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Résumé

Les actinomycetes sont des bactéries responsables de la production de la plupart des
molécules bioactives. Les travaux d’isolement de ces microorganismes a partir des
écosystemes Extrémes comme les sols arides de 1’Algérie sont rares, Dans ce travail nous
nous sommes intéressés a la recherche des actinomycetes productrice des substances
bioactives, a cet effetl5 souches d’actinomycetes ont été isolées a partir d’échantillons
différentes de sols arides de la wilaya d'Al Naama sur unmilieu sélective GYM. L’activité
antibactérienne a été effectuée vis-a-vis de 2 bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus subtilisATCC 10870), et 1 bactérie Gram négatif (Escherichia coli
ATCC25922). Elles ont été réalisées par la technique des cylindres d’agar. Parmi les 15

isolats, 2 isolats sont actives .Les deux  isolats ont présentés une activité contre au moins 2

bactéries indicatrices.

Ces souches ont été cultivées par fermentation solide dans le milieu AF afin de
produire des extraits riches en métabolites secondaires. L’extraction a été effectuée avec le
méthanol. L’activité antifongique des extraits a été mise en évidence par la méthode de
contacte directe vis-vis de 3 souches fongiques (Aspergillus niger,Phytophthora infestans,
Endosporium). Les deux extraits ont présenté une activité inhibitrice contre les 3 souches

fongiques indicatrices.

Mots clés : Actinomycetes ; molécule bioactive ; sol aride ; activité antibactérienne ; activité

antifongique.



Abstract

The actinomycetes are bacteria responsible for producing most of bioactive molecules. The
work of isolating these microorganisms from extreme ecosystems such as arid soils of Algeria
are rare. In this work we are interested in the search for actinomycetes producing bioactive
substances, for this 15 strain of actinomycetes were isolated from different samples of arid

soils and the wilayad’AlNaama on a selective medium GYM. The antibacterial activity was

tested against of 2 Gram + bacteria (Staphylococcus aureus, ATCC 25923,Bacillus subtilis

ATCC 10870) and one gram=- negative bacteria ( Escherichia coliATCC25922).they were

made by the technique of agar cylinders. Among the 15 isolates, 2 isolates are active. Both
isolates showed activity against at least 2 indicator bacteria. All the 2strains were cultured on
a solid medium by fermentation medium (AF) to produce secondarymetabolites. The
extraction was made by maceration by methanol. The antifungal activity of the extracts was
highlighted by the method of direct contact with 3 fungal strains (Aspergillus niger,
Phytophthorainfestans, Endosporium). Both extracts exhibitory activity against the 3 fungal

indicator strains.

Key words: Actinomycets,Bioactive molecules, Soil arid, antibacterial activity, antifungal
activity.
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La liste d’abréviation

Gram+: Gram positive.

Gram - : Gram négative.

pH: Potentiel d’Hydrogene.

Nacl: Chlorure de sodium.

ADN: Acide désoxyribonucléique.
ARN : Acide ribonucléique

ATCC: American Type Culture Collection.
TSE : Tryptone, Sel, Eau

PDA : Potato Dextrose Agar

CMI : concentration minimale inhibitrice
°C : Degré Celsius.

% : Pourcentage.

S/cl : Sous classe.

S/0 : Sous ordre.

ml: Millilitre.

pl: Microlitre.

g: Gramme.

h: heur.

S: Seconde.

nm: Nanometre.

GN : Gélose Nutritif.

BN : Bouillon Nutritif

UFC : unité formant colonie.

V : Volume.

V/V: Volume sur volume

P/V: Poids sur volume

G: Grossissement.

pg: Microgramme.

G: Grossissement.

H202 : Peroxyde d’hydrogene.

02: Oxygene.

G/C : Guanine et cytosine.

Min : minute.

GLM : Glucose-Extrait de levure-Malt.
ATP: Adeninethree phosphates

BSC : Bouillon Sabouraud Champignon
AF: Actinomycete fermentation

MA: Mycélium aérien,

MS : Mycélium de substrat

S/C : sous-classe

S/0O : sous-ordre

CCM : Chromatographie sur couche mince
Rf : Rapport frontal

1% : pourcentage d'inhibition de la croissance de mycélium
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Introduction

Depuis les temps les plus reculés, I’ Homme utilisé des micro-organismes pour préparer
des boissons, des aliments, des vétements, bien que 1’existence de ceux-ci n'ait été reconnue et

étudiée au XIXe siecle.

Au siecle dernier, les micro-organismes, a mesure de leur découverte, se sont révélés a
I'Homme surtout comme ses pires ennemis, menagant sa santé, son alimentation, ses biens. Ils

le demeurent des lorsqu’existent des défaillances humaines d’hygiene, de prévention.

Avec le progres de connaissance, il parait que les micro-organismes peuvent aider
I'homme en agriculture, dans 1'environnement, dans les industries. Des réalisations telles que la
biosyntheése de substances a visé thérapeutique (les antibiotiques,...) ou des vaccins antiviraux,

révolutionnent certains traitements en médecine.

Les sols du Sahara algérien bien que soumis a un climat aride a semi-aride ont montré
une biodiversité surprenante des Actinomycetes, bactéries mycéliennes a Gram positif
(Sabaou, 1988) (Sabaou et al., 1998 ). Elles sont a majorité filamenteuses, représentent la
principale source naturelle de métabolites anti cellulaires (Higashide ., 1984). Environ 75%
des antibiotiques découverts entre 1971 et 1980 appartiennent aux actinomycetes (Iwai
&Takahashi , 1992). L'isolement d’Actinomycetales actives a partir d’écosystemes non ou peu
exploités permet, éventuellement, la découverte de souches rares ou de souches pouvant avoir

un potentiel de production élevé ou inexploité.

Les antibiotiques sont des substances chimiques qui ont une action spécifique avec un
pouvoir de structure sur les micro-organismes ciblés. Ces substances sont classées en diverses

Familles selon leur structure chimique et leur mode d'action.

L’usage fréquent et abusif des antibiotiques contre les maladies infectieuses d’origine
fongique ou bactérienne est I’un des facteurs essentiels dans le développement et I’évolution de
la résistance microbienne (Leif et Larson 2000 ; Maccrain et al, 2005), ce qui accentue

I’urgence de découvrir de nouvelles molécules antimicrobiennes d’origines biologiques.

N

Celles-ci sont souvent recherchées a partir des microorganismes isolés d’échantillons
prélevés de différents écosystemes, dans le but découvrir des taxons originaux et par-la de
nouvelles molécules biologiquement actives. Vu leur importance dans la production
d’antibiotiques (Tiraby et Etienne, 1983 ; Nolan et Cross, 1988) et leur omniprésence dans

presque tous les milieux méme ceux ou la vie est extrémement hostile (Goodfellow et
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William, 1983 ; Okami et Hotta, 1988), les actinomycetes sont les acteurs les plus

prometteurs pour la production de nouveaux métabolites a activité antimicrobienne.

Cette étude a pour objectif d’isoler des Actinomycetes productrices de molécules

antimicrobiennes a partir du sol de la zone Aride et de produire par fermentation ces substance

en milieu solide.
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Les Actinomycetes Synthese bibliographique

I. 1-Historique

Waksman divise en quatre grandes catégories 1’histoire des Actinomycetes. Lapremiere, est
celle de la découverte de leur role dans la pathologie et va de 1874 aux années 1990. La
seconde période (1900-1919) se rapporte a la mise en évidence et a 1’étude desActinomycetes
du sol, avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis.C’est ensuite la
période (1919-1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance desgermes a été acquise
grace aux recherches de Waksman, de Lieske, de Krassilnikoventreautre. La derniere
époque historique, enfin, est celle des antibiotiques produits par les actinomycetes. Elle
commence en 1940 et le nom De Selman Waksman lui est indissolublement lié (e minor,

1989).
I. 2-Généralités

Les actinomycetes constituent 1’ordre des actinomycétales. Ce sont des bactéries
filamenteuses septées, ramifiées, prenant généralement le Gram ; possédant un coefficient de
chargaff (GC%) compris entre 60-70% (Larpent, 1989). La plupart d’entre eux sont toujours
immobiles, leur croissance est lente avec un temps de génération de 2 a 3 heures, ils
croissenten I’espace de quelques jours a quelques semaines. Ils sont abondamment distribués
dans lanature. Les actinomycetes sont importants en raison surtout de leur rdle dans la
fertilisation des sols, synthese de composés complexes comme les antibiotiques, les
vitamines, les stérols, etc. Les Actinomycetes ont souvent été confondus avec les
champignons, du fait de I’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi de leur
morphologie fongoide : filaments ramifiés, organes de sporulation, etc. Leurs propriétés
chimiques, physiologiques,immunologiques, etc. les rangent parmi les procaryotes. Leur paroi
cellulaire ne renferme nichitine ni cellulose mais une glycoprotéine contenant de la lysine
(formes fermentatives) ou de l'acide diaminopimélique (formes oxydatives) et leur cytologie
est celle des bactéries. Cescaracteres s’ajoutent a d’autres comme la sensibilité a des
actinophages et a des antibiotiques antibactériens, cela confirment le bien-fondé de la
classification des Actinomycetes parmi les bactéries (Larpent, 1989).Les Actinomycetes se
séparent en deux groupes physiologiques. Le plus important estcomposé de germes ayant un
métabolisme oxydatif et habitant surtout le sol. Le secondrassemble des bactéries

fermentatives, hotes des cavités naturelles de I’homme et des animaux(Le minor, 1989).
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I.3-Caracteres morphologiques des Actinomycetes

Les Actinomycetes sont caractérisés par une grande diversité morphologique qui varie du
simple bacille (la plupart des mycobactéries) diphtéroide a des formes mycéliennes complexes
(comme le genre Streptomyces) (Gottlieb, 1973). Le mycélium peut se développer sur et dans
le milieu (mycélium végétatif ou mycélium de substrat) ou dans I’air au-dessus du substrat
(mycélium aérien). Le développement de certains Actinomycetes engendre un mycélium non
persistant qui se transforme rapidement en une masse bactéroide irréguliere et d’autres
peuvent présenter des mycélia trés rudimentaires. Il peut y avoir aussi une production de
spores par les filaments. Les spores produites sont soient isolées soient groupées ou méme
enfermées dans un sporange ou conidie qui libere des spores de formes variées, d’aspect lisse
ou ridé, soit isolées ou groupées en chaine (Perry et al., 2004). Une colonie d’Actinomycete
est constituée par une accumulation d’hyphe ramifié contrairement aux bactéries filamenteux
qui sont formées par I’accumulation des cellules. L’analyse par image montre deux catégories
d’hyphe : ’hyphe dispersé (se présente sous deux formes : « freely dispersed » ou hyphe
indépendant dispersé et le « mycelial clumps » qui est un masse ou agrégat de mycélium) et

I’hyphe pellets (Perry et al., 2004).

