sur 7,5% d’NaCl ;

> A partir de I’échantillon ET1 et sur le milieu ISP5 :

- Lacharge des moisissures isolées a 5% d’NaCl est 4,62 fois supérieure a celle isolée
sur 10% d’NaCl ;

- Lacharge des moisissures isolées a 5% d’NaCl est 5 fois supérieure a celle isolée sur
7,5% d’NaCl.

L’ensemble de ses observations nous permettent de supposer la présence d’un effet de la

concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement des moisissures.

De ce fait, nous allons procéder a une analyse statistique pour confirmer ou infirmer

I’effet de la concentration d’NaCl sur les résultats de dénombrement moisissures.
4.3.1 Analyse statistique sur ’effet de la concentration d'NacCl

a. Tests de normalité

% Les hypothéses
Ho : les variables suivent une loi normale.
H: : les variables ne suivent pas une loi normale.

% Laregle de décision

p> 0,05 : Hoest acceptée p< 0,05 : Hoest rejetée

Deux tests de normalité, présentés dans le tableau 39, ont été réalises sur les résultats de
dénombrement des moisissures isolées a 5%, 7,5% et 10% d’NaCl. Il s’agit des tests de
Kolmogorov-Smirnov et Shapiro-Wilk pour lesquels les seuils de signification respectifs
sont de 0,200 et 0,05.

Tableau 39 : Tests de normalité Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov de la distribution de résultats
les charges des moisissures isolées a 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

NaCl Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Statistiques ddl Sig. Statistiques ddl Sig.
5% ,351 9 ,002 ,669 9 ,001
7,5% ,450 9 ,000 ,597 9 ,000
10% ,502 9 ,000 410 9 ,000

Sig : Signification ; ddl : degré de liberté.
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Selon les résultats présentés dans le tableau 39, il apparait que les valeurs de
significations, obtenues pour la distribution des dénombrements des moisissures isolées a
5%, 7,5% et 10% d’NaCl, sont inférieures aux seuils de significations de Kolmogorov-

Smirnov et Shapiro-Wilk.

De ce fait, nous rejetons I’hypothése Ho ; le test paramétrique ANOVA ne peut étre
appliqué pour étudier I’effet de 1’échantillon sur la charge moisissure isolée. Il sera remplacé

par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

b. Test de Kruskal-Wallis

Les rangs moyens des valeurs de dénombrement des moisissures isolées sur les
concentrations 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont représentés dans le tableau 40. Ce test est
appliqué sur les rangs moyens, calculés par ce méme test, des valeurs de dénombrement des

moisissures sur chaque concentration.

Tableau 40 : Les rangs moyens des valeurs de résultats de dénombrement des moisissures isolées a
5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

NaCl N Rang moyen

5% 9 18,50
7,5% 9 11,83
10% 9 11,67
Total 27

% Les hypotheéses
Ho : les trois rangs moyens sont égaux (r m1=r m2 =r m3).
H1 : les trois rangs moyens sont différents.

Les résultats du test de Kruskal Wallis appliqué sur les rangs moyens des moisissures

isolées a 5%, 7,5% et 10% d’NaCl, sont représentés dans le tableau 41.

Tableau 41 : Les rangs moyens des valeurs de résultats de dénombrement des moisissures isolées a
5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

Moisissure
Khi-deux 4,353
ddi 2
Sig. Asymptotique ,113

ddl : degré de liberté.

D’apres les résultats représentés dans le tableau 41, nous constatons que la valeur de

signification asymptotique obtenue est supérieure au seuil de signification 0,05, ce qui nous
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permet d’accepter I’hypothése Ho qui stipulée que les trois rangs moyens sont égaux. Nous
concluons qu’il n’y a pas des différences significatives entre les charges des moisissures
isolées a 5%, 7,5% et 10% d’NaCl. Donc, le NaCl n’a pas un effet quantitativement

significatif sur le nombre de moisissures isolées.

5. La purification et la conservation

La photographie de I’aspect filamenteux des colonies actinomycetes sous microscopes

optique représente dans figure 10.

Figure 10 : Photographie de 1’aspect filamenteux des colonies d’actinomycétes souche S7 sous
microscope optique (Objectif x 3,2).

Les codes donnés aux souches isolées a partir des trois échantillons sur les milieux ISP2,

ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont présentés dans le tableau 42.

Tableau 42 : Le code des souches actinomycetes isolées a partir des trois échantillons sur les milieux
ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NacCl.

1SP2 1SP4 ISP5
5% | 75% | 10% | 5% | 7.5% | 10% 5% 75% | 10%
S85,
S86.
S87,
ET1 oy S7. S8
S89,
90
565
S25 !
: S61, S62, S66
ET2 iég’ s46 |s111| 20 ol
S110
S154, S155,
S156. S157. gi;g’
ET3 $129 5158,5159, | oyl
S161,5162, | orh
S163, S169
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6. Test d’halophilie et d’halotolérance des isolats actinomycetes

Les résultats de ce test ont révélé que, a I’exception des isolats S46 et S111, tous les
autres isolats ont montré une croissance en absence d’NacCl sur leur milieu d’isolement. Par
conséquent, nous avons conclu que seuls les isolats S46 et S111, sont halophiles, tandis que

tous les autres isolats sont halotolérants.

