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The Actinomycet is a group of interesting microorganisms. It is a producer of the most
important antibiotics in the medical field today. These Gram-positive nematode bacteria

are prevalent in nature and are distributed in a variety of environmental media.

Through this thesis, we are interested in demonstrating that 20 isolates of selected
Actinomycetes from the microbiology laboratory at Baji Mukhtar University in Annaba
have antibacterial activity as well as antifungal against the target strains of Staphylococcus
aureus and Yeast of the type Candida and filamentous fungus Aspergillus niger.

The screening of the antibacterial activity of the selected strains was demonstrated by
the technique of agar cylinders, diffusion method on agar medium, with regard to the
investigation of the antifungal activity was carried out by the method of streaks Crossed
and that of agar cylinder. The extraction of these biomolecules has been carried out from
solid media with organic solvents. The results of the extraction are checked by the disc
method and the well method on the most sensitive strain.

The activity tests and those of the organic extracts indicate that the strains of the
Actinomycetes tested are important candidates in the production of bioactive molecules of

different nature against various microorganisms.

In the end, we completed our work with the metabolic characterization of representative
isolates S129a, S130, S386 and S450, which showed that their strains exhibited a high
frequency of enzymatic activity.

At the end of this work, it was possible to demonstrate a broad antagonist and metabolic
capacity of the Actinomycetes isolates.

Key words: Actinomycete, bioactive molecules, antibacterial, antifungal, extractions.



Les Actinomycétes constituent un groupe de micro-organismes intéressant. lls sont déja
les fournisseurs de la plupart des antibiotiques d’une importance dans le domaine médicale
aujourd’hui.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés, a révélé que les 20 souches
d’Actinomycétes choisissée parmi une collection de laboratoire de Annaba sont douées
d’activités antibactérienne et antifongique contre des souches-cibles dont la bactérie
Staphylococcus aureus, la levure de genre Candida et le champignon Aspergillus niger.

Le screening de I’activité antibactérienne des souches sélectionnésa été mis en
évidence par la technique des cylindres d’agar, méthode de diffusion en milieu gélosé, en
ce qui concerne la recherche de I’activité antifongique a été réalisée par la méthode de
stries croisée et celle de cylindre d’agar. L’extraction de ces biomolécule a été réalisée a
partir des milieux solides avec des solvants organiques. Les résultats de I’extraction sont
vérifié par la méthode des disques et la méthode des puits sur la souche la plus sensible.

Les tests d’activités et celles des extraits organiques indiquent que les souches des
Actinomycetes testés sont des candidatsimportants dans la production des molécules
bioactives de nature déférentes contre divers microorganismes.

En fin de compte, nous avons terminé notre travail par I’études descaractéres
métaboliques des isolats représentatifs S129a, S130, S386 et S450, qui montré que ses

souches ont présenté une fréquence importante d’activités enzymatiques.

A I’issu de ce travail on a pu mettre en évidence une large capacité antagoniste et
meétabolique des isolats d’ Actinomycétes.

Mots clés :Actinomycete, molécules bioactives, antibactérienne, antifongique, extractions.
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GYEA: Gélose Yeast extracts Agar

H2S: Production d’H2S

IC :Isolat Clinique

ICF :lIsolat Clinique Fongique

IND: Production d’indole

INO: Inositol

ISP : International Streptomyces Project
K>;HPO, :Phosphate dipotasique

KH;PO, : Phosphate monotasique

LB : Laureat Bertani

LDC : Lysine; Lysine Decarboxylase

MA : Myceélium de substrat

MAN : Mannose

MEL.: Meliblose

MgSO,4 7H20 : Sulfate de magnésium sept fois hydraté
MnCI2 4H20 : Chlorure de magnése quatre fois hydraté
MS:Mycelium de substrat

ODC:Ornithine Decarboxylase
ONPG:Ortho-nitro-phenyl-galactoside; B-galactosidase
RAT: Rice Agar Tween 80

RHA: Rhamnose

S:Souche



SAC: Saccharose

SOR: Sorbitol

TDA: Tryptophane; Tryptophane Désaminase
URE: Urease

VP: Pyruvate de sodium



Introduction



Depuis des milliers d'années, les étres humains se servent des microorganismes. Ces
germes omniprésents dans notre environnement, ne cessent d’occuper une place de plus en
plus importante dans notre vie, et sont actuellement a I’origine de I’essor du domaine de la
biotechnologie. En effet, ils sont doués de plusieurs activités importantes et peuvent étre
considérés comme étant des agents performants de transformation, certaines especes sont
également des agents de dégradation et peuvent étre exploitées dans des domaines
extrémement variés (Smaoui, 2010). Malgré ce c6té trés bénéfique des microorganismes,
certains d’entre eux pathogénes causent des véritables problémes pour I’humanité. A ce
propos, actuellement on assiste a un probleme trés épineux, d’une part I’augmentation de
I’incidence des infections fongiques et bactériennes et d’autre la résistance des
microorganismes pathogénes aux molécules antibactériennes et antifongiques
communément utilisées. En fait, qu’elle que soit le type et la nature de la molécule
bioactive utilisé, il existe des souches de défeérentesespéces bactérienne et fongique qui leur
sont résistantes. Par exemple les souches de Candida qui sont responsable de la plupart
des infections fongiques acquissent une résistanceaux antifongiques utilisés couramment
comme les polyenes, au 5-fluorocytosine utilisé en monothérapie mais aussi aux
échinocandines qui représentaient jusqu’a présent une alternative de choix au traitement

des maladies fongiques (Hope et al., 2004 ; Fournier et al., 2011).

Cette situation augmente un besoin d’urgence de trouver des solutions aux problémes
thérapeutiques rencontrés. La lutte biologique est I'une des méthodes prometteuse, elle
consiste en [I’utilisation des microorganismes antagonistes. Parmi ces derniers les
Actinomycetes, qui sont les plus grands producteurs de substances antimicrobiennes (Xiao
et al.,2002; Bressan, 2003). Elles synthétisent environ 70% des molécules actives
d'origine microbienne, avec des caractéristiques intéressantes génétiquement pour la
production de 10 a 20 métabolites pour chaque souche (Islam et al., 2009). Ces
germes sont des bactéries filamenteuses de colorations & Gram positive, ont été retrouvés
dans plusieurs écosystéemes aquatiques, lacustres ou marins. Leur étude a pris son ampleur
surtout apres la découverte de I’aptitude de certaines membre de ce groupe a produire les
antibiotiques dont en plus de 50 ont été isolés uniquement a partir du genre Streptomyces, a
savoir la streptomycine, la néomycine, le chloramphénicol et les tétracyclines (Djaballah,

2010). On outre, plusieurs souches rares de ce groupe bactérien montrent aussi une



capacité remarquable de la production des molécules bioactives a titre d’exemple, la
nouvelle espece Saccharotrix algeriensis avere qu’elle produit un nouveau antibiotique : le
dithiolopyrrolone (Chorin, 2009).

Devant ce constat, cette étude mene a un objectif principal, dans un premier temps de
rechercher des molécules bioactives a partir d’une gamme des souches d’Actinomycetes,
dans un second temps, d’extraire ces biomolécules et de les caractérisés et enfin d’étudier
la diversité métaboliques des souches possédant une activité antimicrobienne remarquable.

Pour répondre a cette problématique nous avons réalisé un travail de recherche portant
sur cette thématique.

Cette étude est devisée en deux axes, le premier axe intitulé «la partie
bibliographique » englobe ; les informations générales liées aux Actinomycetes, leur
taxonomie, écologie ainsi que de leur importance et un apercu sur les antifongiques et les
antibiotiques ainsi que leur production par les Actinomycetes. La partie expérimentale
constitue le deuxieme axe de ce travail. Elle comprendra : le matériel et méthodes mis en

ceuvre pour la réalisation de cette étude, les résultats obtenus ainsi qu’a leurs discussions.
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Chapitre 1 Les Actinomycétes

I. Généralité

Les Actinomycetes constituent un groupe de micro-organismes fascinant. Ils sont la
source de la plupart des antibiotiques utilisée en médecine aujourd’hui. 1l produisent aussi
des métabolites employés comme médicament anticancéreux, comme antihelminthique
(par exemple I’ivermectine qu’on donne aux chien pour prévenir le ver du cceur) et les
medicament qui suppriment le systéme immun chez les patient qui ont subi une

transplantation d’organe (Lansing et al., 2010).

Les Actinomycetes ont été isolés pour la premiere fois par Cohn en 1875 a partir de
sources humaines (Williams et al.,1984). Le plus ancien genre d’Actinomycétes aérobie
décrit, a été appelé Strepthrotrix. Ce nom était assigné a un vrai champignon et donc pour
des raisons de priorité dans la classification, ce genre bactérien a été déclaré invalide. En
1877, I’espéce Actinomycesbovis isolée d’un cas d’actinomycose de bceuf a été décrite
comme étant une moisissure. Ainsi, les Actinomycétes ont débuté leur carriere appelés:
moisissures rayonnants (Zerizer, 2014). Et c’est en 1943 que S. Waksman a pu isoler un
genre Actinomyceéte a partir du sol (Melouah, 2015).

En 1964, le projet international des Streptomyces (ISP) a essayé de standardiser les
critéres de détermination de I’espéce (Shirling et Gottlieb , 1966 ). On décrit des critéres
standards clés pour la détermination des especes :

= La forme des chaines de spores (rectiflexible pour les chaines droites ou
flexueuses, spirale pour les chaines hélicoidales).

W

La couleur du mycélium aérien sporulé avec sept classes de couleur (blanc, gris,
jaune, rouge, bleu, vert et violet).

La production de pigments mélanoloides bruns ou noirs.

L’ornementation de la paroi sporale (lisse, verruqueuses, echinelee ou chevelue).

La présence ou non de pigments solubles.

oy ¥ ¥

La capacité d’utiliser certaines sources de carbone pour se développer (D-
glucose, Dxylose, D-galactose, D-raffinose, D-mannitol, D-fructose, L-
arabinose, L-rhamnose, iinositol et saccharose).

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et divers

autres substrats. 1l représente 80 a 95% du total des Actinomycétes (Lacey, 1973). Aprés
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Streptomyces, les genres les plus fréquents sont Nocardia et  Micromonospora
(Dommergues et Mangenot, 1970).

I1. Définition

Etymologiquement, le mot Actinomycete a été dérivé des mots grecs « Aktis » qui veut
dire rayon et « mykes » qui veut dire champignon (Gottlieb,1973). Ces organismes
forment de longs filaments composés de nombreuses cellules, ces filaments se ramifient en
réseaux étendus composés de centaines ou de milliers des cellules, de tels réseaux sont
appelés ‘'mycélium (Jerome et al., 2004). Les filaments des Actinomycetes sont en réalité
constitués de cellules procaryotes dont le diametre est beaucoup plus petit que celui des
cellules eucaryotes des moisissures (Andria, 2010). Les Actinomycétes formant des
filaments ramifiés qui se développent dans la gélose formant un mycélium végétatif et a la
surface formant un mycelium aérien, ce dernier forme des conidies ou conidiospores , la
différenciation des spores, leur regroupement ainsi que la composition en sucre de la paroi
du mycélium constitue un critére de classification des différents genres de ce groupe Gram
positif qui sont répandue dans la nature et distribuée dans une variété d'habitats
écologiques comme le sol. Certaines souches ont été retrouvées dans les environnements
marins (Singhet al.,2006) eau douce , plantes (comme Endophytes) et d'autres (Tableau
n°1l) (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Larpent et Larpent Gourgaud,1997).

Tableau n°1 : Répartition des Actinomycétes dans la nature (willaims et al ., 1983)

Genre Habitats
Actinomadura Sol
Actinoplanes Sol,eau, litiére

Frankia
Microbispora
Micromonospora
Nocardia
Rhodococcus
Saccharomonospora
Sireptomyces
Sireptosporangium

Theremomonospora

Nodule racines
Sol
Sol,eau
Sol,eau
Sol,eau, fumier, litiere
Matiére en décomposition
Sol,eau, litiére
Sol
Matiere en décomposition et fermentation
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Les Actinomycetes représentent un pourcentage en G + C supérieur a 50 %, la plupart
de ces derniers sont non mobiles ; la mobilité est présenté chez les spores libérés par les
sporanges et qui sont flagellées caractéristiques présentés chez les Actinoplanes (Lee et al
.,2008).

I11. Classification

Les Actinomycétes appartiennent au régne des Procaryotes, a la division des Firmicutes
et a la classe des Thalobacteria, contenant I’ordre des Actinomycetales (Larpent, 2000).
La classe des Actinobacteria se présente comme suit : 5 sous-Classes, 5 Ordres ,4 Familles
(Tableau n'2) (Ratiba,2015).

Tableau n’2 : la division dans laClasse Actinobacteria (Melouah.,2015)

Sous-classe Ordre Famille
Acidimicrobidae Acidimicrobiales Acidimicrobiaceae
Rubrobacteridae Rubrobactérales Rubrobacteraceae
Coriobacteridae Coriobactérales Coriobacteriaceae

Sphaerobacteridae Sphaerobactérales Sphaerobacteraceae
Actinobacteridae Actinomycétales

IVV. Taxonomie

Le genre le plus prédominant dans les Actinomycétes est Streptomyces. Ce genre a été
classé dans la famille des Streptomycetaceaeen se basant sur la morphologie et la
composition de la paroi cellulaire. Le développement de la classification numérique a
permis la reclassification de six autres genres de cette famille (Actinopycnidium,
Actinosporangium, Chainia, Elytrosporangium, Kitasatoaet Microellobosporia) dans
legenreStreptomyces. Ces anciens  systémes numeriques utilisant les
caracteresphénotypiques sont fondamentalement changés par [I’introduction des
caractéristiques de labiologie moléculaire dans les systemes de classification
(Stackebrandt et al., 1997).

Les genres Streptomyces et Streptoverticillium étaient deux genres distincts possédant

des caractéres morphologiques différents, en 1990 Witt et Stackebrandt, ont conclu a
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partir des comparaisons des séquences d’ARNr 16S et 23S que le genre Streptoverticillium

doit étre considéré comme un synonyme de Streptomyces (Stackebrandt et al., 1997).

Les Streptomycetes représentent I’un des taxa appartenant a I’ordre des Actinomycetes
qui renferment une diversité de morphotypes, comprenant des formes unicellulaires
sphériques, des hyphes fragmentés et des mycéliums ramifiés. En effet, la famille
Streptomycetaceae comprend 10 genres :Streptoverticillium, Streptacidiphilus,
Microellobosporia, Kitasatospora, Kitasatoa, Elytrosporangium, Chainia,
Actinosporangium, Actinopycnidium et Streptomyces et plus d’une centaine d’espéces.
Cependant, les genres Actinosporangium, Actinopycnidium, Elytrosporangium, Chainia,
Microellobosporia et Kitasatoa, suite a I’utilisation de méthodes de biologie moléculaire,
notamment, les équencages de I’ARNr 16s, ont été assimilés au genre Streptomyces
(Bergey’smanual, 2007).

V. Culture et morphologie

La croissance des colonies des Actinomycétes est variable en fonction de la
composition des milieux de culture. La forme, la taille et la texture de la colonie sont des
critéres qui aident a différencier les genres. Les Actinomycetes se caractérisent par une
diversité morphologique importante et des formes mycéliennes complexes comme le genre
Streptomyces (Gottlieb, 1973). Certains peuvent présenter un mycélium se développant sur
et dans les milieux (mycélium végétatif) ou dans I’air au-dessus du substrat (mycélium

aérien).

Les filaments peuvent produire des spores soit isolées, soit groupées en chaines ou
méme enfermés dans un sporange. D’autres Actinomycetes forment un mycélium non
persistant rapidement transformé en une masse de forme bactériose irrégulier, et enfin
d’autres ne présentent que des mycéliums trés rudimentaires au point d’étre inexistants
(Mariat et Sebald, 1990 ; Lacey, 1997) . La couleur des pigments varie selon les especes
(Shirling et Gottlieb, 1966). Les colonies des Actinomycétes sont des entités
multicellulaires, elles forment des structures trés variées morphologiquement et
biochimiquement qui ont des fonctions spécifiques et des relations spatiales précises I'une

par rapport a l'autre. Ces structures peuvent étre utilisées dans leur taxonomie.
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V.1. Mycélium primaire

Le mycélium primaire est appelé aussi mycélium végétatif, mycélium de substrat ou
myceélium intra-matriciel, c'est un ensemble de filaments multi-nucléaires formés a partir
du tube germinal (hyphe) issue d’une spore. Son développement, sur la surface et a
I'intérieur du milieu solide, donne naissance a des jeunes colonies, formées par des
filaments attachés en matrice complexe. Cet hyphe s‘allonge par croissance apicale et se
ramifie a maintes reprises (Mighélez et al., 2000).

V.2. Mycélium secondaire

Le mycélium secondaire est appelé aussi mycélium aérien, il se forme lorsque la colonie
sera plus agée. Les hyphes primaires donnent des branches spécialisées qui se développent
loin de la surface de la colonie en donnant un mycélium reproductif dans I’air.
Contrairement a celui du substrat, le mycélium aérien est plus épais et peu ramifié, il est
protégé par sa paroi hydrophobe et peut se développer sur milieu pauvre en sources
nutritionnelles, dans la plupart des cas, par la dégradation du mycélium de substrat dont les
produits assurent un apport de nutriments pour sa croissance loin de la colonie (Miguélez
et al., 2000).

V.3.Les Spores

Les hyphes aériens des Actinomycetes subissent une série de changements
développementaux qui donneront naissance aux spores (Wildermuth et Hopwood, 1970 ;
Williams et al., 1970).