L’observation macroscopique des colonies formées par les Actinomycetes sur des milieux

solides montre différents aspects qui peuvent €tre regroupés en trois types :

e Des colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement
attachés au milieu.
e Des colonies pateuses, rugueuses ou lisses, rarement couvertes de mycélium aérien, et
qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides.
e Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens
attachés au milieu par des crampons (Kalakoutskii et Agre, 1976).
Ces colonies sont généralement de taille moyenne (1 a 4 mm de diametre). Elles sont tres
souvent pigmentées en blanc, créme, jaune, orange, vert, violet, rose, gris, noir, etc
(Leclerc1975).




Les Actinomycetes Synthese bibliographique

GIM'OI bk | 'I{ ‘. ( % an r
condogpores———— ] 1 v fotl Mycelium aerien
NI el
W ‘){'-‘A ¥ “""?."&? {‘;’i(t‘hi’%lﬂ ’3"":‘;{;"2 ..b'|':“\$g‘.“ \
B ﬁw‘{\ - It ORGP (R
W A BT .el G (e "'»}‘.‘ s Vi s
P YRS A SIS 1L G
A } r/ i \ J;Q“'&“"‘A‘lt"" \ W) s 1 ‘:'l." "." 3 ‘4 .‘;‘ " : (
gar el \lﬂ\k,\h K\ AW L R AR MR ]
surface B R AR ",,., .&',Ei, t ) F17;
M : i
I Al B2l A

J."_“fé\"?
4%

I

3\)' 'f‘\

"L Mycelium végétatif

Figure 1 : Croissance d’une colonie d’ Actinomycetes sur milieu solide (Dvorak, 1999).
I. 4-Physiologie des actinomycétes
1.4-1- Conditions de croissance des actinomycetes
Plusieurs facteurs environnementaux conditionnent la croissance des actinomycetes :
Le pH : Les actinomycetes préferent un pH neutre ou peu alcalin (Omura, 1992).

La température : Les actinomycetes sont généralement mésophiles, d’autres
sontthermophiles tolérant des températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu'a 60°C ou

plus (Omura, 1992).

L’oxygene : Selon le type respiratoire, les actinomycetes peuvent étre séparés en deux
Groupes : les formes oxydatifs aérobies, qui se trouvent essentiellement dans le sol, et les
Formes fermentatifs anaérobies strictes ou facultatives, qui vivent dans les cavités naturelles

De 1I'homme et des animaux. (Silini, 2012).En ce qui concerne les besoins nutritifs, les
actinomycetes sont, en général, des chimoorganotrophes, utilisant une grande variété de
sources d'énergie y compris les polymerescomplexes. Mais plusieurs especes sont capables
aussi d’étre chimio-autotrophes, utilisantl’oxydation de I’hydrogene comme source d’énergie

et le gaz carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990).

e
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Afin d'obtenir une croissance abondante, des matieres suffisamment énergétiques doivent
Etre fournis par des protéines, des hydrates de carbone, ou des acides organiques. Des sources

appropriées d'azote, soit organique ou inorganique et certains minéraux notamment le
potassium, lemagnésium, le phosphore, le soufre et le fer, sont également nécessaires
(Srinivasan et al., 1991).Certains ont des exigences nutritionnelles en facteurs de croissance
telles que les vitamineset certains acides aminés. D’autres aliments peuvent €tre aussi
nécessaires pour soutenir desactivités métaboliques dans 1’utilisation des actinomycetes au
niveau industriel, comme parexemple, le besoin en cobalt pour la synthese de vitamine B12

(cobalamine), et le besoin enchlorine pour la synthese de chloramphénicol (Silini, 2012).
1.4-2Milieux de culture des actinomycetes
La composition d’un milieu de culture doit permettre la croissance bactérienne et doit donc

Tenir compte des besoins nutritifs des bactéries. Les meilleurs milieux de culture pour
I’isolementdes actinomycetes sont ceux contenant de I’amidon, du glycérol ou de la chitine
comme source decarbone, la caséine, 1’asparagine ou I’arginine comme source d’azote

organique (Burman, 1973 ;Williams et al.,1993 ; Hilaliet al., 2002).
Pour I’isolement des actinomycetes, les antibiotiques sont ajoutés dans les milieux sélectifs

Pour inhiber la croissance de certains germes indésirables. Les molécules les plus utilisées
sont : lanystatine, le cycloheximide (Actidione), la pimaricine, I’amphotericine B pour
I’inhibition deschampignons. La polymixine, la novobiocine, 1’acide nalidixique, la colistine
pour stopper lesbactéries Gram négatives (Nonomura et Hayakawa, 1988 ; Larpent et
Larpent, 1990, Takizawaef al.,1993 ; Kurtbaoke et Wildman, 1998). L’incubation se fait,

généralement, a une températurede 28°C ou 30°C qui favorise le développement des

actinomycetes (Burman, 1973).
L.5- Ecologie et distribution dans la nature

Les actinomycetes sont tres largement distribués dans la nature et principalement dansles sols
de différentes natures (Tab. 1). Ils ont été trouvés dans les eaux douces ou salées, dansles
compostes, dans I’atmosphere et dans les substrats les plus divers. Dans le sol, ils sontprésents
depuis la surface jusqu’a plus de 2 metres de profondeur. Le nombre de cesmicroorganismes

atteint d’apres (Goodfellow et Williams, 1983) généralement les 10°germes par gramme de

e
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sol séché. D’apres (Waksman, 1967), le rapport Microorganismetotaux / Actinomycetes,
diminue au fur et a mesure que la profondeur augmente. Selon ceméme auteur, alors que la
couche superficielle contient au moins 80 % de bactéries actinomycétales, par rapport au
nombre total de microorganismes, la couche située a uneprofondeur de 80 centimetre ne
contient que (40%) ou beaucoup moins jusqu’a seulement 16%. Les actinomycetes sont
généralement plus nombreux que les champignons, mais moinsabondants que les autres
bactéries. Les actinomycetes préferent un pH neutre ou peu alcalin,ils sont généralement
mésophiles, d'autres sont thermophiles tolérants des températuresavoisinant S0°C et peuvent
aller jusqu’a 60°C (Goodfellow et Williams 1983). La majoritédes actinomycetes croient
dans des conditions humides mais aérobies et peuvent se développer dans des endroits ou
I’activité de 1’eau (aw) est tres basse (Davies et Williams,1970, Goodfellow et Williams,
1983). Les sols sahariens sont caractérisés par une teneurminime en eau avec un degré de
pluviométrie souvent inférieur a 100 mm par an, destempératures extrémement élevées et de
faibles quantités d’humus. Des travaux anciens ontprouvé définitivement que les sols
désertiques ne sont pas stériles, ils sont peuplés d’une floremicrobienne tres variée (Killian et
Feher, 1939). Parmi les bactéries isolées, lesactinomycetes font partie essentielle de

cettemicroflore, leurs présence est considérable dansce type d’écosysteme extréme (Killian et

Feher, 1939)

Genre Habitat
Actinomadura Sol
Actinoplane Sol, Eau, Litiere
Frankia Nodules des racines
Microbiospora Sol
Micromonospora Sol, Eau
Rhodococcus Sol, Eau, Fumier, Litiere, Matiere en décomposition
Saccharomonospora Sol, Eau, Litiére
Streptomyces Sol et Eau
Steptosporangium matiere en décomposition et en fermentation

Tableau 1 : Répartition de quelques genres d’actinomycetes par type d’habitat (d’apres
Goodfollow et Williams, 1983).

I-6-Cycle de développement (Figures N°2)

La diversité morphologique est un caractere tout a fait remarquable des actinomycetes.Cette
diversité morphologique se traduit le plus souvent par une différenciation importante et

L’existence d’un cycle biologique semblable a celui de certains eucaryotes.Ainsi, les
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actinomycetes les plus différenciées développent sur un milieu gélosé unemasse d’hyphes
mycéliens répartis en deux couches distincts : le mycélium aérien et lemycélium du substrat.
Selon les cas, des spores peuvent se former sur le mycélium aérien ousur le mycélium du

substrat ou les deux a la fois, elles permettent la propagation de la souche.
I-6-1 Mycélium du substrat et Mycélium aérien

Le mycélium du substrat, également, dénommé mycélium végétatif ou primaire se développe
a partir du tube de germination issu de la spore.Chez quelques genres comme Rhodococcus, il
n’y a pas de véritable mycélium maisseulement croissance d’une propagule originelle formant
un filament plus ou moins long sefragmentant ensuite en petites unités et donnant parfois
naissance a des ramificationsélémentaires. Cette fragmentation des hyphes est présente chez
des genres généralementdépourvus de spores ou n’en produisant qu’un petit nombre. Les
sporoactinomycetes produisent un véritable mycélium du substrat, ramifié ou nonfragmenté.
Des parois transversales peuvent €tre formées pour isoler les parties les plus agées du
mycélium. Des spores sont formées sur le mycélium du substrat chez des genres comme
Micromonospora, Micropolyspora, et parfois Streptomyces.La largeur des filaments
mycéliens varie de 0,5 a 2 Um. Leur ramification est tres souvent monopodiale mais parfois
dichotomique ou verticillée.Le mycélium du substrat est ancré dans le support solide ou il
puise ses nutriments. Sacroissance, de type apicale, est analogue a celle observée en milieu
liquide.Le mycélium aérien, appelé aussi mycélium secondaire, est formé d’hyphes dressés
sur lemycélium du substrat. Ces hyphes aériens sont plus épais et beaucoup moins ramifiés
que leshyphes du substrat. Ils sont en général pigmentés et enfermés dans une enveloppe
externehydrophobe.Divers mutants de Streptomyces sans mycélium aérien ou incapables de

sporuler ont étédécrits (Chater et Merrick, 1979).
I-6-2- Formation des spores

Les spores d’actinomycetes ont une fonction de dispersion et de survie dans desconditions
défavorables de croissance végétative. Les divers types de spores des actinomycetespeuvent
étre classés en deux groupes principaux selon leur mode de formation exospores et
endospores. Les exospores sont le type le plus fréquent, elles sont formées par septation
d’hyphes existants et séparation des éléments obtenus. Lesendospores sont produites par des
actinomycetes thermophiles, elles sont issues d’uneréorganisation cytoplasmique et de la

formation d’une nouvelle paroi dans 1’hyphe existant.
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La viabilité des spores est fonction de leur type : des endospores de Thermoactinomyces Ont
survécu plusieurs centaines d’années dans des sédiments lacustres a 5 °C. Comparativement,
des exospores seches de Streptomyces survivent 20 a 30 ans comme lesConidies de
champignons. La thermorésistance des endospores est nettement supérieure a celle des

exospores en milieu sec ou humide (Leveau et Buix, 1993).