7. L’aptitude a la croissance

Les résultats de I’aptitude a la croissance de 36 souches isolées sur les milieux de
cultures ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont présentés dans le
tableau 43.

Tableau 43 : La croissance des actinomycetes sur les milieux de cultures ISP2, ISP4 et ISP5
additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NacCl.

ISP2 ISP4 ISP5
Souche
5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10% | 5% | 7,5% | 10%
S7 +H+ |+ |+ ++ +++ + +++ |+ |
S8 +H+ |+ |+ ++ +++ + +++ |+ |
S25 +++ | A+ | A+ | ++ + ++ ++ +
S26 +++ | A+ | A+ | ++ ++ +++ |+ |
S27 +++ |+ | | ++ ++ +++ |+ |+t
S46 + + + + + - + + +
S61 ++ ++ ++ +4++ | 4+ ++ +++ | +++ +
S62 +++ + +++ ++ +++ |+ | A+ |+t ++
S63 +++ + +++ ++ +++ | | | ++
S64 +++ + ++ ++ +++ |+ | A+ |+t +
S65 +H+ | A+ | 4+ ++ ++ + +++ | |
S66 +++ | 4+ ++ ++ ++ + +++ | |
S67 +H+ | A+ | 4+ ++ +++ + +++ | |
sS85 +++ | 4+ ++ + +++ ++ +H+ |+t +
S86 +++ | 4+ ++ + ++ ++ +H+ |+t +
S87 +++ | 4 ++ + ++ ++ +++ |+t +
S88 +++ |+ ++ ++ +++ + + ++ +

+++ : Bonne croissance. ++ : Croissance modérée. + : Croissance faible. - : Absence de croissance.
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Tableau 43 (suite) : La croissance des actinomycétes sur les milieux de cultures ISP2, ISP4 et ISP5
additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

ISP2 ISP4 ISP5
Souche e T 7.5% | 10% | 5% | 7.5% | 10% | 5% | 7.5% | 10%
S89 + + + + + - +++ ++ +
S90 ++ ++ ++ + ++ + ++ +++ | 4+
S110 +++ | +++ |+t ++ ++ + +++ | |+t
S111 - - - - - + + ++ +
S129 +++ |+ | |+t ++ +++ | | A+ |+
S154 ++ +++ - + - - ++ - -
S155 ++ +++ - + - - ++ - -
S156 ++ +++ - + + - ++ - -
S157 ++ +++ - + - - ++ - -
S158 ++ ++ - + - ++ - -
S159 ++ ++ - + - ++ - -
S161 e R a5 T O o S S B
S162 +++ ++ + + + ++ +++ ++
5163 +++ ++ + + + + + ++
S169 +++ + - - + + + ++
S175 +++ + + + ++ - ++ + -
S176 +++ + +++ |+ | |+ |+ | ++
S177 +++ + +++ | A+ | | A | A | |+t
S178 +++ + +++ |+ | | | A | ++

+++ : Bonne croissance. ++ : Croissance modérée. + : Croissance faible. - : Absence de croissance.
7.1 L’aptitude a la croissance sur les trois milieux de culture

D’aprés les résultats présentés dans tableau 43, nous remarquons que 35 souches
actinomycetes sont capables de croitre sur les trois milieux de culture, ce qui représente
97,22% de I’ensemble de tous les souches étudiées ; la souche S111 peut croitre sur deux

milieux de culture seulement (ISP4 et ISP5).

La figure 11 représente un histogramme empilé des pourcentages des isolats
d’actinomycetes croissant sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 ainsi que la qualité

de cette croissance.

Nous remarquons d’apres la figure 11 que 80,55% des souches étudiées ont une bonne
croissance sur le milieu de culture 1SP2.63,88% des souches actinomycétes ont une bonne
croissance sur le milieu de culture ISP5 alors que le milieu ISP4 favorise une bonne

croissance de 47,22% des souches seulement.

60



Résultat et discussion

10030
S0%
BO%a
T0%
60%
50%
A0%
30%
20%
10%

0%

SP2 SPa SP5

m Bonne croissance m Croisance modérée m Croisance faible m Absence de crossance

Figure 11 : L’histogramme empilé 100% des pourcentages des isolats d’actinomycétes
croissant sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 ainsi que la qualité de cette croissance.

La croissance sélective des actinomycétes sur ISP2 par rapport a ISP4 et ISP5 peut
étre expliquée par la composition spécifique du milieu de culture. L’ISP2 contient des
composants spécifiques qui répondent aux besoins nutritionnels particuliers des
actinomycetes, favorisant ainsi leur bonne croissance. Ces composants comprennent des
sources de carbone, d'azote et d'autres nutriments essentiels qui sont mieux adaptés aux

exigences spécifiques des actinomycetes.
7.2 L’aptitude a la croissance sur les différentes concentrations d’NaCl

D’apres les résultats présentés dans tableau 43, nous remarquons que 32 souches
actinomycetes sont capables de croitre sur les trois concentrations d’NacCl, ce qui représente
88.88% de ’ensemble des souches étudiées ; les souches S154, S155, S156 et S157 sont
aptes a croitre seulement sur les concentrations de 5% et 7,5% d’NaCl. Donc, une absence

de croissance a ét¢ constatée uniquement sur la concentration 10% d’NaCl.