D'un genre a l'autre, les spores des Actinomyceétes s'organisent en diverses structures et
nous observons ; conidies un terme utilisé pour désigner les spores asexuées, qui sont des
chlamidiospores ou des sporangiospores non intercalaires. Les conidies des Actinomycetes
peuvent avoir plusieurs organisations: une seule, en paires, en chaines courtes ou longues
(plus de 20 spores par chaine) (Figure n°l), ou bien rassemblées dans des synnémata
(Holt et al., 1994).
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Figure n°1 : Organisation des conidies chez quelques genres d’Actinomycetes, a: une
seule, b : paires ou chaines courtes, ¢ : longues chaines (Larepent et Sanglier , 1989)

Les sporanges, nombreux ou limités, sont des sacs contenant des spores, ils peuvent étre
rencontrés sur le mycélium aérien ou a l'intérieur du milieu solide (Figure n°® 2) (Holt et
al., 1994).
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Figure n°2 : Formes et disposition de sporanges chez quelques genres d’Actinomycétes a:
sur le mycélium secondaire, b: sur le mycélium primaire, 1: spores nombreuses, 2: spores

en nombres limité (Larpent et Sanglier, 1989)
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Autre que les structures ordinaires quelques genres d’Actinomycetes forment des
structures rares comme:

= Des structures sphériques sur les hyphes aériens, et on peut trouver de l'eau
condensée autour des chaines de spores ( Holt et al., 1994).

= Des synnémata qui sont un ensemble de conidiophores, dressés et consolidés
ensemble, pouvant former des conidies uniquement a leur apex, ou bien a leurs
apex et bords latéraux (Hasegawa et al., 1978; Holt et al., 1994).

= Des sclérotes qui sont des structures sphériques compactes de mycélium, formées
chez quelques espéces de Streptomyces, ils ne contiennent pas de spores mais des

cellules enfilées avec des lipides ( Holt et al., 1994).

Les criteres morphologiques principalement utilisés pour délimiter les genres
d’Actinomycétes sont: la présence, I'abondance et la disposition des hyphes du mycélium
de substrat et du mycélium aérien, la présence des spores, leur nombre, leurs formes, leur
mobilité et leur position sur les hyphes, la formation de structures spéciales comme les
sporanges, sclérotes ou synnémata (Schofieled et Schaal, 1981 ; Demain et Solomon,
1985 ; Shirling et Gottlieb, 1966).

V1. Cycle de développement

Les Actinomycétes ont un cycle de développement complexe qui se divise en plusieurs
étapes. Sur milieu solide (Figure n°3), il débute par la germination d’une spore qui donne
naissance a un mycélium primaire formé d’hyphes non septés et plurinucléés, ramifiés et
ancrés dans le milieu solide. Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium primaire.
En effet ce dernier s’autolyse et les produits de la lyse sont cannibalisés par le mycélium
aérien. Les extrémités des hyphes aériens se spiralsent puis se cloisonnent et se
différencient pour former des chaines de spores, qui sont des agents de dissémination (Kim
et al., 2004 ; Smaoui, 2010).
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Figure n° 3 : Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide (Jakimowicz,
2007)

En milieu liquide, les cellules se développent uniquement sous forme de mycélium
primaire, méme si certaines souches peuvent sporuler dans cet environnement (Madigan et
Martinko, 2007). En milieu solide, une différenciation morphologique est donc observée
tandis qu’en milieu liquide la différenciation est généralement physiologique (activation
d’un métabolisme secondaire dans le cas d’un stress nutritionnel ou environnemental

ralentissant significativement la croissance) (Hodgson, 2000).
VII. Ecologie

Comme beaucoup de microorganismes du sol, la plupart des Actinomycetes se
comportent en bactéries mésophiles (avec une croissance maximale a une température
variant entre 25°C a 30°C) et neutrophiles (croissance entre pH 5 et 9 avec un maximum
autour de la neutralit¢) (Madigan et Martinko, 2007). Cependant, quelques
Streptomycessont acidophiles et croissent ades pH compris entre 3,5 et 6,5 colonisant ainsi
les sols acides, ils ont la particularité de produire des hydrolases et des chitinases acides
(Alexander, 1977).

Dans le sol, les Streptomyces sécrétent des enzymes dégradant les polymeéres insolubles
tels que les protéines, I’'amidon, la cellulose et la lignine provenant des plantes et
consomment les produits issus de la réaction de ces enzymes, en plus de la dégradation de

la pectine, lakératine et la chitine. Ces produits apparaissent naturellement dans les litieres



Chapitre 1 Les Actinomycétes

en décomposition et dans les sols pour former I’humus. Leurs actions se situent également
dans la dégradation des composts et des pollutions dues a I’activité de I’homme
(Lacey,1997). Dans la rhizosphére, les Streptomyces jouent un role important dans la
protection des racines des plantes par inhibition du développement des champignons
potentiellement pathogénes par leur sécrétion d’antifongiques (Doumbou et al., 2001 ;

Samac et al., 2003 ; Bouizgarne et al., 2009).
VIII. Activité utile des Actinomycetes

Les Actinomycétes sont impliqués dans la décomposition de la matiére organique du
sol, y compris la lignine et d'autres polyméres et peuvent dégrader les déchets urbains.
Représentent le groupe de microorganismes le plus important dans la production de
métabolites bioactifs, ils sont a I’origine de plus de 45 % de composés bioactifs connus,
34% dérivent du genre Streptomyces et 11 % des genres d’Actinomycetes rares
comportant plusieurs activités biologiques.

En ce qui concerne I’action des métabolites bioactifs, les Actinomycétes sont montrés
une capacité importante de la production des molécules antimicrobien, cytotoxique,
antiviral, antioxydant, insecticide, antiprotozoaire, anthelminthique, inhibiteur
enzymatique, favorisant la croissance des plantes et des agents herbicides. Il faut signaler
que les molécules bioactives des Actinomycétes est actif meme contre les bactéries
résistantes et les champignons pathogénes. Ces microorganismes sont connus également
par leurs réle clé dans la bioremédiation de colorants, produits pétroliers et pesticides et
biosorption de métaux lourds (Lee et al. , 2008; Zerizer, 2014).
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Les molécules bioactives sont produits par un large éventail de microorganismes
fongiques et bactériens,ils inhibent ou tuent & faibles concentrations spécifiquement
d’autres microorganismes (Marinelli, 2009). Parmi les microorganismes producteurs, les
Actinomycetes qui ont une capacité de produire une large variété de ces biomolécules que
ce soit a effet antibactériens "antibiotiques" ou antifongiques (Loucif, 2011).

I. Définition de molécule bioactive

Une substance bioactive est une entité matérielle qui mis en contact avec de la matiére
vivante entraine une réaction de celle-ci. Cette activité biologique peut etre

antibactérienne, antifongique, antiviral......
I.1. Définition d’antibiotiques

Le mot antibiotique fut employé pour la premiere fois, en 1942 par Waksman qui en a
donné la définition suivante : Un antibiotique est une substance chimiquement définie,
produite par des microorganismes et qui a la propriété d'inhiber la croissance ou méme de
détruire des bactéries ou d'autre microorganismes en solution dilué in vitro ou in vivo
(Simon et Meunier , 1970).

On I’emploie maintenant dans un sens plus large, le terme antibiotique désigne toute
substance naturelle ou synthétique, d’origine microbienne ou dérivée chimiquement
(Walsh, 2003 ; Zomahoun, 2005) dont l'activité thérapeutique se manifeste a trés faible
dose d'une maniére spécifique, par l'inhibition de certains processus vitaux, a I'égard des
bactéries sensibles (Prescot, 1995). On distingue les activités bactériostatiques, qui
inhibent la croissance microbienne, et les activitésbactéricides, qui tuent. Souvent un méme
antibiotique peut exercer I’un ou I'autre de ces effets, en fonction de sa concentration
(Prescott, 2003). Dans la majorité des cas, leur synthése débute a la fin de la phase
exponentielle (trophophase) et le début de la phase stationnaire (idiophase) (Bu’Lock,
1965).

1.2. Définition d’antifongiques

Les antifongiques ou antifungiques sont des molécules qui permettent de lutter contre
les champignons, également appelés mycétes. La plupart des champignons apprécient les
zones de maceération ou ils aiment a se développer, car ce sont des milieux chauds et

humides, favorables a leur développement. Certains antifongiques sont locaux sous forme
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de créemes, pommades, shampooings ou poudres, quand la surface atteinte est accessible,
comme la bouche en cas de muguet, la peau, ou les cheveux en cas de teigne. Cependant,
le mode d'administration peut aussi étre oral, notamment dans le traitement de
champignons du tube digestif (Said, 1989).

Il. Origine des molécules bioactives
11.1.0rigine d’antibiotique

Les antibiotiques sont obtenus par voies :

> Naturelles issues de microorganismes ; la majorité des antibiotiques d’origines
naturelles commercialisés sont produits par les Actinomycetes comme la
streptomycine (willey et al., 2008).

= Semi-synthétiques ; représentées par des molécules d’origine naturelle ayant subi
une modification par I’addition de groupes chimiques supplémentaires dans le but
de les rendre moins sensibles & I’inactivation par les microorganismes, aussi,
beaucoup d’antibiotiques semi-synthétiques présentent un spectre d’activité plus
large que la molécule d’origine, la pénicilline V et la méthicilline en sont de bons
exemples (willey et al., 2008).

11.2.0rigine d’antifongique

Les molécules a activité antifongiques peuvent étre issues d’une voie :

. Naturelle ; ceux d’origine naturelle sont produits par les Actinomycetes ou par
des champignons, nous pouvons citer I’exemple de I’Amphotéricine B produite
par Streptomyces nodosus.

= Semi-synthétiques ; comme I’acétate de caspofungine qui est un dérivé aminé
semi-synthétique de la pneumocandine B, produit naturel de la fermentation de
Glarealozoyensis.

. Synthétiques ; les antifongiques de synthése sont beaucoup plus nombreux,
c’est le cas de la fluorocytosine, les azolés, les dérivés de I'imidazole, et les
dérivés triazolés, et les antifongiques qui appartiennent aux échinocandines
(Ripert, 2013).
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I11. Classification des molécules bioactives

111.1.Classification d’antibiotique

La diversité et la complexité des molécules antibactériennes rendent nécessaire leur
classification.Ces antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : leurs natures
chimiques, en fonction des bactéries qu’ils inhibent ou selon leurs modes d'action sur les
agents infectieux.

La classification chimique permet de classer les antibiotiques en groupes assez
homogenes mais éloignés des objectifs cliniques. La classification des antibiotiques en
tenant compte du spectre antimicrobien ne parait pas étre la meilleure en raison de
I’évolution de la résistance bactérienne (Walsh, 2000). Enfin, les antibiotiques doivent tuer
ou inhiber les micro-organismes sans détruire les cellules. En effet, pour pouvoir étre
utilisable en pratique clinique, un antibiotique doit se caractériser par une action spécifique
sur les germes visés sans perturber le fonctionnement des cellules de I’héte.La
classification basée sur le mécanisme d’action rend compte des propriétés particulieres de
chaque groupe d’antibiotiques (Walsh, 2000). En utilisant ce dernier moyen de classement,
nous pouvons distinguer plusieurs classes (Smaoui, 2010).

I11.1.1. Inhibiteurs de la synthése de peptidoglycane

De nombreux antibiotiques inhibent la synthése du peptidoglycane, composant essentiel
de la paroi des bactéries a Gram+ et a Gram-.

La synthese de la paroi bactérienne comporte trois étapes successives, chacune de ces
trois étapes peut étre perturbée par l'action des antibiotiques. On peut citer, les béta-
lactaminesse fixent sur des protéines de la membrane cytoplasmique appelées les PLP
(protéines liant la pénicilline). Ils bloquent leur fonctionnement inhibant ainsi la formation
du peptidoglycane. Cette inhibition entraine le blocage de la multiplication cellulaire. Le
peptidoglycane est dégradé sous I’action d’autolysines, ce qui entraine finalement la lyse
bactérienne (Colamia et Doyle, 2002 ; Prescott et al., 2010).

111.1.2. Altérateurs de la synthése de la membrane

La membrane plasmique des microbes, située juste aprés la paroi cellulaire, est la cible
de nombreux agents antimicrobiens. Essentielle & la cellule, cette membrane joue un réle
actif dans la régulation de I'entrée des nutriments et de I'élimination des déchets. Certains

antibiotiques, en particulier les antibiotiques polypeptidiques tels que les gramicidines et
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les polymyxines gréace a leur caractere amphitiquepénetrent dans la cellule bactérienne et
s’insérent parmi les phospholipides des membranesexternes et cytoplasmiques, ce qui
entraine la désorganisation de celles-ci et perturbe laperméabilit¢ membranaire (Podie-
Magne, 1999 ; Zomahoun, 2005 ; Tortora, 2012).
111.1.3. Inhibiteurs de la synthése protéique

Plusieurs antibiotiques agissent au niveau du cycle des ribosomes préférentiellement sur
la sous-unité 30S et/ou la sous-unité 50S et la biosynthese des protéines bactérienne
(Euzéby ,2007). Par exemple, les aminosides ou aminoglycosides; ce sont des
antibiotiques bactériostatiques a faible doses et bactéricides a forte doses, la cible
principale de ces molécules est le ribosome, et en particulier sa sous-unité 30S.La plupart
des aminoacides se fixent aussi sur la sous-unité 50S. Cette fixation sur le ribosome
conduit a une altération de la synthese des protéines en particulier inhibition de la
traduction. En effet, ils provoquent des erreurs de lecture du message porté par I'ARN
messager ce qui engendre plusieurs perturbations ; altération fonctionnelle de la membrane
cytoplasmique, blocage des systéemes de sécrétion et de respiration, etc (Mimoz, 2003 ;
Zomahoun, 2005 ; Philippon, 2006).

D'autres, comme les tétracyclines, les phénicoles, les macrolides, les lincosamides et les
streptogramines, se fixent sur le ribosome bactérien inhibant d’autres différentes étapes de
la syntheése protéique (Benzeggouta, 2005).

111.1.4. Inhibiteurs de la synthése nucléaire

Le déreglement du fonctionnement de I’ADN empéche la cellule de se diviser et/ou la
synthése des enzymes indispensables. Ce déreglement des acides nucléiques peut étre
perturbé par des antibiotiques (Benzeggouta, 2005).

Dans cette classe des antibiotiques, on trouve deux groupes :

= Un premier agit directement sur la synthese des acides nucléiques cas des

quinolones qui agissent sur les enzymes réglant la conformation de I'ADN tel que
les topo-isomérases (essentiellement I'ADN gyrase). L'arrét de l'activité de ces
enzymes bloque tout changement de conformation et toute synthése d'ADN
(Mimoz, 2003 ; Zomahoun, 2005 ; Euzéby,2007), les rifamycines qui se fixent
sur ’ARN polymérase en formant un complexe irréversible ce qui bloque la
formation de I’ARN messager (Zomahoun, 2005 ; Euzéby, 2007) et la mupirocine
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inhibiteur de I’isoleucyl-ARN-synthétase qui permet la synthése de I’ARN de
transfert (Podie-Magne , 1999 ; Tortora et al., 2003) .

. Un deuxieme groupe d'antibiotiques agit sur les précurseurs de synthése des acides
nucléiques qui sont les folates. Ces derniers et en particulier l'acide
tétrahydrofolique joue un réle essentiel dans la synthése des bases puriques et
pyrimidiques. Pour ce deuxiéme groupe, on peut citer les sulfamides et les 2-4-

diaminopyrimidines (Smaoui, 2010).

: i . ADN gyrase | IT iption de I'ARN
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- —_— Rifampicine
Cyclosérine Quinolones —| Acide nalidixique 7 Actinomycine Strey tgvaricine
Vancomyecine iprofloxacine ’ P
B.?ci_tr_ac_i.ne Novobiocine d f
Pénicillines — synthése protéique
Eff:::lbo;poﬂf;? HH‘“HHH gl inhibiteurs des 50s
Carbapénéme T i Erythromycine (macrolides)
. . o . y- : Vv Chloramphénicol
Métabolisme de I'acide folique WMMMM 'y Clindamycine
Trnmethoprime _— Iy u.’.’:l,l Ly, Lincomycine
Sulfonamides TT—— ARNm . ;
T B } synthése protéique
'“‘-x._x [ g Ribosomes inhibiteurs de la 30s
x"x._m ﬂ@f"\ 1@""- ¥ o | [ Tétracylines
= 3 T Spectinomycine
Structure et fonction de la \ y | Gentamycine
membrane plasmique S / | Kanamycine
/ S— N | Amikacine
Polymixines ““—H‘-\ ~ Biosynthése | Nitrofuranes
Daptomycine N\ des lipides . .
N <~ synthése protéique
Acide 4-amincbenzoique membrane Paroi Platensimycine  jphijbiteurs des ARNt

cytoplasmique

Mupirocine

Puromycine

Figure n°® 4 : Mécanisme d’action des principaux antibiotiques (Madigan etal., 2012)

111.2.Classification d’antifongique

Malgré la recherche permanente de nouvelles cibles cellulaires les principales molécules
antifongiques disponibles relativement limite appartiennent a quatre familles, les polyénes,
les analogues nucléosidiques, les azolés, et les échinocandines ciblant trois voies
métaboliques distinctes(Mouly et Sellier, 2004 ; Martin, 2008 ; Vandeputte, 2008).