La sporulation est contrdlée par des facteurs extérieurs aux microorganismes et par des
facteurs propres a ceux-ci. Parmi les éléments extérieurs favorisant la sporulation, nous
retiendrons principalement : la dessiccation, une concentration élevée en gélose, le glycérol
comme source de carbone, 1’urée comme source d’azote, 1’addition de carbonate de calcium et
D’extrait de sol, la présence de magnésium, de fer et de manganese, et un pH légerement
alcalin voisin de 7,5.Les facteurs propres aux microorganismes sont d’ordres génétiques et
biochimiques. Denombreux travaux ont mis en évidence des biorégulateurs codés par des
genes chromosomiqueset plasmidiques influant de maniere complexe sur la sporulation ainsi
que sur la biosynthese de métabolites secondaires (Beppu, 1986, 1992 ; Grafeet al., 1984 ;
Khokhlov, 1986 ;Vitalisetal.,1986).

I-6-3- La germination des spores

A I’'issue d’une dormance dont la durée est fonction du type et des conditions du milieu, les
spores germent pour donner naissance a un mycélium.On distingue généralement quatre
étapes : I’activation, I’initiation, I’émergence du tubede germination et la croissance de celui
ci. Les exospores dont la dormance est de type exogene, sensible au milieu, germent
apresActivation par un choc thermique qui peut &étre par exemple de 50 °C chez §
.viridochromogenes, suivie d’une initiation en présence de L-alanine, d’adénosine, d’acide
glutamique, d’acide para-aminobenzoique, d’ions Ca 2+, Mg 2+ et de CO2. L’oxydation

desréserves de tréhalose fournit I’énergie nécessaire.

Les endospores de Thermoactinomyces ne germent dans des conditions de milieufavorable
qu’avec une activation spécifique de nature physique. Un refroidissement a 20 °C de2 a 48 h
est nécessaire pour permettre aux spores de Thermoactinomyces vulgaris de répondre ensuite

au choc thermique de 55 °C inducteur de la germination (Leveau et Buix, 1993).
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I-6-4- Structures particulieres

Certains actinomycetes forment des structures particulieres qui ne correspondent ni au

mycélium ni aux spores et dont la fonction n’est pas toujours définie.Ainsi les sclérotes

trouvés chez Chainia sont constitués par une masse d’hyphescloisonnés dont les vacuoles

sont chargées de triglycérides et d’acides gras ramifiés. Les Synnemata, appelés également

corémies sont des assemblages compacts d’hyphesdressés, parfois fusionnés et portant des

conidies apicales ou latérales. Cette structure est caractéristique du genre Actinosynnema.

Les sporanges sont des sacs contenant des spores.Les conidies sont des spores asexuées qui

peuvent avoir plusieurs organisations :

v
v

une seule conidie tel que le genre Micromonospora;

une paire de conidies chez le genre Microbispora;

chaines courtes de conidies formées d’un nombre inférieur ou égale a 20 spores par
chaine ;

longues chaines de conidies formées d’un nombre plus de 20 spores par chaine ;

conidies rassemblées dans des synnemata (spores mobiles et qui peuvent étre libérées).

Spore

MNowrelle génération Germinaton de la spore
e, —

Cycle de vie des
Streptomyces
Sporulation

Croissance du Mycélium
du sub sbrat
B

Croissance du
mycelinm aérien

: -
MM ycélium aérien M ycélium du subsirat

£0im Hunter 2007

Figure N2 : Cycle de vie des Streptomyce
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Flexibles
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Figure N° 03 : Exemples de formes de chaines de spores des actinomycetes Photos dans

I’Atlas des actinomycetes1997 (Joachin, 2002).
I-7-Classification des especes : Exemple du genre Streptomyces

La clé de détermination des especes de Streptomyces la plus employée est celle du
Bergey’sManual, elle fait largement appel aux travaux de «International Streptomyces project

». Cette clé se fonde sur les caracteres principaux suivants :

- La couleur du mycélium aérien sporulé avec 7 classes de couleur : blanc, gris,
jaune,rouge, bleu, vert et violet.

- La forme des chaines de spores (Figure N03) :
e Série Rectus Flexibilis lorsque les chaines sont droites ou flexueuses
e Série Spira lorsque les chaines sont hélicoidales

- La production de pigments mélanoides bruns a noirs

- L’ornementation de la paroi des spores : lisse, verruqueuse, échinulée ou chevelue ;

-11 -
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- La capacité d’utiliser certaines sources de carbone pour se développer : D-glucose,

Dxylose,

L-arabinose, L-rhamnose, D-fructose, D-galactose, raffinose, D-mannitol, inositol et
saccharose. Toutefois, la description d’une souche peut nécessiter 1’étude d’autres caracteres.
Une panoplie d’environ 120 caracteres morphologiques et biochimiques supplémentaires est
alors a la disposition des taxonomistes. 75 de ces caracteéres correspondent a la recherche

del’utilisation de nombreuses sources de carbone et d’azote (Pridham et Gottlieb, 1948).

La plupart des autres caracteres traduisent le degré de développement et la morphologie
dessouches sur divers milieux complexes ou synthétiques (Waksman, 1950). Rappelons enfin
que ces méthodes de classification évoluent rapidement et qu’au niveau subgénérique la
taxonomie numérique devrait permettre une définition plus cohérente desespeces appartenant

a divers genres d’actinomycetes dont en particulier le genre Streptomyces (Locci, 1989).

-12 -
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Phylum Actinobacteria

Classe Actinobacteria

S/C | Acidimicrobidae | Rubrobacteridae | Coriobacteridae | Sphaerobacteridae | Actinobacteridae
S/C Actinobacteridae
Ordres Bifidobacteriales Actinomycetales
Ordre Actinomycetales
S/O S/O
S/O S/0 . S/0 .. .
: . . . Corynebacterinea o . Propionibacteri
Actinomycineae Micrococcineae 0 Micrimonosporineae neae
Familles
Micrococcaceae
Bogoriellaceae
Rarobacteraceae
Sanguibacteraceae .
g. . Familles
Brevibacteriaceae .
Corynebacteriace
Cellulomonadacea )
p ae Familles
Famille Dietziaceae Famille Propionionibact
: Dermabacteraceae . ) ) .
Actinomycetacea . Gordoniaceae Micromonosporinea eriaceae
Dermatophilaceae . .
e Mycobacteriaceae e Nocardioidacea
Dermacoccaceae .
Intrasporangiacea Nocardiaceae €
P 8 Tsukamurellaceae
e iyrs .
. Williamsiaceae
Jonesiaceae
Microbacteriaceae
Beutenbergiaceae
Promicromonospo
rceae
S/O0 S/O
. S/0 . S/0 S/0
Pseudonocardin . Streptosporangine . . .
e Streptomycineae e Frankinea Glicomycineae
Familles
) Familles Frankiaceae
Familles Streptosporangiac | Geodermatophilacea
Pseudonocardia . prosp g P Famille
Famille eae e
ceae . . Glycomycetace
. Streptomycetaceae | Nocardiopsaceae Microsphaeraceae
Actinozynnemata . ae
Thermomonospor Sporichthyaceae
ceae .
aceae Acidothermaceae
Kineosoriaceae

S/C : sous-classe, S/O : sous-ordre.

Tableau N°2: La classification hiérarchique de la classe Actinobacteriabasée sur I’analyse

-13-
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I-8-Identification des actinomycetes

Les actinomycetes constituent un groupe bactérien tres varié dont l'appartenance ou non a un
Genre donné est tres délicate a établir. L'étude des caracteres morphologiques, les caracteres
Physiologiques et la composition chimique de la paroi cellulaire permettent de séparer ces
Microorganismes avec une grande précision en groupes et genres différents et d'identifier ces

Bactéries jusqu'au niveau de l'espece (Lechevalieret al., 1977 ; Xu et Jiang, 1996).
1-8-1- Identification morphologique des actinomycetes :

Plusieurs criteres morphologiques sont étudiés pour identifier les actinomycetes. Il

s’agitprincipalement de :

e Hyphes : présence, abondance et disposition des hyphes du mycélium végétatif ou
dumycélium aérien.

e Spores : nombre, mobilité, forme, position sur les hyphes.

e Présence de sporanges.

e Présence de sclérotes ou de synnématas.

e Résistance des spores a la chaleur.

e Résistance aux traitements acides. (Schofieled et Schaal, 1981 ; Demain et

Solomon1985).
I-8-2- Identification chimio-taxonomiques des actinomycetes

e Les caracteres chimiques étudiés sont :

e Composition du peptidoglycane.

e Composition en sucres cellulaires.

e Composition phospholipidique des membranes.

e Production d’antibiotiques.

e Tests biochimiques : Réduction du nitrate ; Hydrolyse de I’urée ; Hydrolyse de
I’acidehyppurique ; Syntheése de mélanine (Streptomyces) (Lechevalier et

Lechevalier 1985 ; Larpentet Sanglier 1989).
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1-9-Génétique et structure de ’ADN

La taille de ’ADN des actinomycetes est de 3.7 Méga Daltons c’est a dire deux fois celui de
E.coli, la durée de réplication de I’ADN est de 50 a 65 minutes. Les bactéries actinomycétales
possedent un remarquable degré de variabilité génétique due a des réarrangements du génome
a cause de plusieurs types de mutations essentiellement chromosomiques, les plasmides
peuvent aussi étre sujet a des réarrangements. A la suite de Croisements des actinomycetes,
des parties du chromosome de la souche donneuse peuvent devenir plasmides dans la souche
receveuse. Ces derniers jouent un rdle de régulation dans laSynthese des antibiotiques. 1l est
rare de trouver des genes codant pour la biosynthese d’antibiotiques localisés sur le plasmide.
IIs sont normalement chromosomiques, regroupés en plusieurs unités de transcription, ils ont
pour voisinage des genes de régulation spécifiques (Larpentet al., 1989).Les genres
d'actinomycetes peuvent étre définies par 1’étude du coefficient de Chargaff ou GC % (Tab
03), qui représente le nombre de paires de base Guanine Cytosinepour 100 paires de base dans
I’ADN, les especes ne sont pas identifiées par cette technique.Historiquement, la
classification des bactéries €tait basée sur la similarité des caracteresphénotypiques. Bien que
cette méthode ait donné toute satisfaction, elle est cofiteuse, lente etpas assez précise pour
permettre la distinction ente les organismes les plus proches. L’étudedes acides nucléiques a
apporté des renseignements plus précis (Williams et al., 1989). Desauteurs insistent
cependant, sur la nécessité de jumeler les études phénotipiques et moléculaires pour une

identification encore plus précise (Goodfellow, 2004).