La figure 12 représente un histogramme empilé des pourcentages des isolats
d’actinomycetes croissant sur les concentrations 5%, 7,5% et 10% ainsi que la qualité de

cette croissance.
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Figure 12 : L’histogramme empilé 100% des pourcentages des isolats d’actinomycétes
croissant sur les concentrations 5%, 7,5% et 10% ainsi que la qualité de cette croissance.

Nous remarquons d’aprés la figure 12 que 75% des souches actinomycetes (27) ont une

bonne croissance sur les concentrations 5% et 7,5% d’NaCl. Cependant, 50% des souches

étudiées ont une bonne croissance sur la concentration de 10% d’NaCl.

La concentration 7,5% d’NaCl offre une sélectivité accrue par rapport a la concentration

de 5% ; ce qui permet de réduire les contaminants et d'obtenir des cultures pures

d'actinomycetes.

8. L’aptitude a la sporulation

Les résultats de la sporulation des actinomycétes sur les milieux 1SP2, ISP4 et ISP5

additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont présentés dans le tableau 44.

Tableau 44 : Sporulation des actinomycetes sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés
de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

Souche ISP2 ISP4 ISP5
5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10% | 5% | 7,5% | 10%

S7 o R ++ +++ + i I
S8 +++ | |t + +++ + +++ |+t ++
S25 +++ ++ - ++ + - ++ - -
S26 +++ ++ ++ + +++ |+t
S27 +++ ++ ++ + +++ |+t
S46 ++ - + / + - -
S61 +++ ++ + +++ ++ +++ |+t -
S62 +++ - ++ ++ ++ ++ +++ |+ ++

+++ : Bonne Sporulation.

++ : Sporulation modérée. + : Sporulation faible. - : Absence de

sporulation. / : Absence de croissance.
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Tableau 44 (suite) : Sporulation des actinomyceétes sur les milieux de culture 1ISP2, ISP4 et ISP5
additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

Souche ISP2 ISP4 ISP5

5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10% | 5% | 7,5% | 10%
S63 +++ - ++ ++ +H+ | | | ++
S64 +++ - ++ ++ +H+ | A | A | ++
S65 +++ +++ +++ ++ ++ - +++ +++ +++
S66 + + - + + - + + +
S67 +++ +++ +++ ++ +++ - +++ +++ +++
S85 +++ ++ ++ + +++ + +++ +++ +
S86 +++ +++ ++ + - + +++ +++ -
S87 +++ +++ - + - ++ +++ +++ +
S88 +++ + - + ++ - - - -
S89 - - - - - / +++ + -
S90 ++ ++ ++ - - - ++ +++ |+t
S110 + + + + + - + + +
S111 / / / / / + - + -
5129 +H+ | | ++ +++ + +H+ | |
S154 ++ |+t / + / / + / /
S155 ++ |+t / + / / + / /
S156 ++ | / + - / + / /
S157 ++ |+t / + / / + / /
S158 ++ ++ / + / + + / /
S159 ++ ++ / + / + + / /
S161 +++ | |+ ++ ++ +++ + +++ ++
S162 ++ ++ - + +++ +
5163 +++ - - + +
S169 ++ / / - + - -
S175 ++ - - + + / + - /
S176 +++ - + +++ ++ +++ | | ++
S177 +++ - - +++ ++ +++ | +++ +++ ++
S178 +++ - +++ | +++ ++ +++ | +++ +++ ++

+++ : Bonne Sporulation. ++ : Sporulation modérée. + : Sporulation faible. - : Absence de

sporulation. / : Absence de croissance.
8.1 L’aptitude a la sporulation sur les trois milieux de culture

D'aprés les résultats du tableau 44, nous remarquons que 32 souches d'actinomycetes
sont capables de sporuler sur les trois milieux de culture, ce qui représente 88,88% de

I’ensemble des souches étudiées. Les souches d'actinomycétes S88, S90 et S111 sporulant
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sur deux milieux de culture seulement, alors que la souche S89 sporule seulement sur un

milieu de culture, ISP5.

La figure 13 représente un histogramme empilé des pourcentages des isolats
d’actinomycetes sporulant sur chaque milieu de culture et la qualité de cette croissance.
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Figure 13 : L’histogramme empilé 100% des pourcentages des isolats d’actinomycétes
sporulant sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 ainsi que la qualité de cette croissance.

Nous remarquons également (Figure 13) que 71,42% des isolats actinomycetes capables
de croitre sur le milieu de culture ISP2 ont une bonne sporulation, alors 58,33% et 33,33%
des actinomyceétes croissant, respectivement, sur les milieux ISP5 et ISP4 manifestent une

bonne sporulation.

Nous supposons que la capacité de sporulation des actinomycetes peut étre influencée
par le milieu de culture utilisé ; les différents composants présents dans les milieux de culture
jouent un réle clé dans la régulation des voies métaboliques et génétiques qui contrdlent ce

processus chez les actinomycetes.
8.2 L’aptitude a la sporulation sur les concentrations d’NaCl

D’apres les résultats dans le tableau 44, nous remarquons que 26 souches actinomycétes
sont capables de sporuler sur les concentrations 5%, 7,5% et 10% ce qui représente 72,22%
de I’ensemble des souches étudiées. 10 souches actinomycétes sporulent sur deux

concentrations d’NaCl, ce qui représente 27,77% de 1’ensemble des souches étudiées.
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La figure 14 représente un histogramme empilé des pourcentages des isolats
d’actinomycetes sporulant sur les concentrations 5%, 7,5% et 10% d’NaCl et la qualité de

cette croissance.
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Figure 14 : L’histogramme empilé 100% des pourcentages des isolats d’actinomycétes
sporulant sur les concentrations 5%, 7,5% et 10% ainsi que la qualité de cette croissance.