Cependant les antifongiques les plus utilisés dans le traitement des mycoses sont
lesmolécules macrolides polyeniques.Mais ,malgré leur efficacité, les polyénes trouvent
des limitations d’applications enthérapeutiques vue leur toxicité vis a vis des cellules hotes
ainsi que des effets secondairesimportants notamment des fiévres, céphalées, collapsus et
des réactions anaphylactiques.Actuellement, I’attention est de plus en plus tournée vers la
recherche de moléculesantifongiques non polyéniques et d’origine naturelle, ayant comme
site d’action des ciblesautres que I’ergostérol.(Ces deux classes sont résumées dans le
tableau n°3).
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Classe d’antifongique

Les Poléniques :

- La nystatine : le plus ancien des antifongiques naturels, a été isolée de
Streptomyces noursei en 1950 ; est le plus souvent indiquée pour le
traitement courant des candidoses digestives, vaginales et cutanées.

- L’ Amphotéricine B : Isolée de Streptomyces nodosus en 1955, est un
macrolidepolyénique amphotére, elle est indiquée commetraitement des
candidoses vaginales et cutanées.

Les non Poléniques :

appartiennent a plusieurs famillesd’antibiotiques Ils jouent un réle moins
important en thérapeutique que les polyénes sauf la griséofulvine joue
unrble important en thérapeutique humaine dans le traitement des
mycoses superficielles et souscutanées. mais leurutilisation dans
I’industrie  alimentaire et dans la lutte contre certains
champignonsphytopathogénes est relativement courante (Deacon., 1984 ;
Vandamme.,1985 ).

Tableau n°3 : les principaux classes des antifongiques

Cible

Membrane fongique

Paroi fongique

Acides nucléique

Mode d’action

Les polyénes ont pour cible l'ergostérol, le principal composant de la membrane
plasmique des champignons. Leur caractére amphotére leur permet de s'associer a la
bicouche lipidique de la membrane fongique, en formant des pores transmembranaires
(Vandeputte, 2008) provoquant I’augmentation de la perméabilitémembranaire (Tulkens,
2008)

le type d'action par lequel les non-polyéinique inhibent les mycétes est mal connu.
Plusieurs mécanismes sont invoqués : inhibition de la mitose des cellules fongiques et de
la synthése des acides nucléiques, interférence probable avec la fonction des

microtubules.
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IV. Mécanismes de résistance aux molécules bioactives

La découverte des molécules bioactives a la fin des années 1940 a marqué une étape
capitale dans la lutte contre les maladies infectieuses. Ces traitements ont permis
d'épargner un grand nombre de vies et aurait d0 provoquer une catastrophe chez les
microbes (Smoui ,2010). En revanche, les microbes avaient trouvé les moyens pour
résister a cet environnement hostile et par conséquent, éviter l'action des biomolécules , et
se développer en présence d'une concentration en molécules bioactives significativement
plus élevée que celle habituellement active sur les souches de la méme espéce
(Benzeggouta, 2005).

IV.1. Types de résistance aux antibiotiques

La résistance deux types ; innée ou naturelle et résistance acquise apparaissant chez des
bactéries sensibles aux antibiotiques

VI1.1.1. Résistance naturelle

Les bactéries n’étant pas suicidaires, les premieres qui ont appris a synthétiser des
antibiotiques ont développées dans le méme temps, les moyens de s’en protéger. 1l s’agit
de la résistance naturelle aux antibiotiques (Lozniewski et Rabaud, 2010). Cette
résistance naturelle est un caractere présent chez toutes les souches d’une espece
bactérienne donné (Madigan et al., 2012).

Elle fait partie du patrimoine génétique normal du germe (Yala et al., 2001), se
manifeste essentiellement par I’expression d’une protéine innée empéchant I’antibiotique
d’accéder a sa cible, c’est par exemple le cas des Escherichia coli vis-a-vis de la
vancomycine, ou encore de Pseudomonas aeruginosae face a I’ampicilline (Madigan et
al., 2012) ou par la production naturel des béta-lactamases, c’est le cas de Klebsiellasppet
P.aeruginosa (Lozniewski et Rabaud, 2010). Les bactéries anaérobies sont naturellement
résistantes aux aminosides (Lozniewski et Rabaud, 2010). Ainsi tous les bacilles & Gram
négatif a I'exception de Legionella, Campylobacter et Haemophilus sont résistants a la
spiramycine un antibiotique produit par Streptomyces. leur résistance naturelle est due a
I'impossibilité pour la spiramycine de franchir la paroi de ces bactéries (Rouveix et al.,
1988).
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VI1.1.2. Résistance acquise

A coté de la résistance naturelle, il existe aussi des résistances acquises ; c’est I’acquisition
de nouveaux génes capables de rendre la bactérie insensible a un antibiotique ou a un
groupe d’antibiotiques (Yala et al.,2001 ;Summers, 2006 ; Wright, 2007).

Cette adaptation des bactéries aux antibiotiques, est due soit a des mutations, soit a la
présence de nouveaux genes portés par des plasmides ou des transposons. La résistance par
mutation chromosomique ne concerne qu'un faible pourcentage des souches isolées en
clinique; c’est un processus spontané qui se produit par exemple dans le géne qui code
pour une proteine ciblé par I’antibiotique, rendant ce dernier inefficace contre ce mutant.
Par contre la résistance d'origine plasmique est beaucoup plus fréquente, découverte a la
fin des années 50, au Japon a la suite d'une épidémie de dysenterie bacillaire
(Benzeggouta, 2005 ; Madigan et al., 2012), ici le plasmide qui contient le géne de
résistance peut se transmettre en générale par conjugaison permettant ainsi la propagation
rapide des résistances, souvent plusieurs génes de résistance peuvent se regrouper chez un

seul plasmide (Madigan et al., 2012).

IV.2. Mécanismes de résistance aux antifongiques

A I’exemple des bactéries qui deviennent résistantes aux antibiotiques, les champignons
pathogénes pour I’lhomme ainsi que les phytopathogénes développent des formes de
résistances aux antifongiques. C’est durant les années 1980 a 1990 une augmentation
considérable du nombre de souches fongiques résistantes a été observée, accompagnée
avec une large utilisation des antifongiques polyéniques mais surtout azolés qui a conduit a
I’émergence d’especes naturellement peu sensibles ou résistantes a ces molécules (Pfaller ,
2012 ; Sheikh et al., 2013). C’est le cas d’Aspergillus fumigatus ou sa résistance clinique
aux traitements par I’itraconazole, un des antifongiques les plus utilisés en médecine pour
combattre les aspergilloses, augmente de plus en plus.

Les mécanismes de résistance, mis en place par certaines souches de champignons, sont

maintenant mieux connus, en particulier chez les levures du genre Candida.

Dans la majorité des cas, ces mécanismes reposent d’une diminution du contenu en
ergostérol des membranes plasmiques soit par mutation d’un gene codant une enzyme non
indispensable de la voie de biosynthese de I’ergostérol ou d'en bloquer I'acces, soit par la

surexpression de genes codant pour la cible ou pour des transporteurs membranaires
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impliqués dans un rejet actif de I'antifongique tel que les genes ERG3 et ERG6 responsable
de ce type de résistance chez C.albicans (Spampinato et Leonardi, 2013).

V. Production des molécules bioactives par les Actinomycétes

Les Actinomycetes sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berd, 2005). Historiquement dans la période des années
1940-1960, I’age d’or dans la découverte des molécules bioactives (illustré dans la figure
n°5), Waksman fut le premier & démontrer la richesse de ces microorganismes dans ce
domaine (Sherk, 2000). Il a isolé de nombreux molécules bioactives sécrétés par des
Actinomycetes : actinomycine (1940), clavacine, streptothricine (1942), streptomycine
(1943), griséine (1946), néomycine (1948), fradicine, candicidine, candidine, etc
(Procépio et al., 2012).

Mitomycin
"Novobiocin
Amphotericin
Vancomycin
Neomycin Cephalosporin
Chlortetracycline Gentamicin

Candicidin Monensin
_ Chloramphenicol Tylosin  Adriamycin

ira in Pristinamycin Teicoplanin
Bacitracin Tetracydine Avoparcin
Erythromycin _Kasugamycin Thienamytcin
Streptomycin  Oleandomycin Fosfomycn  Lovastatin
Streptothricin Griseofulvin ~ Polyoxin Rapamycin
Actinomycin Rifamycin Cydosporin Avermectin _Spinosyn
Pemicllin Oxytetracycline  Bleomycin Bialaphos Nikkomycin Epothilone
Gramicidin  Nystatin Kanamycin Lincomycin Tacrolimus

1940 1850 1960 1970 1980 1990 2000

Figure n°5 : L’évolution de la découverte des molécules bioactives, d’aprés
(Hopwood, 2007). Les molécules bioactives soulignées en rouge sont produites par les
Actinomycetes

Les molécules bioactives produites et secrétés par les Actinomycetes n’ont pas
seulement des applications thérapeutiques, ils sont utilisés aussi dans le traitement de
certaines maladies des plantes. La blasticidine, par exemple, est active sur Piricularia
oryzae, un pathogene du riz (Tomita et al., 1990 ; Berdy, 2005).
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Parmi les espéces Actinomycetales, Il est tres bien connu que le genre Streptomyces
produit la majorité des antibiotiques et des métabolites secondaires biologiquement actifs
(Revel et al., 2000).

Les biomolécules produits par Streptomyces montrent une grande diversité au niveau de
leurs structures et de leurs cibles cellulaires, ces derniers appartenant a différents classes
chimiques, ils sont fournisseurs d’oligosides, de B-lactamines, de peptides, de tétracyclines,
d’anthracyclines, d’ansamycines, de macrolides, de polyénes, de nucléosides et de la
fosfomycine, néomicine et streptomycine qui ont des activités antibactériens
antifongiques et méme antiparasitaire produites essentiellement par Streptomyces griseus
et Streptomyces fradia. Les molécules bioactives produites par Streptomyces mutabilis
présentent aussi une activité antifongique contre Candida albicans (Sanasam et
Ningthoujam, 2010), et la souche Streptomyces rochei présente une activité anti
dermatophytique vis-a-vis le dermatophyte Trichophytumrubrum (Lakshmipathy et
Krishnan, 2009).

Ces molécules bioactives représentent aujourd’hui un marché considérable de vingt-huit
milliards de dollars au niveau mondial (Thomson et al.,2004 ; Madigan et Martinko,
2007).

Outre que les Streptomyces, le genre Micromonospora est caractérisé aussi par la
production d’un nombre trés important des antibiotique tel que les cephamycines et les
gentamicines (Kirby et Meyers, 2010). En plus de nombreux souches de Nocardia citer
I'exemple de Nocardia mutabilis, Nocardia syringar et Nocardiopsis dassonvillei ont la
capacité de synthétiser un ensemble des molécules biologiquement actives telles les
antibactériens de types macrolides et lactones qui ont une forte activité méme contre les
souches les plus résistantes comme Staphylococcus aureus multirésistantes et les
antifongiques activent contre une gamme importante d’Aspergillus telles I’Aspergillus
flavus , Aspergillus niger ainsi que les levures tel que Candida tropicans et Candida
albicans ( Kageyama, 2004 ; Zerizer, 2014).

Plusieurs membres du genre Nonomuraea sont responsables de la productions des
molécules antimicrobiennes telle que la Maduramycine (Pplpass et al., 2014).

Actinomadura parmi les Actinomycétes rares est une excellente candidate productrices
des antifongiques activent contre divers champignons pathogénes et toxicogénes
(Maharjan et al.,2011).

Parmi les nombreuses molécules bioactives produites par les Actinomycétes, on peut

citer les exemples suivants :
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w La spiramycine; un antibiotique de la famille des macrolides, est I'un des
premieres molécules aux propriétés antibactériennes isolée chez Streptomyces
ambofaciens ATCC23877(Albouy et al., 1955), elle est utilisée en médecine
comme antibiotique active contre des bactéries Gram-positives (Staphylocoques,
Pneumocoques, Corynébactéries, Clostridium et Listeria monocytogenes), quelques
bactéries Gram-négatives (Neisseria, Campylobactersp et Legionellasp), certaines
bactéries particulieres comme les chlamydies et les mycoplasmes (Mycoplasma
pneumoniae) et posséde également des propriétés antiparasitaires contre plusieurs
espéces de Toxoplasma (Chew et al., 2012) .

w= La thioline; une des molécules bioactives, fait partie du groupe de
dithiolopyrrolones. Le spectre d’activité de la thiolutine est tres large. Il touche
aussi bien les bactéries a Gram positif et a Gram négatif que les levures ou les
champignons microscopiques et méme les protozoaires et les insectes (Webster et
al., 2002). Cette molécule agisse principalement en empéchant la synthese de
I’ARN messager en inhibant les ARN polymérases. Elle est produite par
Saccharothrix algeriensis la seule espéce du genre a produire des antibiotiques de
la famille des dithiolopyrrolones (Merouche , 2012).

= La griséofulvine ; un antifongique dont le spectre d'activité est strictement limité
aux dermatophytes. IL est actif sur les trois variétes de champignons
dermatophytes : Microsporum, Epidermophyton et Trichophyton (Vandamme,
1985).

= La platensimycine ; une molécule antibactérienne d’une classe précédemment
inconnue, d’origine naturelle isolée de Streptomyces platensis, découverte en 2006,
cette molécule montre une activité a large spectre contre les bactéries Gram
positives, son mode d’action réside dans I’inhibition de la biosynthése lipidique
cellulaire, aussi cette molécule a montré une activité sur des souches de
Staphylococcus aureus resistante a la méthicilline (Wang et al., 2006 ;
Allahverdiyev et al., 2013).
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Matériels et Méthodes

I. Objectif de travail
Depuis la découverte de la Pénicilline par Alexandre Fleming en 1928, les antibiotiques
ont eu un immense impact dans le traitement d’infections causés par des microorganismes
pathogénes. En effet, Ces microbes, grace a leur plasticité génétique acquissent non
seulement une capacité de survivre, mais méme de prospérer dans cet environnement
hostile (Fernandez et al., 2011).

Pour combattre ces microorganismes dangereux, plusieurs travaux de recherche sont
actuellement orientés vers la découverte de nouvelles molécules bioactives, et vue la
complexité de leur structure chimique, le moyen le plus utilisé pour la recherche de ces
molécules actives est le moyen naturel qui consiste a chercher ces molécules notamment a
partir de microorganismes (Smaoui, 2010). Et comme les Actinomycetes occupent la place
la plus importante dans la production de ce type des molécules bioactives a savoir a effet
antibactérien, antifongique, antiparasitaire et antiviral. Nous nous sommes intéressés a
exploité ce coté tres bénéfique dans notre travail.

Notre travail a pour but :

. La recherche a partir des souches d’Actinomyceétes, des molécules activent
contre divers isolats cliniques et alimentaires a savoir la bactérie
Staphylococcus aureus, les levures Candida albicans, Candida kefyr et
méme le champignon Aspergillus niger.

= L’essai préliminaire de I’extraction de molécules en question.

= La pré-identification des souches d’Actinomycetes les plus actives par
I’étude de leur caractéristique biochimique.



I1. Cadre de I’étude

Matériels et Méthodes

Cette étude a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologique, Département

de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie, université de Tébessa, pendant

une durée de 3 mois dés le 01 février 2017 jusqu’a 27 avril 2017.

I1l. Matériels utilisés

111.1. Matériels non-biologique

111.1.1.Grands matériels

=

¥ ¥ YW WYY YWY

Agitateur
Autoclave
Bain marie
Balance
Etuve

Hotte bactériologique et Hotte chimique

Loupe binoculaire
Microscope optique
pH metre

Plaque chauffante
Réfrigérateur

Table a niveau
Vortex

111.1.2.Petits matériels

¥ ¥ ¥ WY WYY

Anse de platine
Barreaux magnétique
Bec bunsen

Boites de Pétri
Portoirs

Entonnoir

Film photographique
Lames

Micropipette

Papier watman n°1



Matériels et Méthodes

= Picette

= Pipettes Pasteur

= Spatule

= Virreris: béchers gradués, éprouvettes graduées, tubes a essai stériles et les flacons

111.2.Matériels biologiques

. Les 20 isolats d’Actinomyceétes.

= Les bactéries-tests : Staphylococcus aureus ATCC 25293, Staphylococcus
aureusATCC 43300.

. Les bactéries d’origine clinique: (IC13, 1C28, 1C29, 1C30, IC31, IC32, IC33),
Staphylococcus aureus.

= Les levures d’origine clinique : (ICF18, ICF19, ICF20, ICF21, ICF22, ICF23,
ICF24), Candida albicans et Candida Kefyr.

= Les champignons d’origine clinique : (ICF25, ICF26), Aspergillus niger.

= Les champignons d’origine alimentaire : (IAF 27), Aspergillus niger.

111.3.Milieux de cultures

= Bennet
Bouillon nutritif
Chapman
ChromagarCandida
Gélose a base d’amidon 1%
Gélose a base de caséine 5%
Gélose a base de gélatine 0,4%
Gélose Cos
Gélose nutritive
ISP, 1SPg et ISP,
Lait écréme 10%
LB liquide, molle et solide
Milieu & base de tween 80
Milieu de RAT

YWY YWY WYY

Milieu Sabouraud molle et solide
NB : La composition de chaque milieu est présente dans la partie annexe
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111.4. Solutions et colorants utilisés
= Alcool

Bleu de méthylene

Eau distillée stérile

Eau physiologique stérile

Fuchsine

Lugole

oy ¥ ¥

Violet de gentiane

111.5. Réactifs et autre produits
= Api20E
. Huile a immersion
= Huile de paraffine
= Kovax
= Nitl et Nit 2
= TDA
= VP1 et VP2

I111.6. Les solvants
. Acétate d’éthyle .
Dichlorométhane .
Ethanol .

=

=

= N-Hexane apolaire.
= Méthanol .

=

N-Butanol .