Genre G + C % (Moles)
Actinomadura 64 2 69
Nocardia 64272
Streptomyces 69 a78
Micromonospora 71273
Actinoplanes 72273
Actinopolyspora 64
Agromyces 71a77
Frankia 66a7l
Glycomyces 71273
Nocardiopsis 64 a 69
Rodococcus 63a72
Streptosporangium 69 a7l
Streptoverticillium 69 a73
Thermoactinomyces 53a55

Tableau 03 : Différentes valeurs de GC % rencontrées dans le groupe des Actinomycetes

(d’apres Williams et al., 1989)

e
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I-10-Les applications des actinomycetes
I-10-1-Les applications biotechnologiquesdes actinomycetes

Les actinomycetes jouent un role important dans la production de divers agents
Antimicrobiens et d'autres substances industriellement importantes telles que des enzymes
(Mukesh, 2014).Le potentiel d'actinomycetes dans la découverte de nouveaux composés
ayant une activitécontre les micro-organismes a été réalisé, et ouvre donc des pistes
intéressantes dans le domaine de la biotechnologie et de la recherche biomédicale. (Mukesh,
2014).Le point de vue métabolique des actinomycetes fournit non seulement un domaine
intéressant pour la recherche, mais offre également la possibilité de commercialisation
desmétabolites générés dans le processus. (Mukesh, 2014).Des enzymes telles que 1'amylase,
la lipase et les cellulases produites a partir des actinomycetes jouent un role important dans
I'industrie alimentaire, la fermentation, 1’industrie dutextile et du papier.Certaines enzymes
utilisées comme agents thérapeutiques dans le cancer humain, principalementdans la
leucémie. Les actinomycetes sont utiles dans le traitement du cancer, la bioremediation et il
produit des antibiotiques précieux tels que la novobiocine, I'amphotéricine, la vancomycine,
lanéomycine, gentamicine, chloramphénicol, la tétracycline, 1'érythromycine, la nystatine,
etc.Les actinomycetes sont également utilisés comme agents favorisant la croissance des
plantes (aide aproduire 1'hormone de croissance végétale indole-3-acétique), des outils de
biocontrdle, les agents de biopesticides, des composés antifongiques, et biocorrosion et

comme une source de composésagro-actifs.(Mukesh, 2014).
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II-1-Historique :

Pendant des centaines d’années, les infections fongiques de la peau et des muqueuses sont été
traitées par toutes sortes de médicaments populaires. Les infections du cuir chevelu ont été
traitées en 1’ans 23-79 apres J.C. par des préparations telles que de la graisse d'ours mélangée
a des extraits de plantes, des cendres de corne de cerf dans du vin, de la bile de chevre dans de
la craie et du vinaigre, de la bile de truie mélangée a de I’urine de taureau et du jus d’ail dans
la graisse d’oie (Ainsworth, 1986). Parmi tous ces composés, seul I’ail est encore mentionné

aujourd’hui en phytothérapie comme remede antifongique éventuel (Odds., 1995).

Au début du 20e siecle, les produits chimiques de synthese et les colorants ont remplacé tous
ces mélanges rudimentaires anciens. Ainsi, pour le traitement des infections a dermatophytes
du cuir chevelu, le dermatologue Raymond Sabouraud en 1910 a décrit une pate a base
d’amidon, de résine et de farine contenant du carbonate de cuivre en tant qu’ingrédient actif
Pour I’infection de la peau glabre, il recommandait la teinture d’iode. Depuis, plusieurs
préparations contenant du soufre, du permanganate de potassium ou des sels de métaux lourd
comme |’argent et le mercure, ont été utilisées pour le traitement topique des infections a
dermatophytes (Ainsworth, 1986). Nombreuses préparations anciennes ont été abandonnées,
seules trois préparations antifongiques topiques du début du siecle sont encore prescrites
aujourd’hui. La premiere est a base d’acide benzoique et d’acide salicylique sous forme de
pommade (Whitfield, 1912), la seconde est la teinture de triphénylméthane, le violet de
gentiane (Faber et Dickey, 1925) et la troisieme, rarement utilisée aujourd’hui, est <la
Teinture de Castellani >»>formulée a base de carbol fuchsine (Castellani, 1928). Tous les
mélanges cités précédemment sont toxiques, ils montrent en plus d’une activité antifongique,
une action antibactérienne aussi efficace, ce ne sont donc pas de véritables antifongiques
spécifiques. Parmi les premiers composés antifongiques, certains ont été initialement
considérés comme des agents antibactériens mais, plus tard, ils ont révélé une activité contre
certaine champignons. Ces composés étaient entre autres le cycloheximide (qui inhibe
Cryptococcus neoformans) et les sulfonamides (la sulfadiazine inhibe Paracoccidio
idesbrasiliensis). Les premiers antifongiques possédant exclusivement une activité inhibitrice
contre les champignons pathogeénes humains n’ont été découverts qu’apres la seconde guerre
mondiale et leur utilisation courante en clinique date seulement de la fin des années 50. Les
premieres molécules antifongiques a usage médical sont les composés appartenant a la série

des polyenes et la griséofulvine. Elles ont toutes été découvertes grace aux techniques de
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Screening d’actinomycetes et de champignons. Les deux antifongiques pionniers introduits
pour un usage clinique, sont la nystatine et la griséofulvine. La nystatine a été commercialisée
pour des applications cliniques a la fin des années 50, la griséofulvine au début des années 60
bien qu’elle a été découverte (Oxford et al., 1939) avant la nystatine (Hanzen et Brown.,
1950). La nystatine a été le point de départ du développement de nombreux autres

antifongiques cliniques de nature polyenique.
I1-2- Principaux antifongiques naturels utilisés en médecine humaine

II-2-1-Griséofulvine

¢ HiC

Figure 4 : Griséfuline® Laboratoire SanofiWinthrop

L’emploi et la commercialisation de la griséofulvine (Fig.4) ont été d’abord comme agent
fongicide en agriculture. L’efficacité clinique du traitement orale de la griséofulvine a été
démontrée en premier, sur des infections a dermatophytes chez des animaux de laboratoire
(Genties, 1958). Cette molécule antifongique est un métabolite produit par Penicillium
griseofulvum d’ou elle tire son nom. Parmi les champignons pathogenes pour 1’homme, les
genres inhibés sont : Epidermophyton, Microsporumet Trichophyton. Elle est utilisé
également, contre la plupart des dermatophytoses cutanées en particulier les teignes du cuir
chevelu et les infections cutanés qui affectent la partie supérieure du corps. Son action
S’oriente sur I’inhibition de la mitose des champignons sensibles. La griséofulvine est

considérée comme étant un antifongique bon marché pour les pays pauvres.
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I1-2-2- Nystatine

Figure 5 : Mycostatine ® Laboratoire Bristol Myers Squibb

Découvert par Hazen et Brown en 1950, I’appellation initiale était "fungicidin" ce nom a été
changé par ses inventeurs en nystatine en I’honneur des laboratoires "New York STATe" pour
lesquels ils travaillaient. L activité antifongique a été mise en évidence a partir d’une culture
d’un actinomycete isolé de la terre de la ferme laitiere de Nourse en Virginie, aux Etats-Unis,
d’ou son nom de Streptomyces noursei. Cette bactérie filamenteuse, produisait deux
antibiotiques : La nystatine et le cyclohéximide. La nystatine a été breveté et sa licence
confiée a "E.R. Squibb et Sons" (connu maintenant sous le nom de Bristol Meyers-Squibb).
La nystatine possede quatre doubles liaisons conjuguées dans sa structure (Fig.5). Le spectre
antifongique de la nystatine in vitro est tres étendu, il englobe plusieurs levures pathogenes
comme les Candida sp, les pathogenes dimorphes qui sont infectieux sous une forme levure
et Cryptococcus neoformans (Hildick-Smith ef al., 1964). La nystatine est également active
contre la plupart des dermatophytes et a 1’égard de nombreux agents responsables des
mycoses profondes y compris Aspergillus spain si que de nombreuses moisissures. La toxicité
de la nystatine administrée par voie parentérale rend son utilisation clinique limitée
uniquement pour des usages topiques. Lnystatine agit comme tous les autres antifongiques
polyenes, en dégradant la membrane cellulaire (Kerridge et Whelan., 1984). Cette toxicité
sélective de la nystatine contre les membranes de champignons par rapport aux membranes
des mammiferes est due a une affinité de liaison avec 1’ergostérol fongique supérieure a celle

du cholestérol des mammiferes (Odds., 1995).
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I1-2-3- Amphotéricine B

Figure 6 : Fungizone ® Laboratoire Bristol-Myers-Squibb

Molécule antifongique découverte par (Gold et al,1956). Le germe producteur est un
Actinomycete 1solé du bassin d’Orinoco dénommé Streptomyces nodosus. C’est un polyene
Heptene (Fig.6) qui inhibe spécifiquement la croissance de nombreuses levures et moisissures
Et est sans action contre les bactéries. L’amphotéricine B, est un puissant antifongique qui
Inhibe la plupart des especes pathogenes. En médecine humaine, 1’amphotéricine B est le
Seule polyene antifongique qui peut étre administré par voie intraveineuse pour I’élimination
Des mycoses profondes. Toutefois, des effets secondaires indésirables sont remarqués lors de
ces traitements, mais ceux-ci peuvent €tre minimisés a I’aide de stratégies d’administration

judicieuses.
I1-2-4-Autres agents polyéenes antifongiques

Outre I’amphotéricine B et la nystatine qui est les plus connus parmi la série despolyenes,
plusieurs autres molécules naturelles de la méme classe ont été découvertes dans les années
50. II s’agit de la candicidine, la candidine, 1’étruscomycine (ou lucensomycine), la filipine, la
natamycine (pimaricine ou tennecéline) et la trichomycine (hachimycine) (Medoffet
Kobayashi., 1980). La mépartricine a été commercialisée au début des années 70 (Simonetti
et Strippoli., 1971). Tous ces agents ont été utilisés pour le traitement des mycoses humaines
et certains ont été (et sont encore) commercialis€s dans certains pays, toujours dans des
formulations destinées a un usage topique. Dans 1’espoir de trouver de nouvelles formulations
lipidiques pour administration intraveineuse, comme pour 1’amphotéricine B, 1’intérét pour

ces molécules polyeniques commence a augmenter ces dernieres années (Odds., 1995).
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I1-3-Antifongiques de synthése

Jusqu’a la fin des années 50, les seules molécules a usage médicale étaient naturelles. Les
premiers antifongiques de synthese ont été utilisés en agriculture (Odds., 1995). Bien que,
Ces dernicres années de nombreux nouveaux produits naturels a activité antifongique ont été
décrits, on estime que depuis 1960 environ, les antifongiques de synthese ont dominé et ont
Révolutionné la recherche dans ce domaine. Parmi les agents antifongiques de synthese les

Plus utilisés, on cite les suivants :
II-3-1-Le chlormidazole

C’est le premier antifongique de syntheése qui a été utilis€é en médecine humaine. C’est un
dérivé du benzimidazole, et a été utilisé pour le traitement topique des dermatophytoses
Cutanés. Le composé n’a pas eu un grand succes commercial, mais a ouvert une voie de

Recherche dans le domaine des molécules antifongiques de synthese.