Nous remarquons d’apres la figure 14 que la bonne sporulation des actinomycetes est
identique dans des concentrations de 5% et 7,5% d’NaCl, représentant toutes deux 63,88%.

Cependant, elle est inférieure dans la concentration de 10%, représentant seulement 37,5%.
A noter que, contrairement aux concentrations 5% et 10%, la concentration 7,5% d’NaCl
est la seule qui favorise la sporulation de toutes les souches croissantes.
9. L’aptitude a la production des pigments

Les résultats de ’aptitude a la production des pigments a partir les milieux de culture

ISP2, ISP4, et ISP5 additionnés de 5%, 7,5 et 10% d’NaCl sont présentés dans le tableau 45.
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Tableau 45 : L’aptitude a la production des pigments a partir les milieux de culture ISP2, ISP4, et ISP5 additionnée 5%, 7,5 et 10% d’NaCl.

Souche I1SP2 ISP4 ISP5
5% 7,5% 10% 5% 7,5% 10% 5% 7,5% 10%

57 Marron non Marron non Marron i ) ) ) i i
diffusible diffusible diffusible

S8 Marron non | Marron non Marron i ) ) ) i Beige non
diffusible diffusible diffusible diffusible

S5 Marron Marron noire | Marron non i ) ) ) i i
diffusible diffusible diffusible

$26 Marron noire | Marron noire | Marron non Marron Marron Marron Marron Marron Marron
diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible

$27 Marron noire | Marron noire Verdatre Marron Marron Marron Marron Marron Marron
diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible diffusible

Beige non

546 - - - diffusible - - - - -

61 Marron non i i Verdatre non | Verdatre non i i ) Marron non
diffusible diffusible diffusible diffusible
Jaune non

S62 | itfusible - - - - - - - -

363 Noir non i i i i i Verdatre non i i
diffusible diffusible
Marron non

S64 | diffusible - - - | | | | -

- : Pas de pigment. / : Absence de croissance.
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Tableau 45 (suite) : L’aptitude a la production des pigments a partir les milieux de culture ISP2, ISP4, et ISP5 additionnés de 5%, 7,5 et 10% d’NaCl.

Souch ISP2 ISP4 ISP5
ouche 5% 7,5% 10% 5% 7,5% 10% 5% 7,5% 10%
S65 Ma_rron _claire i i R_ose non i i i Bgige non _Beige
diffusible diffusible diffusible diffusible
S66 I_\/Iarr_on i i Bgige non i i Bne(;?]e Bgige non _Beige
diffusible diffusible e diffusible diffusible
diffusible
S67 Marron claire i i i i i Bnec:gr;]e Beige non Beige
diffusible ep diffusible diffusible
diffusible
585 Beige non Verdatre non Marron Marron non Marron Marron Marron i
diffusible diffusible diffusible - diffusible diffusible | diffusible | diffusible
S86 - - - - - - - - -
Jaune non
S87 ' ' ' ' ] ' ' diffusible '
388 Verdétrg non Verdétrg non I_\/Iarr_on i i i i i i
diffusible diffusible diffusible
S89 - - - - - / - - -
590 i Marron Marron non i ) i Marron Marron Beige non
diffusible diffusible diffusible | diffusible diffusible
5110 Marron i i i i i i Beige non Beige
diffusible diffusible diffusible
S111 / / / / / - - - -

- . Pas de pigment. / : Absence de croissance.
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Tableau 45 (suite) : L’aptitude a la production des pigments a partir les milieux de culture ISP2, ISP4, et ISP5 additionnés de 5%, 7,5 et 10% d’NaCl.

Souche ISP2 ISP4 ISP5
5% 7,5% 10% 5% 7,5% 10% 5% 7,5% 10%
5129 Beige Beige Beige non i i ] i i i
diffusible diffusible diffusible
S154 - - / - / / - / /
S155 - - / - / / - / /
S156 - - / - - / - / /
S157 - - / - / / - / /
S158 - - / - / - - / /
S159 - - - - - - - / /
S161 - - - - - - - - -
S162 I\_Ioir non l\_loir non Ver:gﬁtre i i i Jgune non i i
diffusible diffusible e diffusible
diffusible
Noir non
SI63 | Giffusible ) ) ] ] ] ] ] ]
S169 - - / - - - - - -
S175 - - - - - / - - /
3176 i i Ja_une non i i Ja}une non Ja}une non i i
diffusible diffusible diffusible
5177 Jqune non i Ja_une non i i Ja}une non Ja}une non i i
diffusible diffusible diffusible diffusible
Noir non Verdatre Verdatre
S178 diffusible - non - - - non - -
diffusible diffusible

- : Pas de pigment. / : Absence de croissance.
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9.1 L’aptitude a la pigmentation sur les trois milieux de culture

D'apres les résultats du tableau 45, nous remarquons 24 souches sont produire un
pigment dans des condition déférente que 12 souches sont incapables de produire un pigment
dans I’ensemble des conditions utilisé. Nous constatons que huit souches d'actinomycétes
sont capables de produire un pigment sur les trois milieux de culture, ce qui représente
33,33%. De plus, 7 souches peuvent produire un pigment sur les deux milieux de culture, ce
qui représente 29,16%. En outre, neuf autres souches peuvent produire un pigment sur un
seul milieu de culture, ce qui représente 37,5% de I'ensemble des 24 souches étudiées

productrices de pigment.