IV. Méthode de travail
IV.1. Origines des souches

Dans le cadre de ce travail on vise a étudié I’activité antimicrobiennes de 20 isolats
d’Actinomycétes qui proviennent d’une assortiment de souches d’Actinomyceétes du
laboratoire de Microbiologie Appliquée de I’UniversitéBadji Mokhtar Annaba, ces isolats
sont représentés par les codes suivants : (S13 ,S129a ,S129b , S130, S227, S235, S292 ,
S302, S312,S372, S386, S403, S417 , S418, S419 , S428, S429, S430, S431 , S450).
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IV.2.Repiquage et vérification de la pureté des isolats

La croissance des Actinomycetes est réprimée par la présence de champignons qui
sont caractérisés par une croissance envahissante (Williams et Cross, 1971). Pour cela les
isolats doivent étre purifiées par repiquages successifs sur un milieu neufs dans notre
étude c’est le milieu ISP.

Le repiquage des souches se fait par la méthode d’ensemencement par stries
d’épuisement. Apres I’ensemencement, les boites sont incubées a 30C° pendant 7 jours et
examinees réguliérement.

IV.3. Conservation des souches d’ Actinomycete
Les colonies d’Actinomycetes doivent étre conservées par deux techniques déférentes :
= Conservation des spores et des fragments mycéliens, elle est réalisée par raclage de
la surface de la culture puis la centrifugation pour récupérer le culot qui contient
les spores. La conservation se fait par congélation a -20 °C en présence du glycérol
a 20 % (sik ,1999).

= Conservation par culture sur une gélose inclinée du méme milieu d’isolement & 4
°C (Xuetal., 2012).

Dans la premiére technique la conservation peut durer plusieurs années, dans la
deuxieme technique un repiquage est réalisé chaque deux mois.

IV.4. Etude des caractéristiques morphologiques des Actinomycetes
1V.4.1. Etude macromorphologique

L’étude des caractéres macromorphologiques des Actinomycetes permet de déterminer
I’aspect phénotypique ainsi les caractéres culturaux et les différents aspects et
pigmentation du mycélium aérien et celui du substrat, qui varient en fonction de milieux de
cultures.

Les isolats d’Actinomycétes sont ensemencés par la méthode de stries sur le milieu
Bennet préalablement coulé dans les boites de Pétri, aussi par la méthode de stries et par
touche sur le milieu ISP,. L’ensemencement s’effectuée a partir d’une culture pure mature
de chaque isolats d’Actinomycétes. Les cultures sont observées dans le 7 *™ jour et le 14
®M¢ jours d’incubation & 30C° & Iaide d’une loupe binoculaire.

L’importance de la croissance et le développement du mycélium aérien sur chaque
milieu sont observées. La pigmentation du mycelium aérien et celui du substrat et la

présence de pigments diffusibles dans la gélose sont notés (Shirling et Gottlieb, 1966).
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1V.4.2. Etude micromorphologique

Les caracteres micromorphologiques des isolats sont obtenus suite a I’observation
d’états frais ou une lame est additionnée d’une goutte de la culture est observée au
microscope et par des frottis réalises a partir des cultures pures des isolats, pour déceler la
forme. Ces frottis sont colorés par la coloration de Gram. La coloration de Gram est une
coloration différentielle qui permet la distinction des bactéries Gram + et Gram- sur la
base de différence de composition chimique et d’ultra structure des parois cellulaires.
IV.4.2.1.Préparation d’état frais

. Mettre une goutte d’eau distillée stérile sur une lame

. Mette une portion de colonie agée avec la goutte d’eau et faire un frottis mince

. Laisser sécher a I’air ambiant

= Observer au microscope optique grossissement x 100(Funke, 2003).
1VV.4.2.2. Technique de la coloration de Gram

. préparer le frottis.

= fixer le frottis a lachaleur.

. Recouvrir la lame de violet de Gentiane pendant 1 minute, laver a I’eau

distillée.

= Recouvrir du lugol pendant 1 minute

. Décolorera I’alcool puis laver a I’eau.

. Recouvrir la lame de fuchsine diluée pndant 30 secondes puis lave a I’eau

. secher entre deux feuillets de papier buvard.

. Observer sous objectif a immersion (X100) d’un microscope optique (Nelly, 1992;

Jean, 1997 ; Funke, 2003 ; Dellars, 2007).

Cet examen nous permetd'apprécier un certain nombre de caractéres qui sont les
suivants:

& Sachant que les Actinomycétes sont des bactéries Gram +.

© Morphologie de la chaine de spore.

& Présence ou absence de spores isolées.

& Aspect des filaments (Cross, 1989; Wink, 2001).
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IV.5. Recherche de I’activité antimicrobienne des Actinomycetes

IV.5.1.Etude des caractéristiques des levure-test

En générale, la premiéere étape dans I’identification d’espéces du genre Candida fait
appel a la détermination de caracteres morphologiques (Chabasse et al., 2008).
1VV.5.1.1.Etude macromorphologique

L’étude des caracteres macromorphologique des Candida permet de déterminer I’aspect
et la couleur de leur colonie.

Pour I’observation de ces caractéres, une culture de Candida se fait par la méthode de
stries d’épuisement sur les milieux Sabouraud et chrom agar Candida, cependant, sur le
milieu RAT ( Rice-Agar-Tween 80) elle s’effectué par la réalisation de trois stries
paralleles a partir d'une goutte de suspension de I'inoculum. Aprés une incubation de 48 h a
30°C, I’observation effectuée est notée.
1VV.5.1.2.Etude micromorphologique

Cette étude est basée sur I’examen direct de ces agents fongiques, en utilisant des
colorations spécifiques ou non spécifiques telle que le bleu de méthyléne ou des réactifs
pour la mise en évidence de pseudo-filaments (Vaubourdolle, 2007).
IV.5.1.2.1.Coloration au bleu de méthyléne

= Réaliser un frottis et le fixer.

= Recouvrir la lame de bleu de méthylene et laisser agir 3 min.

= Laver a I’eau distillée.

= Observer aprés séchage a I’'immersion(X 40 et X100) (Leyral et Noffin, 1991).

Cette coloration nous ont permis de déterminer quelques indications sur la forme des
Candida.
1V.5.1.2.2.Recherche de pseudofilamentation

w Recherche de pseudofilamentation en utilisant le milieu RAT

& Sur le milieu spécifique RAT réaliser un strie (ou trois stries €loignés) de chaque
levure sur boite de Pétri a I’aide de pipette pasteur stérile.
© Recouvrir immédiatement le strie par une lamelle préalablement stérilisée.
& Incuber la boite a 28 °C pendant 24 heures.
Observer directement la boite sous le microscope a I’objectif x40 (Leyral et Noffin, 1991).
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w Recherche de pseudofilamentation en utilisant le sérum « blastése »

&

Dans un tube & hémolyse stérile bouché, émulsionner dans 1 ml de sérum (patient
du jour) une colonie blanche porcelainique isolée sur milieu de Sabouraud
Chloramphénicol.

Incuber 3 heures a 37°C.

Au bout des 3 heures, observer au microscope a I’'immersion (x40 et x100) une
goutte de la suspension et noter la filamentation des levures (Overblog, 2016).

IVV.5.2.Etude des caractéristiques des bactéries-test
1VV.5.2.1.Etude macromorphologique

L’isolement direct est pratiqué sur le milieu sélectif (Chapman), A I’aide d’une anse de
platine ou d’une pipette Pasteur stérile on préléve une portion (pus) ou une quantité
(liquide) du prélévement puis nous ensemencons par épuisement sur gélose en boite de
Pétri, de fagon a obtenir des colonies bien isolées apres une incubation a 37°C pendant 24

heures.

Sur le milieu de Chapman, les colonies sont souvent pigmentées et entourées d’une
aréole jaune, la plupart des souches de S. aureus fermentent le mannitol et font virer le

milieu du rouge au jaune orangé (Kloos, 1999).

1VV.5.2.2.Etude micromorphologique
L’étude microscopique est réalisée a partir des résultats obtenus par la coloration de
Gram. Cette coloration est effectuée a partir des colonies cultivées sur gélose de Chapman

présentant I’aspect caractéristique du staphylocoque(Kloos , 1999).
IVV.5.2.3. Test de Staphylocoagulase

A partir d’une culture pure de 18 heures de la souche & étudier, nous réalisons une
subculture en bouillon nutritif (cceur-cervelle). Dans un tube a hémolyse contenant 0,5ml
de plasma on introduit 0,5ml de la suspension bactérienne déja préparée, puis on incube a
37°C pendant 1 a 2 heures voire 24 heures. Un témoin négatif est préparé en mélangeant le
bouillon nutritif au plasma du lapin. Ces témoins ne sont pas ensemencés. La prise en
masse recherchée par inclinaison du tube est observée, au point que le tube peut étre

retourné. Un caillot moins compact, visible avant la 24°™ heure doit étre considéré comme
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positif; car il peut étre suivi de redissolution provoquée par la fibrinolysineentrainant une
fausse réaction négatif. La souche de controle est I’espece Staphylococcus aureus ATCC
25923.

1VV.5.3.Recherche de I’activité antibactérienne

1VV.5.3.1.Culture des bactéries-tests dans le milieu solide

Pour la détermination de I’activité antibactérienne des isolats d’Actinomycétes contre
les bactérie-tests de référence « Staphylococcus aureus ATCC 25293 » et
« Staphylococcus aureus ATCC 43300 » et la collection des isolats cliniques « IC13, 1C28,
IC29, 1C30, IC31, I1C32, IC33 », ces bactéries sont ensemencés par la méthode de strie
d’épuisement a I’aide d’une anse de platine sur le milieu Chapman ensuite incubés a 37C°
pendant 24h , dans le but de la vérification de leur pureté.

IV.5.3.2.Préparation de I’'inoculum

A partir d’une culture de 18 h sur le milieu Chapman. Un inoculum de chaque bactéries-
tests est préparé en milieu LB liquide. Aprés incubation de 24h la densité cellulaire de
chaque suspension est ajustée par dilution dans I’eau distilléstérile pour I’obtention d’une
densité optique égal 0,4 a 600 mn (Cavalla et Eberlin, 1994).

1VV.5.3.3.Application de cylindre d’agar

Le milieu LB molle sur lequel nous avons effectué le test d’activité antibactérienne est
préalablement ensemencé dans la masse par les bactéries tests (DO 0,04). Des cylindres
d’agar de 7 mn de diameétre portant une culture de 3J d’Actinomycétes, découpés a I’aide
d’un emporte-piéce sont déposés sur la gélose précédemment citée a raison de deux
répétition qui sont notées R1 et R2 (Lee et Hwang, 2002). Les répétitions sont considérées

comme test confirmatif de la présence ou I’absence de I’activité antibactérienne.

Les boites sont alors placées a 4°C pendant 4 heures pour permettre une diffusion des
molécules bioactives, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures (Kitouni, 2007).

Ce test a été répété pour des cultures des Actinomycetes de 7j, 10j et 14j d’incubation.

Les zones d’inhibition apparus autour des cylindres d’Actinomyceétes sont alors mesurés

en mm.
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IV.5.4.Recherche de I’activité antifongique
IVV.5.4.1.Culture des levures et champignon-tests

L activité antifongique a été déterminée contre le champignon filamenteux Aspergillus

niger, et la levure unicellulaire Candida.

La croissance des levures et champignons se faire sur les milieux de cultures,

commerciaux ou préparés aux laboratoires, avec comme référence :

= milieux non spécifiques

Comme le milieu sabouraud, on obtient en 24 ou 48 heures des colonies blanches,
créemeuses, brillantes pour le Candida et pour Aspergillusniger les Colonies
d’abord blanches, puis jaunes et enfin granuleuses noires (Euzéby, 2008 ; Pihet et Marot,
2013).

w milieux specifiques

C. albicans a produire des clamydospores, apres culture a 37°C pendant 24 heures dans
le milieu RAT gélose a la créme de riz et contenant du tween 80.

C. albicans se présente avec des colonies vert sur le milieu ChromagaCandida et
Candida kefyr en rose (Euzéby, 2008 ; Pihet et Marot, 2013).

Dans notre étude on a basé sur la culture sur milieu Sabouraud.
IVV.5.4.2.Préparation de la suspension

Pour chaque germes fongiques « levure ou champignon », & partir d’une culture jeune
une suspension a éte réalisé dans I’eau distillé stérile de telle maniere a obtenir une DO de

0,04 pour une longueur d’onde de 600 nm.
1V.5.4.3.Application des stries croisee

L’activité antifongique contre Candida et Aspergillus niger sur milieu solide ISP, est
réalisé par la technique des stries croisées. Selon (Duraipandiyan et al., 2010) la
technique des stries croisées consiste a ensemence la souche d’Actinomycétes par un strie
central de facon vertical dans une boite de Pétri contenant le milieu ISP,, d’incuber
pendant 7 jours a 28°C, ensuite les souches tests seront ensemencées par un strie croisant
de facon horizontal perpendiculairement celui de I’Actinomycete, incuber a 37 °C pendant
24 a 48 h, une autre boite de témoin négatif du milieu ISP, est également ensemencée avec
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les souches testes seules et incubée (Valanarasu et al., 2009). La production de molécules

antimicrobiennes se traduira par une inhibition partielle ou totale de la souche test.
1VV.5.4.4. Application de cylindre d’agar pour les levure-tests

La production de métabolites anti-Candida par les souches des Actinomycetes est
confirmée par la technique des cylindres d’Agar.

Les Actinomycétes sont ensemencés en stries serrées a la surface de milieux ISP, et
incubée & 30°C. Des cylindres de gélose de 7 mm de diamétre sont prélevés dans le 3™, le
7™ le 10°™ et le 14°™ jours d’incubation et sont déposés & la surface de milieu
Sabouraud solide a raison de deux répétitions pour chaque souche. Le milieu Sabouraud
solide est préalablement ensemencés a la surface a I’aide d’echoviollannage par les
suspensions des levures indicatrices ICF18, ICF19, ICF20, ICF21, ICF22, ICF23 et ICF24
(Totoraet al., 1979 ; Petrosyan et al., 2003 ;Abouwarda et Abu El-Wafa,2011).

Apres une diffusion de 4 heures & 4°C, les boites sont incubées a 30°C pendant 24
heures.

1VV.5.4.5.Application de double couche pour les champignon-tests

L’activité anti-Aspergillus des souches d’Actinomyceétes est aussi évaluée par la
technique de la double couche. La technique consiste a ensemencer I’Actinomyceéte
ponctuellement sur la boite de Pétri contenant le milieu ISP,, aprés incubation de 7 jours a
30°C, on coule & la surface 10 ml de milieu semi-solide Sabouraud (agar 8 g/l)
préalablement ensemencé en masse avec le champignon testé Aspiregillus niger, incuber a
37°C de 24 4 48 h (Bastide et al., 1986).

Le résultat positif se traduit par absence de croissance de la souche test autour de la
colonie d’Actinomycéte.

IV.6.Extraction préliminaire des molécules bioactives

Apres la sélection des souches les plus actives et la détermination des meilleurs jours de
production des molécules bioactives que ce soit antibactériennes ou antifongiques.

Les souches sélectionnées sont ensemencées en stries serrées sur milieu ISP,. Apres
incubation a 30°C pendant trois a dix jours selon le meilleur jour de production, la gélose
est fragmentée puis reparti dans des earlen contenant 40 ml des différents solvants
organiques de polarité différente:méthanol (polaire), éthanol (polaire), n- butanol (polaire)
dichlorométhane (de polarité moyenne), acétate d’éthyle (de polarité moyenne), et n-
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hexane ( apolaire) a raison de deux répétitions pour chaque solvant . Apreés une agitation
modéré pendant une heure, le liquide est filtré puis évaporé par le rhotavape.

Les premiers répétitions "R1" des extraits obtenues sont resuspendue dans 5 ml de
méthanol absolu et les deuxiemes répétitions "R2" de ces extraits sont resuspendue dans 1
ml de DMSO a 10% (Sutthinan et al., 2009).

IV.7.Activités antimicrobiennes des extraits
Les extraits organiques obtenus a partir des milieux gélosés sont testés par la méthode

des disques et celle des puits.

IV.7.1. Méthode des disques

Des disques de papier Whatman N°1 (6mm de diametre) stériles sont déposes sur la
gélose LB molle préalablement ensemencée avec la bactérie-test "IC30" et le milieu
Sabourad préalablement ensemencé par les levure-tests "IC19 et ICF23" selon I’extrait a
testé. Les disques sont ensuit inbébé par 20 ul des extraits organiques et sont séchés sous la
haute bactériologique pour les extraits diluées dans le méthanol et sous un courant d’air
froid pour les extraits diluées dans la DMSO. Les boites ensemencees par les extraits
antibactériennes sont incubées a 37°C alors que les boites ensemencées par les extraits
antifongiques sont incubés a 30C° apres une diffusion de deux a quatre heures a +4°C.

Des disques témoins, imprégnes de solvants purs et seches dans les mémes conditions,
sont également testés. La mesure des diametres d’inhibition est effectuéeapres 24 a 48
heures d’incubation (Barry et al.,1970).

IV.7.2.Méthodes des puits

Des puits de 6 mm de diamétre sont réalisés a I’aide d’un emporte-piece sur le milieu
LB solide et Sabouraud solide qui ont préalablement ensemenceés avec la bactérie-test et les
levures-tests .Un aliquote de 20 ul des extraits organiques est prélevé stérilement puis
introduit dans ces puits, les boites sont mises a 4°C pendant 4h afin de permettre une
diffusion des substances actives, incubées a 37°C celles ensemencés par les extraits
antibactériennes et a 30C° les boites ensemencés par les extrais antifongiques. La lecture
des résultats s’effectue en mesurant le diamétre des zones d’inhibitions autour des puits
aprés 24 h (Djinni, 2009).
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Figure n°6 : Mise en évidence de I’activité antibiotique des extraits organiques de
l'isolat d’Actinomycete sur milieu LB solide par la méthode des puits (Melouah,2015).