II-3-2-Le tolnaftate

Figure 7 : Sporiline® Laboratoire Schering-Plough

Ce composé thiocarbamate (Fig.7) découvert en 1962 est un antifongique topique actif contre
les dermatophytes et il est vendu également sous forme de poudre pour le traitement du
tineapedis. C’est un inhibiteur de I’enzyme squaléneépoxydase dans la voie de biosynthese
des stérols (Ryderet al., 1986). Le tolciclate, un thiocarbamate plus récent, possede des

propriétés tres similaires.
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I1-3-3-La flucytosine
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Figure 8 : Ancotil ® Laboratoire Roche

Le 5-fluorocytosine (Fig.8) est la premiere molécule qui offrait la possibilité réelle de Traiter
par voie orale les infections fongiques profondes. C’est un inhibiteur de la synthese de
L’ARN de certains champignons. Apres pénétration dans le cytoplasme fongique sous
L’action d’une cytosine perméase, le 5-fluorocytosine se transforme en 5-fluorouracile qui se
Substitue a 'uracile dans la synthese des ARN. Cette situation conduit au blocage de la
Synthese protéique (Scholer, 1980 ; Polak, 1990). La spécificité d’action sur les cellules
Fongiques, est due a la spécificité de la cytosine perméase qui n’existe pas chez les
Mammiferes. Son spectre d’action in vitro, se limite aux Candida sp ; Cryptococcusneo
formans; certaines moisissures dématiacées et certains isolats d’Aspergillus sp. A cause des
multiples cas de résistance a cette molécule, la flucytosine est employée avec succes en
association avec d’autres antifongiques polyeniques comme I’amphotéricine B ou azolés ou
encore avec une échinocandine, dans le traitement combiné de nombreuses mycoses

systémiques.
I1-3-4-Les imidazoles

Le benzimidazole, le chlormidazole, les arylimidazoles et d’autres font partie des composés
imidazoles présentant une activité antifongique importante in vitro. Les premiers
antifongiques imidazoles appartenant a la série des azolés ont été décrits par Janssen
Pharmaceutica en Belgique, il s’agit du miconazole (Fig. 9a) et 1’éconazole (Fig.10)
(Godefroi et al., 1969). Le clotrimazole (Fig.11) a été décrit par Bayer AG en Allemagne
(Marget et Adam., 1969). Ces premieres molécules ont été évaluées dans de nombreux essais
cliniques et ont prouvés leur efficacité dans le traitement topique des infections superficielles
a Candida et des dermatophytoses. Leur spectre antifongique s’étale contre plusieurs

pathogenes fongiques systémiques et contre de nombreux autres agents des mycoses
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superficielles. Le mode d’action de ces molécules a été élucidé par en 1978 par Van
denbossche ef al. 11 a démontré que le miconazole inhibait la déméthylation du lanostérol en
ergostérol conduisant ainsi a I’arrét de la synthese des stérols fongiques. Le succes des
antifongiques azolés a été a ’origine d’une panoplie de découvertes de nouveaux composés
du méme type. Le fluconazole (Fig. 9b) et I’itraconazole (Fig.9 c¢) représentent les plus
importants antifongiques triazolés. D’autres azolés comme, le voriconazole (Figl2), produit
par Pfizer et le SCH 56592 de Schering-Plough seraient tous deux actifs vis-a-vis des Candida
résistantes au fluconazole ; ces deux produits possedent une activité nettement améliorée vis-

a-vis d’autres affections fongiques telles que 1’aspergillose et I’histoplasmose.
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Figure 9: (a) Daktarin®, (b) Triflucan® Laboratoire Pfizer,(c) Sporanox® Laboratoire

Janssen Cilag
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Figure 10 : Econazole(Pevaryl®) laboratoire Janssen-Cilag

i

Figure 11 : Clotrimazole (Trimysten®), laboratoire Roger Bellon

Figure 12: Voriconazole (Vfend ®),
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I1-3-5-Les antifongiques allylamines

Ce nouveau groupe d’antifongiques, développés en 1977 au Sandoz Research Institute a
Vienne, est caractérisé€ par sa structure chimique comportant une fonction allylamine tertiaire.
Les composés de cette classe d’antifongiques inhibent 1’enzyme squaleéneépoxydase fongique
qui intervient dans la voie de la biosynthese des stérols. Parmi ces antifongiques on retrouve

les suivants :

e Naftifine : Découvert en 1974, il est le premier composé allylamine (Fig.13)

développé en clinique. La naftifine est utilisée contre les infections a dermatophytes.

i
I S,

Figure 13: Naftifine

e Terbinafine : La terbinafine (Fig. 14), succede a la naftifine, elle est active par
voieorale et topique tres utilisée dans le traitement des infections a dermatophytes,
I’onychomycose comprise. Le spectre antifongique de la terbinafine in vitro st tres
large : i1l comprend non seulement les dermatophytes, mais aussi Candida sp et de
nombreuses moisissures (Mieth, 1993). Cependant in vivo, le composé est presque
completement inactif par voie orale et est aussi nettement moins performant contre les
infections superficielles a Candida. Ce grand écart entre les activités in vitro et in vivo

est un point, encore, non élucidé.
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Figure 14 : Lamisil® Laboratoire Novartis Pharma
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e Amorolfine : C’est le seul composé de la classe des phénylmorpholines utilisé en
Médecine humaine, le reste des représentants de cette série sont employés en
agriculture. L’amorolfine (Fig. 15) inhibe deux enzymes dans la voie de biosynthese
des stérols fongiques (Hartman et polak., 1993). Elle agit sur la plupart des
champignons responsables desmycoses superficielles, y compris Candida sp et la
dermatophytes et elle entre dans la composition de diverses préparations pour le

traitement de 1’onychomycose, des mycoses cutanées et des infections vaginales a

Candida.
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Figure 15 : Locéryl® Laboratoire Roche
I1-3-6-Les antifongique non classés

D’autres antifongiques de syntheése, moins populaires que les molécules Précédemment
décrites, sont utilisés en clinique ; les plus rencontrés sont la chlordantoine, 1’haloprogine, la

ciclopiroxolamine et le nifuratel.
II-4-Nouveaux antifongiques d’origine naturelle

Une quantité infime d’antifongiques naturels ont ét€ découverts et mis sur le marché clinique
ces dernieres années. Ces molécules sont produites par fermentation essentiellement par des
actinomycetes et des champignons. Ils offrent au marché des antifongiques des composés

nouveaux capables de faire face aux phénomenes de résistance constamment en progression.
I1-4-1-Echinochandines

Ces molécules sont des lipopeptides cycliques produits par divers isolats d’Aspergillus (Benz
et al., 1974). Les pneumocandines sont des molécules similaires produites par un autre
champignon le Zalerionarboricola (Schwartz et al.,1989). Contrairement aux antifongique

sazolés, qui bloquent simplement la croissance des cultures fongiques, les échinocandines

e
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tuent les champignons en interrompant la syntheése des glycanes, qui est un important
constituant de leur paroi cellulaire. Cet €lément de la paroi cellulaire ne se trouve pas dans les
cellules de mammiferes, ce qui fait que le médicament est moins toxique que 1’amphotéricine
B. Dans le but d’élargir leur spectre d’action contre plusieurs moisissures pathogenes, ces
deux molécules ont été optimalisées par les laboratoires de recherche Merck au New Jersey en
produisant le L-724,872 et les laboratoires Lilly en Inde qui ont mis au point le LY303366.
L’amélioration de la solubilité dans 1’eau et leur biodisponibilité orale ont été également

améliorées.
11-4-2-Nikkomycines

Ces composés sont les produits de la fermentation de Streptomyces tendae (Fiedler et al.,
1993). Ces antifongiques sont actifs sur certaines espéces du genre Candida et sur les

pathogenes dimorphiques (Coccidiodesimmitiset Blastomycesdermatidis).
I1-4-3-Pradimicines

Les laboratoires Bristol-Myers disposent d’antifongiques nouveaux, les pradimicines. Ce sont
des dérivés de 1’antibiotique pradimicine A, produits par Actinomadurahibisca (OKi., 1992).
Ces agents antifongiques sont actifs principalement contre les champignons qui contiennent
une grande quantité de mannanes dans leur paroi cellulaire, comme chez les levures.

Malheureusement, ces produits ne semblent pas étre absorbés par voie orale.

Certaines augmentations des enzymes hépatiques peuvent-étre liées au médicament

administré par voie intraveineuse ont été observées chez I’homme.
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IIL.1. Objectif

L'objectif principal de notre travail consiste a [D’isolement sélectif  des souches
d'actinomycetes productrices des substances bioactives a partir de plusieurs échantillons
provenant des sols de la zone aride de la Wilaya d'Al Naama sur le milieu GYM (Annexe). La

réalisation de cet objectif nécessite :

e isolement et confirmation de 1’appartenance des souches au groupe des
actinomycetes ;

e mise en évidence de I’activité antifongique chez les isolats obtenus ;

e sélection des isolats les plus performantes et production des métabolites bioactifs par
fermentation sur milieu solide AF.

e Extraction et caractérisation préléminaire de la molécule bioactive.

Ce travail a été réalisé aux laboratoires pédagogiques de 1’université Dr. MOULAYTAHAR Saida,

Faculté des sciences Département de biologie, pendant la période allant defévrier a mai 2019.