Nous remarquons que 13 souches actinomycetes capables de secréter des pigments de
différentes couleurs, dans les milieux 1SP2, ISP4 et ISP5 additionnée 5%, 7,5% et 10%

d’NaCl. Les pigments produits sont des couleurs différents :

> 14 souches actinomycétes offrent une production de pigments de couleur

marron ;

» Trois souches actinomycetes offrent une production de pigments de couleur noire

seulement dans ISP2 ;

> Sept souches actinomycetes offrent une production de pigments de couleur

verdatre ;

» Quatre souches actinomycetes offrent une production de pigments de couleur

jaune ;

> Neuf souches actinomycétes offrent une production de pigments de couleur
beige ;

» Un souche actinomycéte offre une production d’un pigment de couleur rose.

Les figures 15, 16 et 17 représentent la production des pigments dans des différant

milieux de culture.
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Figure 15 : Production de pigment chez I’isolat S 26, S27 sur le milieu ISP2 5% d’NaCl.

Figure 17 : La production de pigment sur le milieu ISP2 10% d’NaCl par les souches S90, S85
et S88.

La figure 18 représente un histogramme empilé des pourcentages des isolats

d’actinomycétes productrices de pigments sur les concentrations 5%, 7,5% et 10% NaCl.
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Figure 18 : L’histogramme empilé 100% des pourcentages des isolats d’actinomycétes
producteurs de pigment sur les milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5.

Nous remarquons d'aprés la figure 18 que le meilleur milieu de culture pour la production
des pigments c’est le milieu ISP2 avec un pourcentage de 62,85% par rapport au milieu ISP5
(44,44%) et ISP4 (25%). Nous supposons que le milieu ISP2 est formulé avec des ingrédients

spécifiques nécessaires a la croissance et a la production de pigments par les actinomycetes.
9.2 L’aptitude a la pigmentation sur les concentrations d’NaCl

D'apres les résultats du tableau 45, nous remarquons que 15 souches d'actinomycétes
sont capables de produire un pigment sur les trois concentrations d’NacCl, ce qui représente
62,5%. Les souches S176, S177 et S178 sont capables de produire un pigment seulement sur
les concentrations de 5% et 10% d’NaCl, Alors que les souche S46, S62, S63, S64 et S163
sont capables de produire un pigment seulement sur la concentration 5% et S87 sur 7,5%
d’NaCl.

La figure 19 représente un histogramme empilé des pourcentages des isolats

d’actinomycetes productrices de pigment sur les concentrations 5%, 7,5% et 10% NaCl.
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Figure 19 : L’histogramme empilé 100% des pourcentages des isolats d’actinomycétes
producteurs de pigment sur les concentrations 5%, 7,5% et 10%.

Nous remarquons d'apres la figure 19 que la meilleure concentration d’NaCl pour la

production des pigments c’est la concentration 5% avec un pourcentage de 61,11% par

rapport au concentration 7,5% (41,66%) et 10% (54,54%).

10. Test d’activité antibactérienne

10.1 L’activité antibactérienne des isolats actinomycétes contre des bactéries-

test (Wild-type ATCC)

Les résultats de 1’activité antibactérienne des huit (08) isolats d’actinomycétes vis-a-Vis
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Escherichia coli (ATCC 25922) a partir des
milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl sont
représentés dans les tableaux 46 et 47.

Tableau 46 : L’activité antibactérienne des isolats d’actinomycéte vis-a-vis Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) a partir des milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10%
d’NaCl.

Activité vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 25923
Souche ISP2 ISP4 ISP5

5% 75% | 10% 5% 75% | 10% 5% 75% | 10%
S7 11mm | 15mm | 12mm | 14mm | 10mm | 13mm | 14mm | 15mm | 15mm
S8 14mm | 18mm | 15mm | 18mm | 10mm | 13mm | 9mm | 10mm | 6mm
S25 - - - - - ND - - -
S26 - - - - - ND - - -
S27 - - - - - ND - - -
S129 - - - - - ND - - -
S161 - 8 mm - - - - - - -
S178 - - - - - - - - ND

- Absence d’activité. ND : Non déterminer.
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Tableau 47 : L’activité antibactérienne des isolats d’actinomycéte vis-a-vis Escherichia coli (ATCC
25922) a partir des milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

Activité vis-a-vis Escherichia coli ATCC 25922
Souche ISP2 ISP4 ISP5

5% | 75% | 10% | 5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10%

S7 - - - - - - - - -

S8 - - - - - - - - -

S25 - - - - - ND - - -

S26 - - - - - ND - - -

S27 - - - - - ND - - -

S129 - - - - - ND - - -

S161 - - - - - - - - -
S178 - - - - - - - - ND

- 1 Absence d’activité. ND : Non déterminer.