IVV.8.Etude biochimique des souches Actinomycetals représentatives

IV.8.1.Production des pigments mélanoides

Les pigments mélanoides sont des pigments bruns diffusibles. Leur mise en évidence est
réalisée par la culture de la souche d’Actinomycetes sur milieu gélosé ISP et ISP; par
touche. La production des pigments mélanoides est appréciée aprés 2 et 4 jours
d’incubation & 30°C. La pigmentation des milieux ensemencés est comparée avec celle du
milieu stérile incubé dans les mémes conditions (Djabaallh, 2010 ; Belyaagoubi, 2011).
1VV.8.2.Hydrolyse de I’amidon

Ce test est réalisé sur milieu nutritif gélose contenant 1% d'amidon soluble. Apres 14
jours d'incubation a 28°C, la gélose est recouverte par une solution de lugol. L'hydrolyse
est ainsi mise en évidence par I'absence de coloration autour des colonies. A l'inverse, les
zones contenant de I’amidon se colorent en brun (Geraldine et al.,1981).
1V.8.3.Hydrolyse de caséine

L hydrolyse de la caséine est étudiée selon la méthode de Gordon et Smith sur un milieu
gélosé contenant 5% de caséine soluble et ensemencer par touche avec la souche
d’Actinomycéte. L'apparition des zones claires autour des colonies aprés 7 a 14 jours
d’incubation a 30°C témoigne I’hydrolyse de la caséine (Staneck et Roberts, 1974;
Gordon et al., 1974 ; Geraldine et al., 1981).
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IV.8.4.Action sur lait écrémé

Des tubes contenant une solution de lait écrémé en poudre a 10% dans I’eau distillée
sont ensemencés et incubés a 30°C, des observations régulieres pendant 14 jours
permettant de noter la coagulation du lait provoquée par les souches (Williames et Cross,
1971).
1V.8.5. Hydrolyse de la gélatine

En utilisant un film photographique usé préconisée par (Pickett et al., 1991).

Découper des bandelettes de papier photographique usé de tels sorte qu’il sera transférer
dans les conditions de stérilité dans un tube a essai contenant de I’eau physiologique stérile
(environ 5ml), y ajouter un inoculum dense de la souche d’Actinomycéte a tester. De
méme facon préparer un tube a essai avec de I’eau physiologique stérile, y ajouter la
bandelette de papier photographique pour créer un témoin négatif (témoin de
comparaison). Incuber a 28°C pendant 7 jusqu’a 14 jours, la liquéfaction de la gélatine se
traduit par décollement de la couche supérieur du film. ; ce test est confirmé par le résultat
du systéme Api20E.

1V.8.6.Test d’estérase

Est mise en évidence aprés ensemencement des isolats sur le milieu de Sierra (1957)
(voirl’annexe). Aprés 3 a 9 jours d’incubation, I’apparition d’un halo opaque autour de la
colonie indique un test positif (Delmotte, 1958).

IV.8.7. Recherche de I’activité hémolytique

Pour tester I’activité hémolytique chez les Actinomycetes en réalisé une culture sur la
gélose de Columbia a base de sang frais 5% (COS), si les Actinomycétes possédent une
activité hémolytique, elles produisent différentes zones d’hémolyse sur la gélose au sang
(Tableau n°4).
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Tableau n°4: les différents types d’hémolyse (Dellars, 2007)

Zone d’hémolyse Type d’hémolyse

Colonies a large auréole claire. Abord net B hémolytique
.hémolyse compléte

Colonies a halo étroit, avec verdissement a hémolytique
(formation de méthémoglobine).hémolyse

incompléte.

Colonies sans zone d’hémolyse y’hémolytique

1VV.8.8. Utilisation de la galerie Api 20 E

Le systeme Api 20E Bio Mérieux (Appareillage et Procédé d’ldentification) est une
version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles pour
I’identification des Entérobacteriaceae, permet de mettre en évidence I’assimilation de
certains sucres et la production de quelques enzymes. L’Api 20 E peut aussi étre utilisé
pour le groupe des Actinomycétes (Wink, 2001 ; Stanckebrandt et al., 2001).
1VV.8.8.1.Principe

La galerie Api 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.

Les microtubes sont inoculés a I’aide d’une pipette Pasteur stérile par une suspension
préparées a partir des cultures pures jeunes de chaque souche a identifier (7 jours
d’incubation a 30°C), les réactions produites pendant la période d’incubation se traduits
par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs, la lecture de ces
réactions se fait a I’aide du tableau de lecture (Stanckebrandt et al., 2001).

1V.8.8 .2.Mode opératoire
= Préparation de la galerie
& Repartir environ 5ml d’eau distillée dans les alvéoles pour crée une atmosphere
humide, répéte ce juste toute la durée d’incubation.
& Mettre la référence de la bactérie sur la languette latérale de la boite.
& Placer stérilisement la galerie dans la boite d’incubation.
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Inoculation de la galerie

A partir d’une suspension bactérienne préalablement préparé pour chaque isolat et a

I’aide d’une pipette Pasteur stérile ouverte

&
&
&

NB:

Remplir tubes et cupules des tests : CIT, VP, GEL.
Remplir uniquement les tubes des autres tests.
Creéer une atmosphére anaérobie dans les tests : ADH, LDC, ODC, H2S et URE en
remplissant leur cupule d'huile de paraffine.
Renfermer la boite d'incubation et incuber a 37 °C pendant 7 jours
(Stanckebrandt et al., 2001).

Lemode de lecture de L’Api 20E est présenté dans I’annexe.
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V. Résultats et Discussion
V.1. Repiquage et vérification de la pureté des isolats

Des colonies pures des isolats sont obtenues aprés un repiquage successif sur le milieu
ISP, par la méthode d’épuisement. Chaque isolat pur est caractérisé par une mode de
croissance déférentes. A I’exception des souches S235,S302, S312, S403 et S418 qui
montré une croissance faible, les isolats sont caractérisés par une croissance moyenne au
bout de 3°™ jours, tandis que le mode de croissance est devient important pour tous les

souches au bout de 7°™ jusqu’aux 14°™ jours .

Les 20 isolats ont des Mycélium de Substrat et des Mycélium aérienne de couleur
déférentes comprise entre le vert, le beige, le marron, le blanc et le gris (illustré dans le
Tableau n°5 et la Planche n°1). Les isolats S235, S 312 et S372 produisent des pigments
diffusibles dans le milieu ISP,. Pour la S235 et S372 le pigment est de couleur vert foncé et
pour la S312 est de couleur violé puis devient au bout de temps noire. Cette pigmentation
peut étre liée a la production de molécules bioactives.



N° de

souche Mode

d’Actinomycetes Croissance

S13
S129a
S129b
S130
S227
S235

S292
S302
S312

S372
S386
S403
S417
S418

S419
S428
S429
S430
S431
S450

importante
importante
importante
importante
importante
faible

importante
faible
faible

importante
importante
faible
importante
faible

importante
moyenne

importante
importante
importante

importante

De Mycélium
aérien
blanc
blanc
blanc
blanc
beige

gris

gris
beige

violé

gris
marron
beige
marron

blanc

blanc
blanc
marron
marron
marron

blanc
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Mycélium de

substrat
beige
orange
orange
gris

beige

Vert devient

noir
beige
Beige

Violé et gris

Vert foncé
marron
orange
orange
orange,
crevette
beige
blanc
marron
marron
marron

gris

Tableau n°5 : Résultats de repiquage et vérification de la pureté de 20 isolats

Pigmentation

absence
absence
absence
absence
absence

Vert foncé

absence
absence

Violé devient
noir

vert

absence
absence
absence

absence

absence
absence
absence
absence
absence

absence
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Planche n°1 : Photos représentant les caracteres culturaux de quelques isolats sur le

milieu ISP,
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V.2. Etude morphologique des isolats des Actinomycetes

V .2.1. Etude macromorphologique

Les colonies d’Actinomyceétes ont été reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique. Ce qui permet d’utiliser ces caractéristiques dans la taxonomie

microbienne en plus elles sont généralement faciles a étudier et sont bien significatives.

L’étude macroscopique des isolats d’Actinomycetes est basé sur I’observation des
caracteéristiques culturaux a savoir : le mode de croissance, I’aspect des colonies, la couleur
de MA et MS et I’apparition ou non de pigmentation apres leur ensemencement sur les
milieux gélosés Bennett et ISP,.

La plupart des colonies des isolats d’Actinomycétes apparaissent au bout de 3™ jours
d’incubation a 30°C, c’est une caractéristique de ces microorganismes a croissance lente.
Les premiers signes de croissance consistent en I’apparition de colonies pateuses. On
constate que les colonies de certaines genres érigent des hyphes en 2 a 3 jours. Par
ailleurs, certains isolats présente une croissance nulle dans cette période on citer la S403,
S418 et S428.

La nature des colonies est changée avec I’évolution de la croissance. Au 7°™ jusqu’aux
14°™ jours la plupart des isolats présentent une croissance et une sporulation abondantes
sur les deux milieux ou la majorité des colonies devient poudreuses ou granuleuses

adhérent a la gélose possédant des couleurs caractéristiques des mycéliums.

La couleur de MA de la plupart des isolats est invariable dans les deux milieux utilisé
dans le cadre de cette étude ou on a enregistré la méme observation concernant I’aspect de
la plupart des souches telle S129a, S129b, S227, S235 et S372 . Ceci corrobore les
résultats obtenus lors des travaux menés par Muiru et ses collaborateurs (2008), stipulent
que les milieux de culture utilisés pour I’identification des Actinomyceétes n’ont pas
d’impact sur les caracteres morphologiques, mais plutét sur les caractéristiques
physiologiques comme la production de pigments mélanoides .

Tandis que, le développementde MA est liée fortement par le milieu de culture d’aprés
(Vijgenboom et Keijer, 2001) qui on rapporte que la composition de milieu et importante

pour le développement de ce mycélium pour certain genre d’Actinomycetes comme les
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Streptomyces, c’est pour cela dans notre étude on a utilisé les milieux Bennet et ISP,, qui
ont été choisis pour leur richesse en substrats carbonés "le glucose" et azotés "extrait de

levure et extrait de viande ".

L’aspect de colonies varie d’un isolat a un autre d’un aspect rond a plat, avec
un contour irrégulier par fois régulier. La surface est ridée poudreuse chez les isolats
S130, S235, S292, S302, S372 et S450 et leur contour est échancré et parfois porte des
fructifications. Tandis que les isolats S129a et S129b, présentent un aspect qui ressemble
plus au moins a celui des bactéries ordinaires preésentant des colonies rondes, convexes,
lisses, avec un MA de couleur blanc et MS de couleur orange. Bien que les isolats S386,
S417, S430 et S431 possedent une surface non poudreuse et un aspect de huileux et
brillant.

Les colonies obtenues par I’ensemencement par touche caractérisé par des formes
particuliers a celle ensemencer par stries serrées ou leur forme apparaissent clairement

ainsi que leur couleurs (Planche n°3).

En général, la croissance de la plupart des isolats est abondante pour les deux milieux

de culture avec une taille moyenne des colonies est comprise entre 1 a 4mm.

Le tableau n° 6 et la planche n° 2 illustre les déférents aspects morphologique pour les
isolats d’ Actinomyceétes sur le milieu Bennet et ISP,.
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Tableau n°6 : Les caractéres morphologiques des 20 isolats sur les deux milieux Bennet
et ISP, aprés 14 jours d’incubation

Milieu de culture

N° Bennet ISP,
d’ Actinomycetes Cr MA MS P Cr MA MS P
S13 +++ beige beige - +++ blanc beige -
S129a +++ blanc  orange - +++ blanc  orange -
S129b +++ blanc  orange - +++ blanc  orange -
S130 +++ Blancet beige - +++ blanc gris -
gris
S227 +++ beige beige - +++ beige beige -
S235 +++ gris vert + + gris vert +
S292 +++ gris gris - +++ gris beige -
S302 +++ beige beige - + beige beige -
S312 +++ beige beige - + Violetet violet +
gris
S372 +++ gris vert - +++ gris vert +
S386 +++ marron marron - +++ marron marron -
S403 + beige  orange + beige  orange -
S417 +++ marron orange - +++ marron orange -
S418 ++ blanc  beige - + blanc  Orang/ -
crevette
S419 +++ blanc  beige - +++ blanc beige -
S428 ++ blanc  blanc - ++ blanc  blanc -
S429 +++ marron marron - +++ marron marron - -
S430 +++ marron marron +++ marron marron -
S431 +++ marron marron - +++ marron marron -
S450 +++ Griset beige - +++ Gris/ Gris -
blanc blanc et
beige
+ : croissance faible - . absence pigmentation

++:Croissance moyenne

+++: Croissance importantes



Résultats et Discussion

129a MA milieu Bennet 292 MA milieu ISP2

Planche n°2 :Photos représentant les caracteres culturaux de quelques isolats sur les
milieux Bennet et ISP
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Planche n°3 : Photos de I’observation sous loupe binoculaires de quelques isolats
ensemencé par touche sur le milieu ISP,

La production des pigments est une caractéristique tres importante pour les
Actinomycetes, (Shirling et Gottlieb, 1972) I’on considére comme une clé pour la
classification. La pigmentation diffusible produite par ces isolats d’Actinomycétes peut
étre des substances bioactives et ceci d’apres (Margalith, 1992) qui rapporte que les
Actinomycetes produisent des métabolites bioactifs pigmentés. Dans notre étude
I’élaboration de pigment diffusible a été remarquablement sur le milieu ISP, et le milieu

Bennet parallelement par I’isolat S235, par contre pour la S312 et S372 sont produites
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seulement dans le milieu ISP, Les autres souches n’ont élaboré aucun pigment sur les
deux milieux d’étude (planche n°4).

Planche n°4 : Photos des isolats produites des pigments sur le milieu Bennet et ISP

V.2.2.Etude microscomorphologique

Cette étude permet de déterminer les caractéristiques et les chaines de spores (nombre
forme et morphologie) par examen direct au grossissement X100 (Planche n’ 5),
I’observation nécessite des cultures matures. Les caracteres montrent la présence de spore

et la fragmentation du mycélium caractéristiques pour chaque souche (Williams et al.,
1983).
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Planche n° 5: Photo des résultats de I’Observations microscopiques d’état frais de
quelques isolats
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Les résultats des observations microscopiques des isolats aprés coloration de Gram

nous a permit d’appréciera un certain nombre de caractéres des Actinomycétes (Tableau

n°7 et Planche n'6), ces caractéres montrent la  morphologie des filaments

et I’agencement des spores, sachant que tous les isolats des Actinomycétes sont des

bacteries a Gram positif.

Tableau n°7: Résultat des caractéres micromorphologiques de quelques isolats

N° de souche d’Actinomycetes

S 129a

S 227

S 235
S 312

S372

S 386

S 403
S417

S 418
S 419

S 429
S428

S430

Observation microscopique apres
coloration de Gram
Longue fragment de filament lineaire, avec
des spores isolees
Abssence de filament, avec des spores en
courte chaine
Filament finne , et des spores isolée
Filament finne , avec des spores regroupe
en amas, et a longue chaine
Court filament, avec des spores en courte
chaine
Des Longues filament fines , et des spores
isolees
Courte filament, et des spores isolees
Court filament, avec longue chaine de
spores
Longue filament, et des spores isolees
Longue filament, avec des spores regroupe
en amas, et a longue chaine
Longue filament, et des spores isolees
Abssence de filament, et la presence des
spores isolees

Longue filament, et des spores isolees
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Planche n’6: Photos des resultats de I’Observations microscopiques apres coloration de Gram
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La micromorphologie des isolats d’Actinomycétes , d’une part, differe d’un espece a
I’autre par la présence du mycélium aérien , et d’autre part, par la forme de spores (Ara et
al., 2008).

D’aprés les résultats obtenus aprés I’observation direct et la coloration de Gram on
résume que tous les isolats présentent un aspect filamenteux avec présence des spores et
parfois des chaines des spores ce qui confirmé leur appartenance aux groupe majeure des
Actinomycetes ou ces membres proche au genre Streptomyces tel S450 et S130 et d’autre
genre rare tel Micromonospora comme S129a, S129b et S418.

V.3.Recherche de I’activité antimicrobienne des Actinomycétes
V.3.1.Etude des caractéristiques des levures-tests
V.3.1.1.Etude macromorphologique

Les Candida ;des levures peu exigeantes sur le plan nutritif, elles ont la capacité de
croitre sur différents milieux de cultures, a savoir Sabouraud, Chromagar Candida et
milieu RAT.

Les cellules de ces champignons unicellulaires sont caractérisées par des aspects
déférents, on peut trouver des cellules sphériques, ovoides, allongées, en ellipse ou méme
sous forme de bouteille. Leur texture aussi est variable, elle peut étre crémeuse, muqueuse
ou coulante. La couleurs des colonies est variable selon le milieu de culture. D’aprés les

résultats observés nous pouvons déduire que :

= Les ICF18, ICF19,ICF20, ICF21, 1C22,ICF23 et ICF24 présentent une
croissance abondantes sur les trois milieux apres une incubation de 48h a 30C°.

= Sur le milieu Sabouraud tous les IC de ICF18 jusqu’au ICF24 possédent les
méme criteres phénotypiques ; des colonies rondes crémeuses et blanches.

= Sur le milieu RAT les colonies de tous les ICF apparent de couleur blanche.

w= Sur le milieu ChromagarCandida les colonies de tous les ICF apparaissent
crémeuses mais de couleurs déférentes ou les ICF18, ICF20, ICF21 et ICF24
sont colorées en roses et les ICF19, ICF22 et ICF23 sont colorées en vert.
Les colonies en vert susceptible d’étre de Candida albicans alors que les
colonies en rose peut étre des Candida kkefyr . D’aprés (Coignard , 1998) qui
indique que la différenciation de couleurs des colonies produites par des
réactions d'enzymes spécifiques utilisant des substrats chromogénes contenus

dans la gélose.
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Les caractéristiques culturaux des quelques ICF de Candida illustré dans la figure n°7.