-28 -



Matériel et méthodes Partie expérimentale

I11.2 Isolement des actinomyceétes
I11.2.1 Prélevement des échantillons

Les échantillons de sols sont prélevés dans la zone aride dans les régions wadehlib et kesdir
de Mecheria (la wilaya de Naama) selon la technique de Pochon et Tardieux (1962).A 1'aide
d'une grande spatule stérile, les cinq premiers centimetres de la couche superficielle du sol
sont écartés, on préleve alors avec une petite spatule stérile dans la couche sous-jacente (entre
5 et 15 centimetres de profondeur) 100 a 150 grammes de terre qui sont déposés sur un
dispositif tubulaire stérile. Les gros débris sont écartés (pierres, racines, etc.) et environ 50
grammes sont placés dans un flacon stérile et transportés le plus rapidement possible au

laboratoire.
I11.2.2. Mesure du pH des échantillons

Cette mesure est réalisée des 1’arrivée des échantillons au laboratoire. La technique
consiste a déterminer la valeur du pH d’une suspension de sol en eau distillée (5g de sol pour

12,5 ml d’eau distillée) (Pochon et Tradieux., 1962).
II1.2. 3.Traitement

Un gramme de chaque sol séché a 1’air est mélangé avec 0,1 g de CaCO3 et incubé a

28°C pendant 7 jours dans une atmosphere saturée d’humidité (Cavala et Eberlin., 1994).
I11.2.4 Dilutions

S5g de chaque sol séché et traité est dilué dans 45 ml de TSE (Tryptone, Sel, Eau).Cette
suspension mere constitue la dilution 10"'subi une agitation pendant 10 minutes.Une série de

dilutions décimales allant 2 10 ~ est effectuée pour chaque échantillon
I11.3 Isolement des actinomycetes

L'isolement d'actinomycetes dans cette étude a été réalisé sur milieu GYM (Glucose-Extrait
de levure-Malt) (voir composition en annexe).Cent microlitre des dilutions 107 et 10™ sont

ensemencés en surface sur le milieu d'isolement (2 boites pour chaque dilution).

Les boites de Pétri sont incubées a 28°C pendant 7 jours. Une atmosphere saturée en
humidité est créé en utilisant un bécher remplit de I’eau dans 1’étuve. Des observations

régulieres sont effectuées chaque semaine.

e
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I1I .4 vérification de la pureté des souches

Dans un premier temps, les colonies d’actinomycetes sont repérées d’apres leur
aspectmacroscopique caractéristique (colonies dures incrustées dans la gélose). Puis par leur
aspectmicroscopique (colonies circulaires constituées d’hyphes), par observation directe

sousmicroscope optique (Gx 10).
I1I .4.1 Macromorphologie et caracteres culturaux

Ces caracteres sont détermines sur le milieu GYM. Le milieu est stériliséet répartis en boites
de Pétri qui sont incubées a 28° C avant leur utilisation Apres 7 jours d'incubation,
I'importance de la croissance de chaque souche, le développement etlapigmentation du
mycélium aérien et de substrat (dos de la colonie) sont déterminés.S’il y a production de
pigments diffusibles de couleurs différentes, autre que la couleurbrun-noir caractéristique des

pigments mélanoides, la couleur est notée (Shirling et Gottlieb.,1966).
I1I .4.2 Micromorphologie
a). Observation au faible grossissement

Une colonie entiere est placée sur une lame stérile et apres élimination du maximumd’Agar,
elle est 1égerement écrasée avec une lamelle et observée sous microscope optique(Gx40)

(Suzuki., 2001).
b). Observation au fort grossissement

Est une observation au microscope optique (Gx100), apres coloration de Gram. La
colorationde Gram est une double coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés
de la paroibactérienne et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier. Son
avantage est dedonner une information rapide sur les bactéries présentes dans un produit ou

un milieu tant sur letype que sur la forme.
La procédure de cette coloration

- Préparer et fixer sur une lame un frottis bactérien a la flamme d'un bec bunsen
Coloration par violet de gentiane ou cristal violet .Laissez agir de 30 secondes a 1min.

- Rincez a l'eau distillée ;

- Mordancage au lugol (solution d'iode iode-iodurée) pendant 1 min. puis rincage al'eau

distillé.
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- Décoloration par l'alcool pendant 30 s, rincé a l'eau ;

- Recoloration a la fuschine pendant 1 min, ringage a 1'eau puis séchage ;

- Observation avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (Gx100)
Le mécanisme de cette coloration est connu. Le violet de gentiane se fixe sur des composants
cytoplasmiques et apreés ce temps de coloration, toutes les bactéries sontviolettes. Chez les
bactéries a Gram -, la paroi, riche en lipides, laisse passer 1'alcool qui décolore le cytoplasme
alors que, chez les bactéries a Gram +, la paroi constitue une barriereimperméable a I’alcool et

le cytoplasme demeure coloré en violet (Camille., 2007).
I11 .5 Conservation des souches d’actinomycetes

Les colonies d’actinomycetes sur le milieu GYM, pures, numérotées, sontconservées selon

déférentes méthodes :

e Conservation en gélose inclinée a 4 °C apres incubation de 21jours a 28°C un
repiquage esteffectué tous les deux mois (Hilali et al .,2002).

e A la congélation a —20 °C apres culture liquide et en présence du glycérol (20 %,
v/v)utilisé comme cryo-protécteur pour une durée plus longue.

e Les tubes contenant des cultures en gélose inclinée sur milieu GYM sont remplis de
L’huilede paraffine, cette technique permet une bonne conservation, aussi longue que
celle de la congélation(Boudemagh., 2007).

IIT1 .6. Recherche de l'activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des souches d’actinomycetes isolés est recherchée contre
desbactéries testes qui ont été ramenées gracieusement par Mr Hala .N de (laboratoire
antibiotiqueantifongique : physico-chimie synthese et activité biologique département de
biologie faculté descience de la terre et de la vie des sciences de la terre et de 1’univers
université de Tlemcen).Elles sont constituées de bactérie a Gram positifs (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilisATCC10876). Et aussi des bactéries aGram négatifs
Escherichia coli ATCC 25922). (Tableau N° 04).
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( Tableau 04) : Caractéristiques des souches testées

Souches Caractéristiques des souches Maladies causées
Staphylococcus Cocci, Gram +, groupe en amas | Dues a l'ingestion d'entérotoxine
aureus (forme grappe de raisin ), aéro- | préformées dans l'aliment :

(ATTC 25923) anaérobie facultatifs, sporulé, non | Abces,vomissements, diarrhées,

Figure 17 capsule , immobile, catalase +, | hypotension, déshydratation et
oxydaxe - (Camille , 2007) . absence de fievre (Camille , 2007) .

Escherichia coli Bacille, Gram -, mobile, aéro- | - Gastro-entérite, diarrhée,

(ATTC 25922)
Figure 16

anaérobie facultatifs, parfois capsulé,
capable de fermenter le lactose et
produire de l'indole (Jacques, 2001).

- Infections urinaires,
- Meéningites ,septicémie(Jacques,
2001).

Bacillus sibtilis
Figure 18

Cocci ou batonnet , Gram +, sporulé
, catalase +, mobile, aérobie stricte
ubiquitaire, produisant des acides a
partir des glucides
(Camille , 2007) .

avec nitrates

- Méningites, otite, ,
- Infection urinaires, bactériémie,
- Pneumonie, endocardite,

panophtalmie (Camille , 2007) .

Figure 16 : Escherichia coli vue au microscope électronique et coloréartificiellement

(Camille., 2007).

Figure 17: Staphylococcus aureus vue au microscope €lectronique et coloré
artificiellement(Camille, 2007).
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Figure 18: Bacillus subtilisvue au microscope électronique et coloréeartificiellement

(Camille., 2007).
II1.6.1Revivification des bactéries testent

Chaque bactéries teste est revivifiée dans 9ml de bouillon nutritif puis incubée a 37°C pendant
18 a 24 heures. La turbidité du bouillon nutritif indique le développement de souches
cultivées.A partir des cultures préparées précédemment, les souches sont repiquées. Pour
chaquesouche, une ansée de cette culture est ensemencée en stries sur une boite de Pétri
contenant dumilieu gélose nutritif solide. Les cultures sont incubées dans une étuve a 37°C
pendant 18 a 24heures afin d’obtenir des colonies jeunes et isolées (Andriambololona.,

2010).
II1 .6.2Préparation des inocula des bactéries-tests

A vpartir d'une culture de 18h sur gélose nutritif (GN) une suspension de chaque
bactériestestesen eau physiologie (0.9 % NaCl) est préparée.La densité cellulaire de chaque
suspension par dilution dans 1'eau physiologique stérile eten comparaison avec la solution 0,5
McFarland (une densité optique égale a 650nm) de facon aobtenir une concentration finale de

106 UFC/ ml apres incorporation dans le milieu MuellerHinton (Cavalla et Eberlin, 1994).
1T .6.3 Méthodes des cylindres d'agar

Les souches d’actinomycetes sont ensemencées en stries serrées a la surface de milieu GYM.
Apres 07 jours incubation a 28°C, des cylindres d’agar de 6 mm de diametre sont prélevés,
déposés a la surface du milieu Mueller Hinton (Annexe) préalablement ensemencé par
écouvillonnage avec les bactéries tests. Les boites de Pétri portant les cylindres d’ Agar sont

placées a 4 °C pendant 4 heures pour permettre un pré diffusion des substances

e
-33-




Matériel et méthodes Partie expérimentale

bioactivesélaborées par les souches contrdles, puis incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

Les diametres sont alors mesurés (Petrosyan et al .,2003).

I11.7 Mise en évidence de I’activité antifongique des souches d’actinomycetes
L’activité antifongique des souches est évaluée par la méthode des cylindres d’agar.
I11.7.1 Purification et confirmation de I’identité des souches cibles

I11.7.1.1 Microorganismes cibles

Dans le but d’effectuer un criblage préliminaire, les isolats conservés ont été repris et testés
pour leurs activités antifongiques vis-a-vis des microorganismes cibles obtenus gracieusement

du laboratoire de recherche de 1’université de Tlemcen.

Tableau 05: les souches fongiques cibles.

Nom de la souche La famille
Phytophthora infestans Peronosporaceae
Aspergillus niger Trichocomaceae
Endosporium spp Coprinaceae

1I1.7.1.2 Purification des souches cibles

Afin de vérifier la pureté des souches fongiques cibles (Aspergillus niger, Phytophthora
infestans , Endosporium) sont repiquées sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA) (voir
est réalisé par dépdt d’un fragment de gélose contenant 1’inoculum sur les boites qui sont

ensuite incubées a 25°C pendant 5 jours.
I11.8 Confirmation de I’identité des souches fongiques

L’identification des microorganismes cibles fait appel aux caracteres culturaux (la vitesse de
croissance, la texture, la couleur de thalle et la couleur du revers de la culture) et
morphologiques (I’étude du mycélium et la nature des organes différenciés) Une observation

microscopique est ensuite réalisée en utilisant la méthode de scotch (Botton et al., 1990).
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I11.8.1 Préparation des suspensions fongiques

des suspensions fongiques des souches cibles (Aspergillus niger, Phytophthora
infestans ,Endosporium) sont préparées en grattant la surface de la culture a 1’aide d’une
spatule stérile afin de récupérer les spores et les mélanger par vortex a 10 ml d’eau

physiologique stérile.