A partir de I’ensemble des résultats mentionnés dans les tableaux 46 et 47 on peut

conclure que :

Sur les huit (8) isolats testés, seules trois souches d'actinomycetes S7, S8 et S161 ont
montré une activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ; aucune

activité antimicrobienne n’a été détectée contre Escherichia coli (ATCC 25922).

Les résultats obtenus dans le tableau 46 montrent que 1’isolat S7 est capable d'inhiber la
croissance de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) dans les milieux de culture ISP2, ISP4,
ISP5, ainsi que dans toutes les concentrations d'NaCl (5%, 7,5%, 10%). Dans le milieu ISP2,
nous observons des zones d'inhibition avec un diameétre atteignant 15 mm. Dans le milieu
ISP4, les zones d'inhibition produites par I'isolat S7 ont également un diamétre atteignant 14
mm. Quant au milieu ISP5, les zones d'inhibition sont également de taille considérable, avec
un diametre atteignant 15 mm. Ces mesures de diameétre des zones d'inhibition indiquent
I'efficacité relative de l'activité antibactérienne de I'isolat S7 sur les différents milieux de
culture. Une plus grande taille de la zone d'inhibition indique une meilleure capacité de
I'isolat a inhiber la croissance de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) dans ces conditions

spécifiques.

Bien que l'isolat S8 puisse se développer sur les trois autres milieux de culture et sur les
trois concentrations d'NacCl, il produit des substances antimicrobiennes plus efficaces contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) dans les milieux ISP2 et ISP4 par rapport au milieu
ISP5. Dans le milieu ISP2, l'isolat S8 forme des zones d'inhibition avec un diameétre plus

important, atteignant 18 mm. Dans le milieu ISP4, les zones d'inhibition produites par l'isolat
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S8 atteignent également le diamétre maximum de 18 mm, tandis que dans le milieu ISP5,
les zones d'inhibition présentent le diamétre maximum de 10 mm. Ces mesures de diametre
des zones d'inhibition indiquent I'efficacité relative de I'activité antibactérienne de I'isolat S8

sur les différents milieux de culture.

L’isolat S161 est capable d'inhiber la croissance de Staphylococcus aureus (ATCC
25923) uniquement sur le milieu de culture ISP2 et la concentration d'NaCl (7,5%). L'effet
du milieu de culture est bien évident chez l'isolat S161, qui ne peut montrer son activité
contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) qu'a partir de certains milieux de culture, et

non pas d'autres, méme s'ils sont favorables a sa croissance.

Nous remarquons qu'il y a peu d'isolats capables d'inhiber la croissance de la bactérie-
test Staphylococcus aureus. De plus, les zones d'inhibition observées pour ces isolats ne
dépassent pas 18 mm de diametre, obtenu par I'isolat S8. Ainsi, I'isolat S8 se révéle étre la

souche la plus compétente dans cet aspect.

A partir les résultats de tableau 47 nous constatons également que Escherichia coli
(ATCC 25922) présente une résistance aux substances antibactériennes produites par les

trois souches actinomycetes S7, S8 et S161.

Le milieu de culture joue un réle essentiel en fournissant les précurseurs nécessaires a la
production d'antibiotiques par les microorganismes, ce qui permet d'obtenir une production

d'antibiotiques importante et efficace.

Les figures 20, 21, 22 et 23 représentent les zones d’inhibition de certains isolats contre

la bactérie Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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SURFACE REVERS

Figure 20 : Photographie des zones d’inhibition de I’isolat S7 vis-a-vis S. aureus (ATCC
25923) a partir des milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

SURFACE REVERS

Figure 21 : Photographie des zones d’inhibition des isolats S7 et S8 vis-a-vis S. aureus (ATCC
25923) a partir des milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

SURFACE REVERS

Figure 22 : Photographie des zones d’inhibition de I’isolat S8 vis-a-vis S. aureus (ATCC
25923) a partir des milieux de culture, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.
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SURFACE REVERS

Figure 23: Photographie de la zone d’inhibition de I’isolat S161 vis-a-vis S. aureus (ATCC
25923) a partir le milieu de culture, ISP2 additionné de 7,5% d’NaCl.

10.2 L’activité antibactérienne des isolats d’actinomycetes contre des

bactéries multirésistantes

Huit (8) isolats ont été sélectionnés pour le test d’activité contre des bactéries

multirésistantes. Les résultats de ce test sont représentés dans les tableaux 48 et 49.

Tableau 48 : L’activité antibactérienne des isolats d’actinomycéte vis-a-vis Staphylococcus aureus
a partir des milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

Staphylococcus aureus
Souche ISP2 ISP4 ISP5
5% | 7,5% | 10% 5% 7,5% 10% 5% 7,5% 10%

S7 11mm | 16mm | 15mm | 12mm | 1lmm 15mm 12mm 11lmm | 11mm

S8 12mm | 16mm | 12mm | 13mm | 11,2mm | 16,2mm | 11,21mm | 10,2mm | 8,1mm
S25 - - - - - ND - - -
S26 - - - - - ND - - -
S27 - - - - - ND - - -
S129 - - - - - ND - - -
S161 - 8mm - - - - - - -
S178 - - - - - - - - ND

-+ Absence d’activité. ND : Non déterminer.
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Tableau 49 : L’activité antibactérienne des isolats d’actinomycéte vis-a-vis Escherichia coli & partir
des milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnes de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

Escherichia coli
Souche ISP2 ISP4 ISP5
5% | 75% | 10% | 5% | 7,5% | 10% 5% | 7,5% | 10%

S7 - - - - - - - - -

S8 - - - - - - - - -
S25 - - - - - ND - - -
S26 - - - - - ND - - -
S27 - - - - - ND - - -
S129 - - - - - ND - - -
S161 - - - - - - - - -
S178 - - - - - - - - ND

: Absence d’activité. ND : Non déterminer.