Figure n°7: Caractéristiques culturaux de quelques isoltas sur milieu Sabouraud et
chromagarCandida

V.3.1.2.Etude micromorphologique
V.3.1.2.1.Coloration de bleu de méthylene

Les résultats de I’observation microscopiques des ICF aprés coloration au bleu de
méthyléen emontrent des cellules plus grandes comparées a celles des bactéries
caractérisant par une forme ronde soit isolé ou groupé.
V.3.1.2.2.Recherche de pseudofilamentation

Bien que la seule caractéristique commune des Candida et I’état unicellulaire,
nombreux d’entre elles sont aussi capables de former dans certaines conditions un
pseudomycélium tel que Candida albicans.

Lorsqu’on utilisions le milieu RAT dans la recherche de pseudofilamentation, le
pseudomycélium forme des chlamydospores. Les Chlamydospores sont des structures
terminales ou latérales arrondies. Elles sont formées par épaississement du thalle, mesurent
deux fois la taille du blastospore et possedent une paroi plus épaisse. Les chlamydospores
sont la forme de résistance de Candida albicans.

Les résultats montrent aprés une observation microscopique la présence de
pseudofilaments pour les trois souches ICF19, ICF22 et ICF23 ce qui oriente vers |‘espece
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Candida albicans. Tandis que les ICF18, ICF20, ICF21 et ICF24 sont dépourvues de

pseudomycélium.

Le tableau n°8 résume les résultats observés pour les 2 ICF représentatif ICF18 et
ICF19.
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Tableau n°8 : Résultats des caracteres microscopiques des 2 ICF représentatifs
N° de Coloration au bleu de méthylene Recherche de pseudofilamentation

I’ICF Observatio Photo d’observation Observation Photo d’observation

n microscopique
microscopi
que
Colonies Absence dans
ICF18 rondes le milieu RAT
isolées - g et le sérum
o Y :y Présence de
Colonies te % -« _ +«  pseudomycéli
“» .’ 4 .
ICF19 rodes .3 2 *;,a um et
. 1 Y .
regroupé ‘@ chlamydospor
v . o Blastospore

0
%

Chlamydospore
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V .3.2. Etude des caractéristiques des bactérie-tests

V.3.2.1.Etude morphologique

Le taux d’isolement de 9 souche de Staphylococcus a partir des cultures est positives.
Sur le milieu de cultures Chapman, les colonies présentant I’aspect macroscopique
caractéristique du genre Staphylococcus. Sur ce milieu, les colonies de Staphylococcus
apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une aréole jaune dans le cas ou le mannitol
est fermenté, si non les colonies sont de couleur blanche (carbonnelle, 1990). Ces colonies
sont arrondies a bords réguliers de 1 a 2 mm de diameétre apres 24 heures d’incubation a
37°C (Figure n’8). L’aspect microscopique caractéristique du staphylocoque, montre la
présence de cocci en diplocoques et en grappes de raisin (Figure n” 9).

Figure n’ 9: Photos de résultats d’observation microscopique des quelques isolats de
S.aureus apres coloration de Gram
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V.3.2.2. Teste de Staphylocoagulase

Les souche Staphylocoque (Staphe 1, 1C28,1C29,1C30,IC32 et 1C33) qui produit la
coagulas libre provoque une coagulation du plasma qui se traduit par la formation d’un
caillot de coagulation ( Figure n° 10). La mise en évidence de I’ activité coagulas libre
chez une souche de Staphylococcus est un des criteres d'identification de Staphylococcus

aureus en médecine humaine.

Négatif (IC13) Positif (1C28)

Figure n’ 10 : Résultats de test de Staphylocoagulase de quelques isolats cliniques

V.3.3. Recherche de I’activité antibactérienne

Dans ce cadre, le spectre d’activité antibactérienne des souches Actinomyceétales
purifiées a été mise en évidence par la technique des cylindres d’agar, méthode de
diffusion en milieu gélosé, vis-a-vis de neufs souches de la bactérie Staphylococcus
aureus .

La concentration de I’inoculum de bactérie-test dans cette méthode reconnue comme
un des facteurs intervenant dans I’augmentation de la sensibilité de la technique pour cela
dans notre étude elle a été fixée a une densité optique qui ne dépasse pas 0.04 dans une
longueur d’onde de 600 nm. Cette méthode est parfaitement cohérent avec celle utilisé par
(Reghioua et al ., 2006). Aprés incubation, la croissance de la bactérie-test ensemencée
sur la gélose, permet de déceler la présence d’une substance inhibitrice et cela par
I’apparition d’une zone translucide au niveau de la zone de diffusion, alors que partout
ailleurs, le développement du microorganisme est visible.

Les résultats obtenus dans cette étude montre d’une part que I’activité antibactérienne
differe d’une bactérie Actinomycétale a I’autre et d’autre part que pour la méme souche
d’Actinomycétes I’activité antibactérienne différe d’un jours a un autre ou sur 20 isolats
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seules 10 souches d’Actinomycetes soit 50% ont montré une activité antibactérienne contre
au moins un des germes cibles testés et au moins dans une des deux répétition dans le
premiers test qui est effectué dans le J3. Tandis que, pour le test qui est effectué dans le J7
le pourcentage des souches actives est élevé pour atteindre 75% soit de 15 isolats. Pour le
J10 et le J14 , le nombre de souche active atteindre respectivement 16 soit 80% et 18 soit
90%. Ce pourcentage de souches actives se montre plus élevé par rapport a d’autres
pourcentages de souches actives décrites dans des études de criblage concernant les
souches d’Actinomyceétes, tel que dans I’étude de (Belyaagoubi ,2011) qui a trouvé que
sur 38 souches d’Actinomycetes isolées de differents sol, seulement 23 souches (60,5 %)
ont montré une activité contre au moins un germe cible.

Les résultats présentés dans la figure n°11 montrent que des le premier test effectué
dans le J3 la souche S450 posséde une activité contre toutes les bactéries testées avec des
zones d’inhibitions varient entre 10 et 22 mm ou la bactérie-test IC 30 présente comme la
souche la plus sensible. Cela concorde avec les résultats obtenues (Aouiche et al ., 2014),
qui a montré que I’isolat PAL 111 qui est proche phylogéquement de genre Streptomyces a
une activité contre S.aureus ATCC 25293 avec un diamétre de 18 mm. Les souches
S129a, S129b, S227, S235 et S372 présentent un spectre d'activité antibactérienne faible
dans les deux répétitions avec une zone d’inhibition ne dépasse pas le 10 mm vis —a- vis
des quelques isolats testées tel que Staphe 2 qui posséde une zone d’inhibition de 9 mm
sous I’effet de la souche S129a seulement dans la répétion 1. Cependant les souches S130
et S428, sont activent respectivement contre Staphe 2 et IC13 avec des zones d’inhibition
comprise entre 13 et 15 mm. Tandis que les autres isolats d’Actinomycétes ne révelent
aucune activité antibactérienne détectée.

Le test effectué dans le 7°™ jours (Figure n°12) montrent une augmentation important
non seulement de pourcentage des souches actives mais aussi dans les diametres des zones
d’inhibition qui s’éléve au 34 mm avec la souche S450, la plus grande zone d’inhibition
obtenues (Planche n°7). Les valeurs d’inhibition obtenues par I’isolat S130 sont aussi
connus une élévation remarquable ou ils sont comprise entre 14 et 26 mm dans les deux
répétition contre les neufs bactérie-tests (Tableau n°9). Ceci a été également comparables
avec les travaux de (Sahin et U¢ur ,2003) qui ont isolé des souches de Streptomyces du
sol de la Turquie avec une activité vis-a-vis de S. aureus de 11 a 30 mm, et de (Oskay et
al., 2004) qui révélent [I’activité antibactérienne des souches d’Actinomycetes du méme
origine ou elles possedent une inhibition entre 08 et 16mm.
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Par ailleurs, Les valeurs des zones d’inhibition ont commencé a décliner pour la plupart
des isolats dans les tests effectués dans le J10 et J 14 malgré I’apparition des souches
actives seulement dans cette période ont cité I’exemple de la S386. Ces souches sont
caractérisées par des zones d’inhibition faibles. (Les résultats des tests de J10 et J14 sont
illustré réspectivement dans les figures n° 13 et n°14).

La souche S130 posséde une activité antibactérienne particuliére apparaisse dans le J7
avec des zones d’inhibition importantes contres tous les bactéries-tests, le remarquable que
cette activité importantes est disparait complétement dans le J10 et apparaisse une autre
fois dans le J14 avec des zones d’inhibition plus au moins importantes contre quelques
isolats seulement ou la plus grande zone d’inhibition est observé contre Staphe 2 et IC 31
et comprise entre 10 et 16 mm (Planche n°7). Cette production biphasiques est
comparable a celle observés dans les travaux de de (Janice ,1989) qui a mentionné la
production biphasique d’actinorhidin par Streptomyces coelicolor, et ( Boubetra , 2013)
ou une nouvelle especes de Saccharotrix produites biphasiquement un antibiotique
dithiolopyrrolones.



Souches
D’Actinomycétes

Diameétresde la zones d’inhibition en mm

Tableau n°9 : Résultats des tests d’activité antibactérienne

Résultats et Discussion

Staphe 1 Staphe 2 IC13 IC28 1C29 IC30 IC31 IC32 IC33
RL R2 RL R2 RL R2 RL R2 RL R2 RL R2 RL R2 RL R2 RL R2
13 11(J10) 8(J10) | 11(J10) | 12(310) | 14(310) | 9(37) 12(37)
129a 9(J3) 20(07) | 8(J10) | 9(J10) | 10(33) | 10(33) | 10(33) | 9(33)
129b 9(J10) 8(J10 | 9(J10) | 8(U10) | 9(J10) | 9(33) | 9(33) 8(J14)
130 1907) | 1907) | 21(97) | 22Q07) | 21Q07) | 15(37) | 24Q7) | 22Q07) | 26(37) | 15(07) | 14(37) | 15Qd7) | 15(37) | 18(d7) | 17(97) | 15Q37) | 18(d7) | 19(37)
227 1007) | 12(314) | 12(314) 14(J14) | 10(314) 10(37) 9(J14) 8(J14)
235 1007) | 1007) | 9@d7) | 11(310) | 10(310) 10(J3) | 10(J10) | 10(J10) | 12(J10) | 13(J10) | 10(J7) 1107) | 9Q7) | 9(7)
292 9(J3) 9(J14) | 9U14) | 15(07) | 14(37) | 14(314) 15(J14) | 14Q07) | 16(37)
302 10(J10) 15(J14) | 14(J14) | 15(J14) | 17(314) | 13(37) 13(07) | 13(37) | 9437
312 14(J10) 12(37) | 15(310) | 15(J10) | 17(J10) | 12(J10) | 10(37) 10(37) 19(37) | 20(37)
372 9(37) 1207) | 11(014) | 11(J14) | 10(33) 13(J14) | 14(314) 1007) | 1237) | 10(37) 8(J14)
386 9(J10) | 9(J14) 15(J14) | 17(J14) | 17(J14) | 16(J14)
403 8(J14) 95J14) 12(J14)
417 9@7) | 10Q7) | 8(37) 8(J10)
418 12(J14) | 10(314) 10(J14) | 18(314)
419 1007) | 9(37) 10(J10) 9J7) | 10Q37) 11(J14)
428 9(J14) 9(J14) | 9(J14) | 9(14) | 10(J14) 10(J10) | 10(J10) | 10(37) | 9(37)
429 1007) | 9(7) | 8(J10) 8(7) 8(J10) | 9(7) | 10(07) | 9(37)
430 9(J10) 16(J14) | 24(J14) 8(J10) | 9(J10) 8(07) | 9(7)
431 9(J14) 9(J3)
450 32(J10) | 29(J10) | 27(J10) | 26(J10) | 30(J7) | 30(J7) | 30(J7) | 30(d7) | 32(J10) | 33(J10) | 32(d7) | 34(d7) | 25(J10) | 26(310) | 25(J10) | 17(310) | 32(J10) | 34(310)

NB :le jour indiqué est le meilleur jour de production

- . indique I’absence de I’activite
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m Staphe 1 R1 m Staphe 1 R2 m Staphe 2 R1 m Staphe 2 R2 mIC13 R1 mIC13R2
mIC28R1 m|C28 R2 mIC29R1 m|C29R2 mIC30R1 mIC30R2
mIC31R1 mIC31R2 IC32R1 mIC32R2 mIC33R1 IC33R2

Figure n° 11 : Activité antibactérienne de J3 des 20 isolats d’ Actinomycétes

mStaphe 1R1  mStaphe1R2 mStaphe2R1 mStaphe2R2 mIC13 R1

mIC13R2 mIC28R1 m [C28R2 mIC29R1 mIC29R2
mIC30R1 = IC30R2 mIC31R1 mIC31R2 IC32R1
m[C32R2 = IC33R1 IC33R2

Figure n° 12 : Activité antibactérienne de J7 des 20 isolats d’Actinomycete
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m Staphe 1 R1 m Staphe 1 R2 m Staphe 2 R1 m Staphe 2 R2 mIC13 R1 mIC13R2
mIC28R1 mIC28R2 mIC29R1 mIC29R2 mIC30R1 mIC30R2
mIC31R1 mIC31R2 IC32R1 mIC32R2 mIC33R1 IC33R2

Figure n°13 : Activité antibactérienne de J10 des 20 isolats d’ Actinomycétes
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m Staphe 1 R1 m Staphe 1 R2 m Staphe 2 R1 m Staphe 2 R2 mIC13 R1 mIC13R2
mIC28R1 mIC28 R2 mIC29R1 mIC29R2 mIC30R1 mIC30R2
mIC31R1 mIC31R2 IC32R1 mIC32R2 mIC33R1 IC33R2

Figure n°14: Activité antibactérienne de J14 des 20 isolats d’ Actinomycétes
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J7 contre Staphe 2R2

Planche n°7 : Photos des résultas de test d’activité antibactérienne de quelques isolats

En ce qui concerne les performances des souches étudiées, nous notons que la souche
S450 qui fait partie du genre Streptomyces montre une activité contre tous les bactéries-
tests avec des zones d’inhibition importantes des le J7 au J14. Ces résultats confirment que
les Streptomyces sont les microorganismes les plus importantes lorsqu’il s’agit de la
production des molécules bioactives.



Résultats et Discussion

V .3.4. Recherche de I’activité antifongique

V.3.4.1. Recherche de I’activité anti Candida

Le profil de résistance des Candida non seulement aux antifongiques couramment
utilisés mais aussi contre les nouvelles classes d’antifongiques créant un véritable
probléme thérapeutique (Dannaoui et al., 2012).

La recherche de I’activité anti-Candida a été réalisé par la méthode de stries serrées et
celle de cylindre d’Agar. Ces techniques permettent de mettre en évidence les zones
d’inhibition résultant de la synthése des molécules biactives par I’apparition des zones
claires a proximités ou autour de la souche Actinomycatale testé.

V.3.4.1.1. Recherche de I’activité anti Candida par la Technique de stries croisées

Cette technique simple permet de tester I’activité d’une souche d’Actinomycete sur
plusieurs microorganismes et sur la méme boite de Pétri, cependant, I’ensemencement des
souches tests qui se fait par strie sur le milieu ISP, qui n’est pas sélectif a tous les
microorganismes diminue la reproductibilité des résultats (Walstad et al., 1974).

Les résultats de ce teste contre les souches indicatrices des Condida appararait le
rendement tres faible de cette technique cela est indiquée par I’absence des zones
d’inhibition, et si la zone existe le diametre faibleattendre au maximum 3mm (Figure
n'15) on citons I"'exemple de I'isolat S403 et S386 contre ICF23, S 417 contre ICF21 et
S129b contre ICF18.

S386( te e ICF23

Figure n'15: Photos des résultats de test anti-Candida par la technique stries croisées de

quelques isolats
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V .3.4.1.2. Recherche de I’activité anti Candida par la technique de cylindre d’agar

L’évaluation de I’activité anti-Candida par la méthode de cylindre agar révéle des zones
d’inhibition entre 20 et 34 mm pour deux souches parmi les 20 testés dans le test effectué
le J3 (Figure n°16), et des zones comprise entre 9 et 17 mm pour 15 souches dans le test
effectué le J7( Figure n°17). Ces résultats obtenues sont comparable avec celles obtenues
par (Slavica et al., 2005) qui ont mentionné que des souches Actinomycetales appartenant
au genre Streptomyces montrent des zones d’inhibition comprise entre 11 et 31mm vis-a-
vis de C.albicans ATCC10231.

La synthese des molécules antifongiques par les deux souches Actinomycetales S386 et
S450 se fait trés rapidement probablement parce que les cellules possédent les enzymes
et/ou les précurseurs nécessaires pour leur synthése ou elles les produisent rapidement au 3
“Mjours d’incubation.

Pour le J10, les zones d’inhibition révélés connes une élévation importante surtout pour
les deux souches S129a et S418. Le diametre d’inhibition atteindre 35 mm contre
C.albicans "ICF19" sous I’action inhibitrice de la souche S129a et 34 mm contre la méme
levure-test sous I’action de la souche S418 (Figure n°18), on note que ces résultats sont
approche aux résultats des expériences realisées par (Lemriss et al., 2003) qui on
mentionnées que parmi les 110 Actinomycétes d’origine clinique, 42 sont actives contre
C.albicans CIP 884.65 avec des diametres des zones d’inhibition varient entre 03 et 52
mm. L’isolat S386 montre une activité importante dans ce test ou on a marquée
I’apparition des zones d’inhibition varié entre 10 et 30mm contre la pluparts des ICF apres
avoir presque perdu sa propriétés inhibitrice dans le test effectué le jour précédents
(Planche n°8). Le test de J14 caractérisé par I’apparition des faibles zones d’inhibitions
sauf pour les souches S129a, S418, S386 et S450 contre quelques isolats tel ICF19 et
ICF23 (Figure n°19).