II1.8.2 Technique des cylindres d’agar

N N

Cette méthode consiste a ensemencer les souches a tester sur milieu GYM en stries tres
serrées, puis a les incuber pendant 7 jours a 28°C. Au bout de I’incubation, des cylindres de
gélose de 6mm de diametre contenant des colonies d’actinomycetes sont découpées
stérilement a partir de ce milieu a 1’aide d’un emporte piece, et déposés a la surface du milieu
a D’extrait de PDA préalablement ensemencé par les suspensions fongiques des germes cibles
a I’aide d’écouvillons stériles afin d’obtenir un tapis. Les boites ensemencées sont maintenues
a 4°C pendant 2 a 4 heures avant d’étre incubées pour permettre la diffusion des substances
actives tout en empéchant momentanément la croissance des microorganismes cibles. Les

zones d’inhibition sont mesurées apres 48h d’incubation a 25°C (Bastide et al., 1986).
II1.9 Production et extraction de métabolites secondaires
II1.9.1 Fermentation sur milieu solide

Les souches Klet W1, retenus parmi les 15 souches d’actinomycetes testées apres avoir
donné des activités antibactérienne et antifongiques importants avec la méthode de cylindre
d’agar ,sont ensemencées chacune sur 40 en stries serrées sur milieu AF stérile, a I’aide d’une

anse de platine puis incubé a 28°C pendant 14 a 21 jours.
I11.9.2 Extraction des métabolites
I11.9.2.1 Extraction des métabolites de fermentation sur milieu solide

Les deux isolats retenus dans cette étude (Klet W1) sont ensemencés en stries serrées sur
milieu AF. Apres incubation a 28°C pendant 14jours, la gélose est fragmentée puis reparti
dans des flacons stériles contenant 25 ml de méthanol a raison de chaque boite. Les flacons

sont ensuite laissés a température ambiante pendant 2 heures avec agitation vigoureuse.
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Les extraits sont filtrés en utilisant le papier Wattman N°1 afin d’éliminer les cellules
vivantes. Les filtrats sont entrainés dans une centrifugation a 11000 g pendant 10 mn

(Boughachiche., 2012).
II1.10Tests de P’activité antifongique des extraits

Cette méthode repose sur I’effet de 1’incorpotation de differentes doses de I’extrait dans le
milieu de culture sur la croissance des souches fongique cibles, dans le but de révéler
I’existence de 1’effet antifongique des extraits obtenus a partir des souches actinomycetes

sélectionnées sur les moisissures étudiées avec des concentrations différentes.
I11.10.1 Préparation des souches fongiques cibles
Les souches utilisées pour testé 1’effet antifongique sont :

o Aspergillus niger
e  Phytophtora infestant

e Endosporuim

Afin de pouvoir déterminer la pureté des souches fongiques, celles-ci sont repiquées sur
milieu PDA acidifié asceptiquement par Iml de I’acide lactique dilué a 25% afin d’inhiber
toute croissance bactérienne. Le repicage se fait par le transfert d’un fragment de gélose

prélevé de la souche mére, et déposé au centre de la boite.
Les boites sont incubé a 28°C pendant 3 jours.
I11.10.2 Identification macroscopique et microscopique des souches cible

Cette étape se fait par 1’observation des caractéres culturaux, ainsi que par observation
microscopique par la méthode de scotch (Botton et al., 1990) a differents grossissements

(X10), (X40) et (X100) aprés I’incubation de 3 jours.
I1.10.3 La technique du contact direct

Les extrait des souches actives sont testés pour leur activité antifongique par la technique de

contacte directe selon (Laghchimi et al.,2014)

Cette méthode repose sur 1’étude de 1’effet de I’incorporation des différentes concentrations

de I’extrait méthanolique des souches d’actinomycetes Klet W1 dans le milieu de culture sur
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la croissance des souches fongiques(Aspergillus niger,Phytophtora
infestant,Endosporuim)Une série des dilutions(de 0.5 a 8 mg/ml)est préparée en suspension
avec le milieu de culture, a partir de la solution mere par addition des volumes variables de

I’extrait méthanolique des souches d’actinomycetes.

Dans des flacons contenant chacun 250ml de milieu de culture PDA stérilisés a 1’autoclave
(20 minutes a 120 °C) et maintenus en surfusion a 45, on ajoute aseptiquement Iml de

I’ Acide lactique diluer a 25% pour but d’inhiber les souches bactérienne.

Dans des tubes a essais on verse 20 ml du milieu PDA préparé préalablement, on ajoute

I’extrait avec différent volume de tel fagon a obtenir les dilutions (0,5, 1, 2, 4 et 8mg/ml).

Puis on les agite convenablement a ’aide du vortex avant de les répartir dans des boites de
pétri de 90 mm de diametre a raison de 20 ml de mélange par boite. Apres solidification, les
boites préparées sont ensemencées au centre de la surface du milieu gélosé avec un disque de
mycélium (6 mm de diametre) prélevé de maniere stérile a I’aide d’une aiguille a partir du
périphérique de cultures dgées de 7 jours. Les boites sont ensuite incubées a 1’obscurité a une
température de 28 °C pendant 5 jours. La croissance mycélienne est suivie en mesurant la
moyenne de deux diametres perpendiculaires passant par le centre de chaque boite. La
fongitoxicité, exprimée en pourcentage d'inhibition de la croissance de mycélium (I1%), est

calculé selon la formule de Pandey et al. (2000).

Dt — Di
x 100

1(%) =

III.11Détermination de la concentration minimale inhibitrice sur microplaque

Des microplaques a fond en U (plaque a microtitration) sont utilisables pour la détermination
des concentrations minimales inhibitrices (CMI). Une plaque a 96 puits permet la

détermination des CMI de 3 souches fongiques vis-a-vis les extraits obtenus.
III.11.1Préparation de I’inoculum fongique

Afin de préparer la suspension fongique, cinq colonie sont prélevées a partir d’une culture
pure de la souche cible dans 5 ml de bouillon sabouraud. La suspension doit étre

homogénéisée par Vortex avant I’ensemencement de la microplaque.

I11.11.2 Préparation de la microplaque
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Afin de déterminer la CMI, chaque microplaque va servir a tester un extrait donné sur les trois
souches de champignon pathogenes citées plus haut, pour cela 100 ul de (BSC) sont
distribués horizontalement dans chaque puits sur les rangées de la microplaque a partir de la

colonne 2 jusqu’a la colonne 11.

La colonne 1 recevra 200 ul d’extrait dans chaque puits qui seront dilués horizontalement et
successivement a demi, c’est-a-dire que, 100 ul seront prélevés des puits de la colonne 1, mis
dans le puits de la colonne 2 qui vont se mélanger aux 100ul de BSC déja existants dans le
puits, du méme puits 100ul du mélange (extrait + BSC) seront prélevés mis dans le puits
suivants de la colonne 3 et ainsi de suite, jusqu’au dernier puits qui sera celui de la colonne

10, les 100 ul en surplus seront éliminés.

Les puits de la colonne 11 et 12 serviront respectivement de : témoin + (200ul de BSC +
inoculum fongique) afin de mettre en évidence la croissance fongique et de témoin — (200ul

BSC de seul) comme controle de contamination de la microplaque.
I11.11.3 Inoculation de la microplaque

Une fois la microplaque préte, 1’ensemencement par la souche cible ce fera horizontalement
par le dépot de 50 pl de la suspension fongique dans chaque puits a partir du puits de la
colonne 1 jusqu’au puits de la colonne 11. Ce protocole se répetera pour les 3 souches

fongique test.

Une fois I’inoculation effective et le couvercle scellé en asepsie la microplaque sera incubée

dans une étuve a 25°C pendant 17 a 24 heures.

La lecture des résultats se fera apres incubation par la détermination de la plus faible
concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance, elle sera donc considérée

comme la plus faible concentration inhibitrice (CMI)
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II1.12 Caractérisation de la molécule bioactive
I11.12.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)
Principe

La CCM repose principalement sur des phénomenes d’absorption, la phase mobile est
unsolvant ou un mélange de solvants, qui progressent le long d’une phase stationnaire fixée
sur une plaque de verre ou sur une feuille en plastique ou en aluminium. Chaque composant
del’échantillon se déplace a sa propre vitesse derricre le front du solvant. Chaque tache
détectée ou révélée est caractérisée par sa référence frontale donnée par la relation suivante

(Randerath .,1971 ; Vernin., 1970). (Andriambololona., 2010).

Rf = Rf: Référence frontale.

<>

X : Distance parcourue par le produit
Y: Distance parcourue par le solvant
Mode opératoire
Dix microlitres de chaque extrait méthanolique des souches actinomycétales,

K1 et Wlsont déposés a 1’aide d’une micro seringue sur des plaques de CCM en plastique (20
x 20 cm) préalablement étalées par une couche mince de gel de silice GF254 (Merck). Ces
plaques sont ensuite maintenues verticaux dans des cuves de CCM contenant les systeémes de

solvants suivants :

- Toluéne-acétone (6 :4)

- Toluene- acide acétique (8 :2)

- N-butanol-acide acétique eau (3:1:1)

- Acétate d’éthyle- méthanol (6 :4)

- Toluene- méthanol (5 :5) (Boughachiche, 2012).

- Déchlorométhane —méthanol (8,2) (Andriambololona, 2010).

La chromatographie est arrétée lorsque le front du solvant a parcouru une distance a partir
dupoint de dép6t. Apres élimination du solvant, les chromatogrammes sont observes sous
lumiere UV (A = 254 et 365 nm) (Boughachiche, 2012).
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Préparation de la plaque

Une ligne de dépdt des extraits est tracée a environ lcm du bord inférieur de la plaque. Puis
les échantillons en solution sont déposés sous forme de trait sur la ligne de dépdt a 1’aide d’un
capillaire. Ils sont espacés de 1cm. Les dépots sont séchés immédiatement puis vérifiés sous

UV pour s’assurer que la quantité déposée est bien suffisante (Figure N°19).
Saturation de la cuve

Le systeme de solvants est versé dans la cuve 15 minutes avant I’élution. Ceci a pour effet de

saturer I’atmosphere de la cuve.
Développement du chromatogramme

La plaque est placée en position presque verticale dans la cuve contenant le solvant de
chromatographie, puis la cuve est fermée et le solvant migre par capillarité vers le haut le long
de la plaque. Lorsque le front de solvant se trouve a environ lcm de ’extrémité supérieure de

la plaque, cette derniere est retirée de la cuve et séchée a 1’aide d’un séchoir.
Révélation

La plaque est d’abord observée sous lumiere UV aux longueurs d’onde 254nm et 365nm. Les

produits qui absorbent les UV apparaissent sous forme de taches sombres.