A partir des résultats présentés dans le tableau 48, nous constatons que :

- Sur un ensemble de huit (8) isolats actifs, nous remarquons que trois isolats
manifestent une activité contre une seule bactérie multirésistante ; il s’agit des isolats S7,

S8 et S161.

- La bactérie multirésistante S. aureus est sensible aux substances bioactives de trois

isolats qui a engendré la plus grande zone d’inhibition (16,1 mm) par 1’isolat S8.

A partir les résultats de tableau 49 nous constatons que aucune activité n'a été observée

contre la bactérie multirésistante Escherichia coli, ce qui indique que les substances

bioactives produites par les isolats testés ne sont pas efficaces contre elle.

La comparaison entre les résultats du test d'activité contre les bactéries de souches

sauvages (ATCC) et les résultats du test contre les bactéries multirésistantes a révéle :

>

Les isolats S7, S8 et S161, qui ont montré une activité contre Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), n'ont pas perdu cette activité contre Staphylococcus aureus

multirésistante ;

De plus, I’isolat S8 a également montré les plus grandes zones d'inhibition, avec un
diametre de 18 mm pour Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et de 16,1 mm pour

Staphylococcus aureus multirésistante, sur les milieux ISP2 et ISP4 ;

L'isolat S161 a montré une activité contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) avec

un diameétre d'inhibition relativement faible de 8 mm. 1l a également montreé une activité

77



Résultat et discussion

contre la souche multirésistante de S. aureus avec un diameétre d'inhibition de 8 mm sur
le milieu ISP2 ;

» L’isolat S7 a également montré un diametre d'inhibition atteignant de 15 mm contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et un diamétre d'inhibition atteignant 16 mm
contre Staphylococcus aureus multirésistante.

L’ensemble de ces résultats nous permet de constater que la souche multirésistante S.
aureus n'a montré aucune capacité de résistance contre les molécules produites par les isolats
S7, S8 et S161, en particulier dans le milieu ISP2 ; vu que les diametres des zones

d’inhibition sont trés proches.

Les figures 24, 25, 26 et 27 représentent les zones d’inhibition de certains isolats contre

la bactérie multirésistante S. aureus.

Figure 24 : Photographie des zones d’inhibition de I’isolat S7 vis-a-vis S. aureus a partir des
milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

Figure 25 : Photographie des zones d’inhibition des isolats S7 et S8 vis-a-vis S. aureus a partir
des milieux de culture ISP2, ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NacCl.
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Figure 26 : Photographie des zones d’inhibition de ’isolats S8 vis-a-vis S. aureus & partir des
milieux de culture ISP4, ISP5 additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NacCl.

Figure 27 : Photographie de la zone d’inhibition de L’isolat S161 vis-a-vis S. aureus
multirésistante a partir le milieu de culture ISP2 additionnés de 7,5% d’NacCl.

79



CONCLUSION
ET
PERSPECTIVES



Conclusion et perspectives

Conclusion

Afin d’étudier la biodiversité du sol de la Sabkha Et Tarf situées au niveau de la wilaya

d’Oum El Bouaghi nous avons adopté un protocole d’isolement basé sur trois milieux de

culture (ISP2, ISP4 et ISP5) additionnés de 5%, 7,5% et 10% d’NaCl.

L'analyse physico-chimique a révélé que les trois échantillons de sol de la Sabkha Et
Tarf présentent un pH basique, une salinité extréme, un taux tres élevé de matiére organique
et un taux d'humidité modéré. Les valeurs de conductivité et de pH obtenues permettent de
classifier les trois échantillons comme des écosystémes extrémes. D’autres part, ces résultats
nous ont incités a ajuster le pH a 8,0 et a ajouter du NaCl aux milieux d'isolement afin de

reproduire au mieux les conditions prévalant dans ces trois écosystémes extrémes.

L’isolement réalisé nous a permis de constater la présence d’une flore actinomycéte riche
dans les échantillons de sol allant de 1,4 10° UFC/g a 18 10* UFC/g de I’échantillon ET1 et
de 7 102 UFC/g a 6 10* UFC/g de I’échantillon ET2 et de 1,6 10* UFC/g a 4,3 10° UFC/g de

I’échantillon ET3 sur les milieux additionnés d’NaCl.

La flore bactérienne non filamenteuse isolée avait une charge qui varie de 2 102 UFC/g
41,89 108 UFC/gde I’échantillon ET1 et de 3,2 10° UFC/g a 2,7 10° UFC/g de I’échantillon
ET2, et de 2 10 UFC/g a 2,2 10° UFC/g de I’échantillon ET3.

La flore fongique (moisissures) isolée avait une charge qui varie de 1,7 10 UFC/g & 2
10° UFC/g de I’échantillon ET1 et de 8 102 UFC/g & 2,75 10° UFC/g de I’échantillon ET2 et
de 4 102UFC/g a 5 10* UFC/g de 1’échantillon ET3.