On constate que plusieurs souches montrent des activités intéressantes notamment
S129a, S386 et S450. D’autres souches au contraire n’ont montré aucun antagonisme vis a
vis des germes utilisés. Ces résultats indiquent aussi que les levure-test ICF19 et ICF23
sont les plus sensibles, c’est pour cette raison que la suite des tests (I’extraction) se fera a
son en contre ( le tableau n°10 résume les résultats les plus significatives de test d’activité

antifongique).



Souches
D’Actinomycetes
ICF 18

R1 R2

13
129a
129b 9(J7)
130 9(J10) 13(J10)
227
235
292 20(J10) 17(310)
302
312
372
386 25(J33) 17(33)
403
417
418
419
428
429
430
431
450 25(J3) 25(J3)

NB : Le jour indiqué est

Tableau n°10 : Résultats des tests d’activité antifongique

Diamétresde la zones d’inhibition en mm

ICF 19 ICF 20

R1 R2 R1 R2

35(J10) 32(J10)

14(J10)
29(J10) 19(310)
17(310) 21(J10)
21(33) 30(J3)
34(310) 28(J10)
9(J7) 9(37) 1137)
22(33) 23(J3) 25(J3) 25(J3)

le meilleure jour de production

ICF21

R1

10(J10)
9(37)

9(J14)
9(J14)
9(J14)
9(J14)
9(J14)
9(J14)
20(3)

R2

14(J10)

9(J14)
9(J14)
9(J14)
9(J14)
9(J14)
9(J14)
22(33)

ICF 22

R1

33(J10)

24(310)
17(310)

22(310)

25(310)

25(J3)

R2

30(J10)

14(310)
15(J10)

27(310)

19(J10)

25(J3)
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ICF 23

R1

24(310)

25(310)

9(J7)

23(J3)

9(37)
25(310)

1037)

26(J3)

R2

26(J10)

22(310)
27(310)

12(37)

34(33)

12(37)
21(J10)

1037)

28(J3)

ICF 24

R1

13(J10)

12(310)

9(J10)

11(37)

11(310)

9(J7)

12(37)
11(J10)

9(37)

15(37)

R2

17(310)

11(310)

1037)

12(37)

8(37)
13(J10)

9(J7)

15(37)

- indique I’absence de [I’activité
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mIcf18 R1 mIcf18 R2 mIcf19R1 mIcf19 R2 mIcf20 R1 m Icf20 R2 mIcf21 R1

W Icf21R2 mIcf22 R1 mIcf22 R2 mIcf23 R1 m Icf23 R2 i Icf24 R1 1 Icf24 R2

Figure n°16 : Activité antifongique de J3 des 20 isolats d’ Actinomycétes

mIcf18 R1 mIcf18 R2 mIcf19 R1 mIcf19 R2 m Icf20 R1 m Icf20 R2 m Icf21R1

W Icf21R2 mIcf22 R1 mcf22 R2 mIcf23 R1 m Icf23 R2 1 Icf24 R1 1= Icf24 R2

Figure n°17 : Activité antifongique de J7 des 20 isolats d’ Actinomycétes
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m|cf18R1 mIcf18 R2 m Icf19 R1 m Icf19 R2 m Icf20 R1 m [cf20 R2 m Icf21R1
W Icf21R2 mIcf22 R1 m Icf22 R2 m Icf23 R1 m Icf23 R2 i Icf24 R1 1 Icf24 R2

Figure n°18 : Activité antifongique de J10 des 20 isolats d’ Actinomycétes

mIcf18 R1 mIcf18 R2 mIcf19 R1 mIcf19 R2 mIcf20 R1 m Icf20 R2 mIcf21 R1
m[cf21R2 m|cf22 R1 m|cf22 R2 mIcf23 R1 = Icf23 R2 = Icf24 R1 1= 1cf24 R2

Figure n°19 : Activité antifongique de J14 des 20 isolats d’ Actinomycétes
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450'J8 contre; ICF 23 R2 '

re ICF22 R2 J3contre ICE 23 R1" 4

235 J10 contre ICF22 R2 J7.contre ICF24 R2 J7 contre ICF23 R1

0 contre ICF24 R1 J10 contre ICF23 R2 /J10 contre | J10 contre ICF22 R2

.\

J10 contre ICF22 R2 L J (?%ontre ICF19 R2

Planche n°8 : Photos des résultas de test d’activité antifongique de quelques isolats
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En ce qui concerne la meilleure technique de la révélation de I’activité anti-Candida, la
méthode de cylindre d’agar a prouvé gqu’elle a occupé la place la plus intéressante puisque
elle donne une distribution uniforme des levures sur toute la gélose. Cette résultats est
confirmés par plusieurs études qui ont également montré une grande variabilité des
résultats des tests d’activité antifongique en fonction de la méthodologie ou la cylindre
d’agar donne les plus importantes résultats (Kang et al., 2010 ; Mendes et al., 2013).

V.3.4.2.Recherche de I’activité anti Aspergillus
V.3.4.2.1.Recherche de I’activité anti Aspergillus par la technique stries croisées

Les résultats mentionnent tout d’abord I’absence d’activité de la plupart des souches
d’Actinomycétes sur Aspergillus, les souches actives donne des résultats moins fiables
(Figure n°20) semblable aux résultats de test anti-Candida (Figure n°21), ceci montre que
les souches tests filamenteuses appartenant au genre Aspergillus insensibles aux molécules
bioactives d’Actinomyceétes.

430(+)

Figure n’20: Photos des résultats d’activité antifongique des souches d’Aspergillus niger
par la technique stries croisées de quelques isolats
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m ICF18/1
m |CF18/2
m |CF19/1
m |CF19/2
m |CF20/1
m ICF20/2
mICF21/1
m ICF21/2
mICF22/1
m ICF22/2
m |ICF23/1
m ICF23/2
m |ICF24/1
m |CF24/2

ICF25/1
m ICF25/2
m ICF26/1

ICF26/2

ICF27/1

ICF27/2

Figure n’21:Activité anti-Candida et anti-Aspergillus par la technique stries

croisées
V.3.4.2.2. Recherche de I’activité anti Aspergillus par la techniquede double couche

Dans cette étude, I’esprit de I’activité antifongique des souches Actinomycetales testées
a été mis en évidence par la technique de double couche, elle permet une meilleure
diffusion des champignons ensemencés en masse dans la gélose molle. Cette technique
voisine de celle utilisée par (Peterso, 1954 ; Bastide, 1986 ; Zheng, 2000) a I’inoculum
est préalablement connue ainsi une meilleure comparaison entre les résultats est possible ,

dans cette méthode les résultats plus fiables.

Apreés incubation, la croissance de champignon-test ensemencée sur la gélose, permet de
découvrir la présence ou I’absence d’une substance inhibitrice et cela par I’apparition ou
non d’une zone d’inhibition au niveau de la zone de diffusion. Seul la souche S450 est
active contre Aspergillus niger (ICF26) donne des valeurs de diamétres d’inhibition
importante 45mm, alors qu’aucune activité est détecté par les autres isolats (Figure n’22)
.Ces résultats comparables avec celle obtenue par I’étude de (Augustine, 2005 ;
Boughachiche, 2012) qui ont trouvé que les souches des Actinomycétes sont faiblement

actives contre les champignons filamenteux comme A. niger.
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Negatif

—

Figure n"22 :Photos d’activité anti-Aspergilluspar la techniquede double couche

Du point de vue quantitatif et qualitatif, on remarque que la souche S450 est la
meilleure d’une part, par le plus grand diamétre d’inhibition obtenu dans notre étude et
d’autre part, par la variété atteinte de son molécule bioactive. Les molécules bioactives
produites par la S450 peut étre de la méme nature a effet déférente ou des molécules
distincts, cette hypothése est comparable avec I’hypothése donné par (Aidoucha et al.,
2014) qui montre que la souche PAL114 susceptible d’appartienne au genre Streptomyces
possede une activité antifongique et antibactérienne ou ces molécule bioactive peut étre la
méme a deux effet déférentes ou deux molécules distinctes.

V.4. Extraction préliminaire des molécules bioactives

Afin d’étudier les extraits organiques, I’activité de chaqu’un est testée par la méthode
des disques et la méthode des puits sur la souche la plus sensible, les bactérie-tests 1C28
pour S130 et 1C30 pour la S450, les levure-tests ICF23 pour S386 et S450 et ICF19 pour
S129a .

V.4.1.Etraction des molécules antibactériennes

Les résultats de test des extraits organiques de I’activité antibactérienne sont représentés
dans la planche n°9 et les figures n°23 et n°24:
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n-Hexane

n-Butanol
n-Butanol
n-Butanol

Acétate d’éthyle

n-Hexane

n-Hexane
n-Hexane

0 R2 diluée dans diluée dans

e méthanol

re IC30°R1diluée dans
le méthanol

Acétate d’éthyle

Acétate d’éthyle

/ n-Butanol

n-Hexane

n-Hexane

n-Hexane R %
Acétate d’éthyle

30 R1 ‘diluée dans
450 contre | diluée dans le DMSO
leDMSO

Planche n°9 : Photos de quelques résultats de I’extraction antibactérienne
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m Meth
DMSO

(A)

m Meth
m DMSO

(B)

Figure n°23: Diametre des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne de la souche
S130 extrait avec différentes solvants
A : Méthode des disques B : Méthode des puits
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(A)

(B)

Figure n°24: Diameétre des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne de la souche
S450 extrait avec deférentes solvants
A : Méthode des disques B : Méthode des puits
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Les résultats obtenus avec les extraits a dichlorométhane et a I’éthanol des deux souches
S130 et S450 ne présente aucune activité inhibitrice que ce soit par la méthode des disques
ou celle des puits.

Le dichlorométhane ; un solvant tres peu soluble dans I’eau mais miscible avec la
plupart des solvants organiques. Selon Sacramento et ses collaborateurs (2004) , le
dichlorométhane extrait des composés non peptidiques et selon (Mahmoudi , 2013)
I’éthanol est préférables pour I’extraction des molécules polyphénoliques, ce qui peut
donner une indication sur la nature éventuelle de la biomolécule. Donc dans un premier
temps on peut dire que les molécules bioactives produites par S130 et S450 sont de nature
peptidique non poly phénoliques.

Dans la méthode des disques, Il est a signaler que les extraits méthanoiques diluée dans
le méthanol et le DMSO a 10% des deux souches n’ont présenté aucune activité. En
revanche, l'activité antibactérienne apparait avec I’extrait butanolique et I’extrait au n-
hexane diluée dans le méthanol absolue pour la souche S450 avec des zones d’inhibitions
comprise entre 15 et 28 mmet avec les extraits butanoliques, au n-hexane et au acétate
d’éthyle diluées dans le DMSO a 10% avec la méme souche ou les zones d’inhibition peut
atteindre 50mm de diamétre (Planche n°9).

On peut noter a partir de ces résultats que la biomolécules produites par la S450 est
soluble dans I’eau beaucoup plus que le méthanol. De méme, vu que le butanol est un
solvant qui extrait les polyénes cette molécules est de nature polyénique, cette observation
est parfaitement cohére aves celle de (Lamari, 2006). En revanche, I’apparition de
I’activité antibactérienne dans un solvant polaire (le butanol) et un de polarité moyenne (
acétate d’éthyle) et un autre non apolaire (le n-hexane), suppose qu’il s’agit soit de
plusieurs molécules de polarité différente (soluble chacune dans un solvant différent) ou
bien une ou plusieurs molécules solubles dans des solvants varies. Cette derniére
hypothése est plus probable puisque selon (Guernet et Hamon , 1981), les antibiotiques
dont la structure est généralement complexe comprennent des caractéres polaires et

apolaires entrainant une affinité pour des solvants trés divers.

La plus grande zone d’inhibition obtenue par I’extrait de la S450 (50 mm dans la R2 et
45 mm dans la R1) est obtenue par I’acétate d’éthyle, dans une étude similaire (Oskay,
2011) a indiqué que Iacétate d’éthyle est le meilleur extracteur des molécules
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antibactériennes et antifongiques de la souche Streptomyces RM42. Ainsi, pour la
molécule antibactérienne produite par la souche S130 I’acétate d’éthyle est le meilleur

solvants d’extraction avec des zones d’inhibition atteindre 15 mm .

L’extrait butanolique ne posséde qu’une activité contre la bactérie-test 1C28, donc la
molécule produite par la S130 est une biomolécule de nature non-polyénique.

Dans la méthode des puits, tous les extraits de la souche S130 ne posséde aucune
activité que ce soit celle diluées dans le méthanol ou dans le DMSO a 10% (Figure n°
23). Par contre, les extraits butanolique, au méthanol et au acétate d’éthyle diluée dans le
méthanol et les extraits au acétate d’éthyles et au n-hexane diluées dans le DMSO a 10%
de la souche S450 possédent une activité antibactérienne caractérisée par des zones
d’inhibition faible dont I’acétate d’éthyle est le meilleur solvants d’extraction avec des
zones d’inhibition comprise entre 17 et 27mm (Planche n°9 et Figue n°24).

En plus de la purification primaire de la molécule bioactive, les résultats de ce
screening montrent aussi que I’activité antibactérienne  des extraits des souches
d’Actinomycétes testées dépend de la méthode utilisée. Ainsi, nos résultats montrent une
différence dans les zones d’inhibition ou méme I’apparition de I’activité pour les extraits
des mémes solvants qui en diluée aussi dans le méme solvant en fonction de la méthode
utilisée, (Lemriss, 2003) Il s’est révélé que par rapport a la méthode des puits, la méthode
des disques se préte mieux a la détermination de I’activité antibactériennes des extraits

organiques produites par les souches d’ Actinomycétes testée.

V.4.2.Extraction des molécules antifongiques

Les résultats de test des extraits organiques de I’activité antifongique sont représentés

dans la planche n°10 et les figures n°25 et n°26 et n°27:



n-Hexane

Acétate d’éthyle Meéthanol

n-Butanol

Ethanol

Dichlorométhane

S129a contre 9 R1 diluée
dans le méthanol

Dichlorométhane

n-Butanol

n-Butanol

Dichlorométhane

S386 contre diluée S450 co R1 diluée
dans le méthanol dans le méthanol

Dichlorométhane

Meéthanol

Méthanol

dans le DMSO

Planche n°10 : Photos de quelques résultats de I’extraction antifongique
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Figure n°25 : Diametre des zones d’inhibition de I’antifongique de la souche S129a

extrait avec déférentes solvants

A : Méthode des disques

B : Méthode des puits
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m Meth
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(A)
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Figure n°26: Diamétre des zones d’inhibition de I’antifongique de la souche S386 extrait
avec déférentes solvants
A : Méthode des disques B : Méthode des puits
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Figure n°27 : Diametre des zones d’inhibition de I’antifongique de la souche S450

extrait avec déférentes solvants

A : Méthode des disques

B : Méthode des puits
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Les extraitstesté de la S129a ne montrent aucune activité lorsque ils sont diluée dans le
DMSO a 10% que ce soit dans la méthode des disques ou la méthode des puits, cela
indique que la ou les biomolécules extraits sont hydrophobes (Figure n°25). En revanche,
les extraits diluées dans le méthanol que ce soit testé par la méthode des disques ou celle
des puits donnent des zones d’inhibition comprise entre 9 et 15 mm de diamétre dont le
meéthanol est le meilleur extracteur ( Planche n°10).

A partir de ces résultats, en principe la molécule produites par la S129a est de nature
non-peptique, polyphénolique, polyénique.

Les extraits au dichlorométhane, au acétate d’éthyle, au n-hexane, au méthanol et au n-
butanol diluée dans le méthanol de la souche S386 testée par la méthode des disques
montre une activité inhibitrice comprise entre 7 et 14 mm de diamétre, alors que les mémes
extraits diluées dans le DMSO a 10% ne montre aucune activité inhibitrice (Figure n°26),
a partir de ces résultats on peut conclus que la molécule produite par cette souche est plus
soluble dans le méthanol que dans I’eau en plus elle est complexe comprennent des
caracteres polaires et apolaires selon (Guernet et Hamon, 1981) entrainant une affinité
pour des solvants trés divers. En plus Cette biomolécule de nature polylénique non-
peptidique.

Dans la méthode des puits seul les extraits de méthanol, éthanol et n-butanol qui
possede des zones d’inhibition atteindre au maximum 13mm. Ceci confirme que la
méthode des disques et la meilleurs pour la vérification des activités des extraits selon
(Lemriss , 2003).

L'activité antifongique testés par la  méthode des disques apparait des zones
d’inhibitions comprise entre 11 et 16 mm avec les extraits de dichlorométhane, acétate
d’éthyle, n- hexane, éthanol, n-butanol diluées dans le méthanol absolue de la souche S450
(Planche n°10 et Figure n°27) sauf [I’extrait de méthanol ne présente aucune activité
inhibitrice par cette méthode. Les extraits a n-hexane, au méthanol et au éthanol diluées
dans le DMSO a 10% présentent une activité inhibitrice peut atteindre un diamétre de 28
mm (Figure n° 27). L’activité antifongique des tous les extraits organique diluées dans le
méthanol de la méme souche testé par la méthode des puits donne des zones d’inhibition
comprise entre 9 et 17 mm de diamétre. En revanche, sauf les extraits a dichlorométhane,
a n-hexane, au méthanol, au éthanol et au n-butanol diluée dans le DMSO a 10% donne
des zones d’inhibition important atteindre 30 mm de diamétre (Planche n°10). L’extrait
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meéthanoique démontré le meilleur rendement d'extraction des molécules bioactives

puisque la plus grande zone d’inhibition est obtenue par celle-ci.