Une analyse statistique a été appliquée sur les résultats de dénombrement afin de
déterminer un éventuel effet des facteurs « échantillon », « concentration d’NaCl » et «
milieu de culture » sur I’isolement de la flore actinomycétale a partir des trois échantillons

de sol.

Les résultats du test de Kruskal-Wallis ont mis en évidence la présence d’un effet du
milieu de culture, sur I’isolement de la flore actinomycétale a partir des trois échantillons de
sol. Les resultats du test de Mann-Whitney ont revélé que le milieu de culture ISP4 est le
plus favorable a 1’isolement des actinomycétes, par rapport au milieu ISP2. A partir de cela,
nous avons postulé une autre hypothése : « plus le milieu d’isolement est riche en source
nutritionnelles, plus il sera favorable au développement des microorganismes compétitifs

des actinomycetes ». Une analyse statistique appliquée sur les résultats du dénombrement
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des bactéries non-actinomycétales et des moisissures nous a permis de confirmer cette

hypothése.

Les résultats du test de Kruskal-Wallis ont révélé également la présence d’un effet du
milieu de culture, sur I’isolement de la flore des moisissures a partir des trois échantillons
de sol. De plus, le test de Mann-Whitney a démontré que le milieu de culture ISP2 était plus
efficace que le milieu ISP4 pour I'isolement des moisissures. Les milieux de cultures utilisés
n’avaient pas d’effet significatif sur I’isolement de la flore bactérienne selon 1’étude

statistique effectuée.

L'étude des caracteres culturaux a révélé que les isolats montrent une préférence pour le
milieu ISP2 en ce qui concerne leur croissance, leur sporulation et la production de pigments.
De plus, les souches d'actinomycétes ont montré une préférence pour les concentrations 5%
et 7,5% d’NaCl en ce qui concerne leur croissance et leur sporulation. La concentration

optimale d’NaCl pour la production de pigments s'est avérée étre 5% d’NacCl.

Le test d’activité antibactérienne des huit (8) isolats d’actinomycetes, Vis-a-vis les
bactéries test Escherichia coli (ATCC 25922) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923) a
partir des milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5 additionnés de 5%, 7,5%, 10% d’NacCl, a
révélé que trois souches actinomyceétes posseédent une activité antibactérienne contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) seulement. 1l s’agit des souches S7, S8 et S161 avec

des zones d’inhibitions qui ne dépassent pas les 18 mm, diametre obtenu par I’isolat S8.

L’effet du milieu de culture sur la production de substances actives contre une bactérie-
test est clairement démontré par le fait que certains isolats montrent leur capacité de
production sur certains milieux de culture et non pas sur d'autres, méme s'ils sont capables
de se développer dans ces milieux. Le milieu ISP2 se distingue des autres milieux de culture

en révélant une activité antibactérienne chez les trois isolats vis-a-vis de la bactérie-test.

Lors du test d'activité antibactérienne mené sur huit isolats sélectionnés contre des
bactéries multirésistantes, il a été observé que les isolats S7, S8 et S161 présentaient une
activité significative contre la souche multirésistante de S. aureus. Plus précisement, l'isolat
S8 s'est averé étre le plus efficace en termes d'inhibition de la croissance de S. aureus, avec
une zone d'inhibition mesurant 16,1 mm. Cette constatation indique que l'isolat S8 possede
une activite antimicrobienne notable et qu'il est le plus efficace parmi les isolats testés pour

inhiber la croissance de la souche multirésistante de S. aureus.
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Perspective

Nous estimons que ce travail peut étre un point de départ vers :

Une identification des flores actinomycétales, bactérienne et fongique isolée ;
Continuer le test d’activité antibactérienne pour les autres isolats actinomyceétes vis-
a-vis d’autres bactéries-test ;

Purification, identification et optimisation de production des molécules bioactives

d’intérét produites.
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ANnnexe



ISP2 modifié

Extrait de levure
Extrait de malt
Glucose

NaCl

Eau distillée g.s.p.
Agar

pH= 8.0

ISP4 modifié

Amidon soluble
K2HPO4

MgS04 7H20
NaCl

(NH4)2s04
CaCo3

NaCl

Agar

Eau distillée g.s.p.
pH=8.0

ISP5 modifié

Glycérol

L-Asparagine

K2HPO4

Solution d’oligo-éléments
NaCl

Agar

Eau distillée

pH=8.0

Annexe : Milieux de cultures

49
10g
49

509 /75g / 100g
1000ml
209

109
19
19
19
29
29
50g /75g / 100g
209
1000ml

109
19
19
Iml

50g /75g / 100g
20g
100ml



Solution saline 1 (solution d’oligo-éléments) du milieu ISP5

FeSO4.7H20 0.1g
MnCI2.7H20 0.1g
ZnS0O4.7H20 0.1g
Eau distillée g.s.p. 100ml

Apreés ajustement du pH, les préparations subissent un Autoclavage a 121°C pendant 15 a 20
min.



Nom : BENSOUICI Diplome : Master
Prénom : Rouaida Amira

Nom : BENDAKIR Date de soutenance : 25/06/2023
Prénom : Chourouk

Theme : Isolement d’actinomycétes producteurs de substances antibactériennes
agissant contre des bactéries pathogénes.

Trois échantillons de sols ont été prélevés du site Et-Taref. Les analyses
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