Vu que le butanol extrait les molécules polyneiques et le dichlorométhane extrait les
moécules non-peptidiques la molécule produitepar la S450 est une biomolécule de nature
polylénique et non- peptidique. A partir de ces résultats on peut dire en principe que la
S450 produites de molécules bioactives déférentes la premiere de nature peptidique a effet

antibactérienne et I’autre de nature non-peptidique a effet antifongiques.

V.5.Etude biochimique des souches Actinomycétal représentatives
Les résultats des déférents caracteres biochimiques des isolats S129a, S130, S386 et
S450 sont résumeés dans le tableau n°11. Ces résultats nous fournissons des éléments

essentiels pour la classification de nos souches.

Tableau n°11 : Résultat de test de biodégradation des souches représentatives

test amidon caséine gélatine Activité Lait hémolyse
sur tween écrémé
souche 80
S129a _ + _ + _ p
S130 + + + - _ Y
S386 + + + + ~ B
S450 + + + + _ Y

(+) : présence
(-) : absence

D’aprés les résultats exprimés dans le tableau n°l11, il apparait une biodiversité
métabolique remarquable pour les souches Actinomycatal. Tous les quatre souches
possedent une activée caséinolytique ou apres une période d’incubation de 7 jours dans
un milieu a base de caséine (voir I’annexe) les résultats positive sont indiqués par
I’apparition des zones claires autour des colonies (Planche n°11A). Ces résultats
comparables aves celle de (Gulve et Deshmukh, 2011) qui ont montré dans le cadre de la
recherche de I’activité enzymatiques d’Actinomycetes que divers genres possedent une
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activité caséionolitique. Par contre, les résultats de tableau n°11 montrent qu’aucune

souche de ces quatre posséde une coagulation de lait écrémé (Planchen®11A).

D’apreés Ces résultats, on observe aussi que les trois souches (S130, S368, S450 ) sont
capable d’hydrolyser I’amidon, , donc ces isolats sont des Actinomycetes amylolytique
sauf S129 a (Planche n°11 A) ou aprés I’ajoute de lygol I’apparition d’une couleur brune
dans tout la boite traduit par I’incapacité de cette souche a dégrader I’amidon cela montre
qu’elle a dépourvue de I’lamylase (chao et wen, 2007).

En ce qui concerne le test de gélatinasse, Apres 7 jours, la liquéfaction de la gélatine se
traduit par décollement de la couche supérieur du film cela observer par les souche (S130,
S368, S450) ( Planche n°11 A) donc ces isolats sont des Actinomycetes possédent un
gélatinasse, sauf dans le cas del’isolat S129a, la couleur de bandelette ne change pas
comme dans le cas du témoin négatif durant la période d’incubation. Ce test a été confirmé
par le résultat de I’Api 20E. En revanche, I’apparition d’un halo opaque autour des
colonies des souches (S129a ,S386, S450) se traduit par la présence des estérases et par
conséquence la dégradation des acides gras (Planche n°11 B).

Les zones d’hémolyse sur la gélose au sang (Cos) d’apres les résultats apparaissent chez
les isolats (S129a et S386) sous forme d’une zone claire de type B hémolytique, ces
résultats sont similaires a ceux représentés par (Guérin et al., 1992) qui ont montré que la
production de I’enzyme hémolysine est observé par des souches B hémolytique
Actinomyces pyogénes. Par contre on note I’absence de ces zones chez isolats restants
(S130 et S450) (Planche n°11 B).

La production de pigment meilanoides sur milieu ISP; et ISPs n’a pas observés par
aucune souche (Planche n°11 B).
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Test de caséine

Planche n°11 A : Photos de résultats de déférentes test métaboliques
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Test d’estérase

Test de pigmentation mélonoide

Test d’hémolyse

Planche n°11 B : Photos de résultats de déférentes test métaboliques
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Les tests de biodiversité enzymatique ainsi I’assimilation de certaines sucres sont
confirmés par le systeme Api 20E. Les résultats de la galerie biochimique sont reportés
dans le tableau n°12 et la figure n°28. Ces derniers montre que les quatre souches testé on
la capacité d’assimiler le glucose et de réduire le nitrate et que aucune de ces souches a la
capacité d’utilisé le inositol, le sorbitol, le rhamnose, le saccharose et le melibiose. Ainsi
que, d’un pourcentage varie entre 25 et 75% des souches productrices des enzymes. Ces
résultats sont similaires avec ceux qui trouvent dans les travaux de (Ghannam ,2009) qui
utilisent le systeme Api 20E ou trouvent que les différentes souches identifiées des
Actinomycetes sont capables de produire des différents enzymes pour leurs métabolismes.

A partir de ces résultats, on peut conclue que I’Actinomycétes n’ont pas seulement une
importance remarquable dans le domaine d’activité antimicrobienne mais aussi dans le
domaine de la production des enzymes utilisés dans les divers secteurs biotechnologiques
on citons les estérases qui jouent un role majeur dans la dégradation des polluants
industriels, voir, les déchets de céréales, matiéres plastiques, elles sont également
employées dans I’industrie laitiere,(Choi et Lee, 2001 ; Panda et Gowrishankar, 2005 ;
Xin et Hui-Ying, 2013), les gélatinasses sont aujourd’hui trés importante notamment dans
I’industrie alimentaire et la fabrication des nouveaux détergents (Najafi et al., 2005 ;
Thumar et Singh, 2007), les a amylases ont une large application en industrie alimentaire
et dans la fabrication de papiers, de textiles, de détergents et dans I’industrie
pharmaceutique (Aiyer, 2005 ; De Souza et Magalhaes, 2010).

Figure n°28 : Photos des résultats de systemes API 20E des souches représentatives
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Tableau n°12 : Résultat s de I’Api 20E pour les enzymes produites par les 4 souches présentatives

Pramétres ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA

Souches
representative
S 129 _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ + _ _ _ _ — — - +
S130 _ _ _ _ + _ + _ _ + + + _ _ _ _ _ _ _ _
S 386 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + + _ _ _ _ _ — — -
S 450 + + + +_ +

% destests 50% 0% 0% 0% 25% 0% 25% 0% 0% 50% 75% 100% 25% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 50%



Conclusion generale et perspectives



La capacité a produire une variété de substances intéressantes, dont les antibiotiques et les
antifongiques est I'une des caractéristiques importantes des Actinomycétes qui synthétisent
les deux tiers des molécules bioactives (Madigan et Martinko, 2007).

Dans ce présent travail, qui entre dans le cadre de I’axe de recherche de métabolites
secondaires biologiquement actifs produites par 20 souches d’Actinomycetes, nous nous
sommes intéressés a la recherche et I’extraction des biomolécules ainsi que d’étudier la
diversité biochimiques des quatre souches représentatives. Trois parties ont été développées :

= Dans la premiére partie, on s’est intéresse a la recherche des activités antibactériennes

et antifongiques contre divers souches-test dont la bactérie Staphylococcus aureus, la
levure du genre Candida et le champignon Aspergillus niger a partir d’une collection
des Actinomycétes par la méthode de diffusion sur milieu gélosé « cylindre d’agar »,
par la méthode de stries croisees et celle de la- double couche.

= Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons effectué I’extraction des molécules

bioactives en question par différents solvants organiques a partir de milieu solide ISP,
afin de les caractérisées partiellement.

= En troisiéme et derniere partie, on a sélectionné quatre souches Actinomycétales

S129a, S130, S386 et S450 pour I’étude de leurs caracteres biochimiques.

Les résultats obtenus montrent que la plupart des souches Actinomycétales étudiées
présentent une activité antibactérienne et antifongique contre au moins une souche-test. Les
plus grandes zones d’inhibitions ont été observées avec les souches S130 (23 mm) contre la
bactérie-test Staphylococcus aureus 1C28, S450 (33 mm) ,contre la bactérie-test
Staphylococcus aureus IC 30 et (27 mm) contre la levure-test Candida albicans ICF23 et
(45mm) contre le champignon-test Aspergillus niger ICF26, S129a (33,5mm) contre la
levure-test Candida albicans ICF19 et la souche S386 (28,5mm) contre la levure-test Candida
albicans ICF23.

Ces résultats permettent de confirmer que le groupe des Actinomycétes par ces différents
genres que ce soit Streptomyces (S450 et S130) ou autre genre rare (S129a et S386) sont les
meilleures producteurs des molécules bioactives.

La souche S450 semble étre la meilleure concernant la variété des activités détectées

(100% des bactéries et des levures-tests sont sensibles).



Le test d’activité des extraits organiques indique que I’acétate d’éthyle est le meilleur
extracteur des molécules a activités antibactérienne car il permet d’exprimer les plus larges
spectres d’action a I’égard des germes cibles testés et que le méthanol et le dichlorométhane
sontles meilleurs extracteurs des molécules antifongiques. Ces tests nous donnent aussi un
regard sur la nature de molécules qui differe selon le solvant extracteur.

L’étude des caractéres métaboliques des isolats représentatifs a révélé leur pouvoir de
biodégradation de différentes molécules.

Dans ce travail on peut conclure que nos souches des Actinomycétes possédent des
propriétés significatives d’une part la synthése de trés nombreux métabolites bioactives et
d’autre part une diversité biochimique importante ce qui leur permet a se développer sur
divers substrats et coloniser différents niches écologiques.

Notre étude n’est qu’une ébauche et nous estimons que ce travail mérite d’étre poursuivi
car plusieurs perspectives peuvent étre envisagéees par exemple :

w L’étude de I'influence des facteurs nutritionnels sur la production des molécules
bioactives en utilisant plusieurs autres milieux de production telle le GYEA et le
Bennet.

L’étude de la production des biomolécules en milieu liquide.
L’étude de la cinétique de la production en milieu liquide et solide.

L’extraction des molécules biologiquement actives par d’autres méthodes.

oy W

La purification des molécules bioactives par chromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC).

La détermination des concentrations minimales inhibitrices des molécules

W

antimicrobiennes secrétées (CMI).
=  L’identification de la molécule produite par la technique spectroscopique RMN.

W

Le test in vivo de la toxicité des biomolécules produites.
= L’étude de la diversité phylogénétique des Actinomycetes les plus performantes par

les analyses moléculaires.
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Annexe | : Milieux de culture

I-Composition des milieux utilisés pour I’étude morphologique des Actinomycétes

I-1 Les milieux ISP

*1SP,

-Extraitde Malt ... e e 100
SEXErait de JeVUIE ... e e A0
SGHUCOSE. ..ttt bbbttt et 49

pH:7.0a7.2

*L’ISP ¢

SPEPIONE. .. e e e e e e 200
SEXEFAIT 0B JBVUIE. .. o e e e e e e e 19
-Citrate ferrique ammoniacal............ccociveiiiinii i e e e e e e eeeeenens 0.50

-Thiosulfate de SOIUM ... ... e e e e e e e e 0.08g
Y - PP o1
SH2O dISIlIER ... 1000ml
pH :7.2

*L’ISP

SGIYCEIOL o —————————— 15g
eI Y 101 | TP ¢ R 16
L ASPANAGINE .ttt e e e 19
SKH2POA .. e e e e e s 0.5g
SNBCH e e e 0.D0
SFESO4, TH20 o e e s 0.010
-Solution saline Standard.......... ..o iml
X - L PP PPPPPD4 0 o
SH2O dISHIHIEE ... e 1000ml
pH: 7.2



I-2 le milieu Bennet

P EPEONE. . e 29
SGHUCOSE. ...t bttt e r et 10g
SEXEFAIT 08 VIANGE. ...t bbbt 19
SEXEFAIT 0B JBVUIE. ... e bt sb e e 19

pH: 7,3

I1-Composition des milieux utilisées pour I’étude de la biodégradation

11-1-Milieu amidon 1%

N 11110 (0] o PP PPV PRPPR o
11-2-Milieu caséine 5%

e 7 N 1151 ] P 10 011 |
X - L PP PP
-Caseine SOIUDIE ... .o 5¢
pH:6a6.5

11-3- Milieu de test action sur le lait écrémé « 10%

SHoO dIStIHIEE ... e e e e, 100ml
SLait BCrEME .. e e e e e 20,100

11-4-Milieu de test d’estérase

SEXErait de JeVUIE ... e e e 2200
s 101 L1 0 7. 1 T TP 10 01
SCACT22H20 . o e e a0 0.10
=T 0 PN K0 10
X - L PPN < o
SHoO diStIlIER. ..o 1000ml
pH :6a6.2

11-5-bouillon nitrate

-BoUIION NITFALE ..oe e e 2. 210
SHoOiStillée ... o e e e 2. 1000m
pH: 7.2a7.2



11-6-Gélose Columbia au sang de cheval * 5% ( COS)
- Peptone de caseine et de viande (DOVIN €t POrCiN)......coovvuvveiie i e 10g
- Hydrolysat de proteine animales ( bovin ou porcin)..........cocoeviiiiiiiiiie e, 10g
- Peptone de coeur( bovIN OU POICIN ) ..vu it e e e 39
= AMIAON U8 MAIS .. ettt et e et e e e e e e e e e e 19
- Chlorure de sodium .......c.oi i e a2 D0
S A e e e e e e 13.50
- Sangdecheval ... e DM
pH: 7.3
NB :
v’ la sterilisation s’effectuer par I’autoclave pendant 30 minutes a 120C°
v" I’ajustement des pH pour tous milieux de culture s’effectue a I’aide d’une solution de
NaOH ou une solution d’HCI selon le cas.
11-7-Milieu RAT :
-Extrait de riz dESYArate ..........coooiii e e 259
STWEEIN B0 ittt ettt n e nh e n e e e 10 mL
a0 L= T0 - T PP 10 g
Eau diStilles. . ... e e e e e e neeee2. 100MI
pH =6,6
I11.Composition des milieux utilisées dans les tests d’activité
I11-1-Milieu LB solide
JLILC=] 100 T PP PPN 10 o
EXErAIr 8 JBVUIE... ..t e e e e e e et e et ee e e e ne e e e een 22 D0
N Cl e e e e e e e e 2. 100
AGAIE o e e e ee e e e 200
Eau diStilles. .. ... e e e e a2, 1000M]
pH: 7.2
111-2-Milieu LB molle
I (=] 010 " 1o
EXErait de [eVUIE. .. ... e e e e e e a0 20
N 0 PP o
Bau distille ... e e a2, 8300MI
pH :7.2



111-3-Milieu LB liquide

L] 010
B It e O VUI. oot e e e e e e e
N Gl oo e e e e

BaU distille. ..o et e e e e e e e e e a2 1000M

pH: 7.2
I11-4-Milieu Sabouraud

“PEPLONE. ...
SGIUCOSE. .ete ettt et

pH : 6
Annexe Il : Solutions et Réactifs

1-Solution saline standard

MOS04 TH2O . . e e e e e e e e e
N L
FES0 TH O o e e e e
BaU diStIIE ... e e

2-Solution salinel

FES0s THO .o i e
BaU diStlle ... e e

3-Solution saline 2

O 150 ) o Y
FES0s THOO . o e e

BaU QIStIIE .ot e

10g

.59
.10g

...0.25¢
..0.125¢
..0.125¢
..0.001g
..0.001g
....50ml

.0.19

.....0.1g
.....0.19
..100ml

..0.64 ¢
....0.11g
....0.799
....0.15¢
..100ml



4-Eau physiologique
NACT .o e e e 8.D ()
HoO diStIllEE. ..o et e e e e e e e e e e e e 1000 ml

Annexe 111 : Utilisation de I’ Api20E

Culture jeune sure ISP2

Réaliser une suspension

Cupule
Inoculer API 20 E @: Tube

Incculation de la galerie Detail d’un tube = Georges Dolisi

References|

Eﬁ@@@@@@@@@ 65w o e

rNom
ONPG ADH LDC ODC | CIT| H2S URE TDA IND VP GE GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY AFRA Prenom

Incuber 18 a 24h a 37a 45°C
Addition des réactifs
TDA :TDA
IND :IND
VP :VP1+VP2

NIT :NIT1+NI
T2

l Zn

lecture

Figure N" : mode opératoire du systéme APl 20 E



Tableau :lecture du systéme API 20 E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Lecture directe ou indirecte

Résultat

Microtube Substrat : Caractére recherché Révélateur T S : Résultat +
est (si nécessaire) =
e e laa Lecture directe
e g';ﬁg;ffﬁigi" galactosidase
ADH Arginine frginine Dihydrolase
= = Rougede . ()
LDC Lysine Lysine Decarboxylase - Lecture directe -
oDe Grmithine rnithine Decarboxylase | phénaol
cIT Eitaia Utilisation du citrate 8BT Cachirs e P ﬁ
H;S Igé?j#qlfate e Production d'H,S Fe lll Lecture directe f: il
URE Urée Uréase Eﬁ)g%g‘de Lecture directe P 8 8
Tecture mairece —
Tryptophane
TDA Tryptophane drgsaminase I~ ®
TijirtanEse 6u Cecture Indirecte =
IND Tryptophane production d'indole H
Pyruvate de production d’'acétoine Lecture indirecte O)
VP e (3-hydroxybutanone
GEL, | Gélatine gelatinase Paticules de | | ecture directe I~ l
.
GALFEJ Aa Substrat Utilisation de substrats _ (
g carbone carbonés (glucides) BBT Lecture directe J
zymogramme {glucide) 0
Lecture indirecte .
NO, /N, | Nitrates (NO4-) Nitrate réductase I~