Tableau 06: Représente la Préparation des révélateurs chimiques de la chromatographiesur

couche mince

Révélateur . . Mf)le.c ules Conditions de P
. . Mode préparatoire chimiques PP Références
chimique PP révélation
révélées
3 % vanilline, 1,5 % o
Vanilline | acidesulfurique, éthanol a Les éthers 10 °Cp n dant Geshvaer
95 % 3-5 min al.,2004
,E xemple Préparation Molécules portant
d’une solution de 0,3%de L. o .
Rl ninhydrine des résidus 80°C pendant Lietal .,
0.3% ninhvdrine '1 00 ml amines (primaires 3-5min 2006
’ n_bi tanol’ et secondaire)
Une cuve en verre Juste a Parsons et
Cristaux HermétiquePréalablement Les livides I’apparition des a :f ns ¢
d’iode saturée parlesvapeurs des p taches pz; 9278’
cristauxd’iodes jaunesmarron
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Figure 19: Schéma du développement des fractions sur la plaque de CCM.

I11.12.2Bioautographie des molécules bioactives

L’activité de chaque spot obtenu apres migration est appréciée par un test antibactérien des
portions de plaque de CCM. Le mode opératoire est le méme que celui de la technique de
diffusion sur gélose mais au lieu d’employer des disques de 6mm imprégnés de 1’extrait, on
utilise directement les portions de plaque de CCM (Andriambololona., 2010).

Les chromatogrammes sont alors déposés délicatement a la surface de la gélose Mueller
Hinton préalablement ensemencé avec les bactéries —testes. Apres pré-diffusion 2 heures a
4°C, et les boite sont incubées a 37°C pendant 24heures. Les zones d’inhibitions ont été
notées apres 24 heures d’incubation (Kitouni., 2007).
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Résultat et interprétation

IV.Isolement des souches d’actinomycetes :

IV.1. Caractéristiques des échantillons :

Les caractéristiques et PH des échantillons des sols prélevés sont récapitulés dans le tableau
07. L’ensemble des échantillons examinés appartiennent aux zones arides. Ils se caractérisent
par des pH presque neutre ou légerement alcalin.

Tableau 07 : Description des échantillons.

Echantillon Site de prélevement Description pH
E1 Wadehelib Sol sableux, Marron Foncé 8.20
E2 El kessdir Sol sableux, Marron claire 7.10

IV.2. Isolement des Actinomycetes

A partir de 2 échantillons de sol collectés sur les 2 différents sites dans la wilaya d’El
Naama, 15 souches d’ Actinomycetes sont isolées. Les nombres de souches isolées sur le
milieu GYM sont regroupés dans le tableau 08.

Tableau N 08 : résultats de I’isolement souche d’actinomycetes

Dilution E1l E2 Total

107 8 5 13
104 2 0 2
Total 10 5 15

IV.3. caractéristiques macroscopiques des isolats

La figure 20 représente 1’aspect macroscopique de quelques souches des actinomycetes
isolées sur milieu de culture GYM. Les photos prisent sur les boites montrent la forme
caractéristique des colonies d’actinomycetes. Ces dernieres ont un aspect différent aux autres
bactéries (colonies poudreuses, contour irrégulier, attachées au milieu...). Les colonies
présentes sur le milieu ont un aspect similaire aux champignons sauf que la différence

majeure est la taille de colonies par rapport a la durée d’incubation qui est tres longue chez les

(Shirling et Gottlieb.,1966).
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Figure 20 : aspect macroscopiques des isola
IV. 4. Résultat de ’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des souches actinomycétales isolées et purifiées a été mise en

évidence par la technique des cylindres d’agar. Les résultats obtenus sont regroupés dans le
tableau 05. Les valeurs mentionnées dans le tableau représentent les diametres des zones
d’inhibition mesurées autours du cylindre d’agar posé sur le milieu contenant la souche
indicatrice ensemencée en surface. L’effet inhibiteur est obtenu par la diffusion de la
substance bioactive en milieu gélosé.

Tableau N 09 : Résultat de I’activité antibactérienne des souches d’actinomycetes contre les

micro-organismes cibles déterminée par la méthode des cylindres d’agar.

Activité antibactérienne (mm)

Code S. aureus B.subtilis
W1 0 10
W2 0 14
W3 0 0
w4 11 0
K1 7 10
K2 0 0
K3 0 11
K4 10 0
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Figure 21 : diagramme présente la zone inhibitrice des souches actinomycetes contre les
souches pathogenes tests

Sur un total de 20 isolats purifiées et testés contre 3 bactéries indicatrices, 8 seulement ont
montrés une activité inhibitrice contre au moins une souche teste. Les 8 souches
d’actinomycetes sont inhibées E. coli. La bactérie Bacillus subtilisa été inhibée par 4
souchesW1, W2, K1, K3. Staphylococcus aureus a  été inhibées par 3 souches
actinomycétales W4, K1, K4. La zone d’inhibition la plus grande (23mm) a été donnée par la

souche W3 contreE.Coli.

IV.4.1. inhibition de Staphylococcus aureus par les isolats actinomycétals

Les résultats de I’activité antibactérienne de nos actinomycetes vis-a-vis de la souche
Staphylococcus aureus sont représentés dans la figure.
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Figure 22 : inhibition de Staphylococcus aureus par les isolats des actinomycetes

La figure 22 montre que S aureus a été inhibée par 3 souches parmi les 8 actives. La
souche W4 a donné la zone d’inhibition la plus importante avec un diametre de 11mm. Les
isolats Klet K4 ont exercées une activité moins importante. Les diametres des zones
d’inhibition appliquées par les souches K1 et K4 sont de 1’ordre de 7et 10 mm
respectivement.

Figure 23 : I’activité antimicrobienne des actinomycetes contreS. aureus
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IV.4.2. inhibition d’E.coli par les isolats actinomycétals

Les résultats de 1’activité antibactérienne des actinomycetes isolés contre la souche E.Coli
sont représentés dans la figure suivante (figure24).

E. coli
€
E
g
)
“Q
£ WE. coli
o
=)
w1 w2 w3 W4 K1 K2 K3 K4
les actinomycetes

Figure 24 : activité inhibitrice de nos actinomycetes contre E.Coli

Figure 25 : ’activité antimicrobienne des actinomycetes vis-a-vis E.Coli
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D’apres 1’histogramme on remarque que les 8 souches testées, ont présentées une
activité inhibitrice contre E.Coli. Le pouvoir inhibiteur le plus important est noté chez la
souche W3 avec un diametre de 23mm. Les souches W1 et K1 sont données une zone
d’inhibition de 13 mm de diametre. L’activité la plus faible, qui se traduit par un diametre de
7 mm, a été marquée par la souche K4. Les autres actinomycetes ont donnés des zones
d’inhibition de diametre compris entre 9 et 12.

IV.4.3. inhibition de Bacillus subtilis par les isolats actinomycétals

La figure 26 représente les résultats de 1’activité inhibitrice de nos souches d’actinomycetes
contre Bacillus subtilis

B. subtilis

15 -
E
£ 10 1|
2
§= 5 - [ B.subtilis
o
a

0 4 rF 4 A A

w1 W2 w3 W4 K1 K2 K3 K4
les actinomycetes

Figure 26 : activité inhibitrice de nos actinomycetes contre B.subtilis

On observe que les isolats W3, W4, k2 et k4 ne présentent aucune activité contre B.subtilis
alors que les 4 autres souches ont toutes données un effet inhibiteur remarquable (figure 26)
La zone d’inhibition la plus grande a été marquée par deux souches (W2 et K3). Les 2 autres

souches ont données des zones de diametres de 10mm.
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Figure 27 : ’activité antimicrobienne des actinomycetes vis-a-visB.subtilis
IV.5. Identification des souches d’actinomyceétes actives

Apres les tests d’activité antimicrobienne, nous avons sélectionnés deux souches
d’actinomycetes les plus actives qui ont données les zones d’inhibition les plus grandes. Ces

souches retenues ont subi une identification afin de déterminer au moins le genre.
IV.5.1 Caractérisation morphologique

IV.5.1.1 Macromorphologie et caracteres culturaux

Les résultats de I’étude macromorphologique et caracteres culturaux des 2 souches actives
sont illustrées sur le tableau 10

Tableau 10: Résultats de 1’étude macromorphologique et caracteres culturaux des souches

actives.

Souches Wi K1

Milieu de culture GLM GLM
Couleur du mycélium aérien Blanc grise Blanc Beige
Couleur du mycélium de substrat Marron Beige
Pigmentation Grise Beige

Apres ensemencement sur milieu GYM, les colonies des souches d’actinomycetes actives
apparaissent durant deux jours d’incubation a 28 °C. A partir du 7°™ jour, la souche K1 a
donné des colonies poudreuses et circulaires convexes, bossues, a bords ondulés et irréguliers,

de taille moyenne de 4 a 8 mm, et adhérent fermement au milieu de culture, elles sont

e
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difficiles a mettre en suspension avec un mycélium de substrat beige et de mycélium aérien
Beige.

La souche w1 présente des colonies a bords ondulés et irrégulieres,opaques, adhérent au
milieu de culture, mycélium de substrat marron, mycélium aérien blanc grise et une

pigmentation grise

Figure28 : Aspect morphologique et caracteres culturaux des souches Wlet K1

IV.5.1.2 Micromorphologie

Une colonie a été préleve a partir de chacun des souches apres une incubation de 7jours a
28°C. Elle est déposée entre lame et lamelle puis observée au microscope optique a un

grossissement de 40 x.

Il apparait que les deux souches développent un mycélium de substrat et mycélium aérien. Le

mycélium des deux souches se présente sous forme de long filament ramifié.

Figure 290bservation des souches d’actinomycetes (Gx 40)

B ———————————————
-49 -




Résultat et interprétation

IV.5.2. Coloration de gram

Apres une coloration de gram, les colonies ont montré une couleur violette (voire figure 26)

Figure 30: observation des souches d’actinomycetes (Gx 100) apres coloration de Gram

IV.6. Purification et Confirmation de I’identité des souches fongiques cibles

Les souches cible sont repique successivement sur PDA, les aspects morphologique de

ces souches fongique a été étudier (voir figure 31).

P.infestans

Figure31 : aspect macroscopique de certaines souches fongique cibles
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Durant les 5 jours d’incubation a 25°C, Aspergillus niger montré des colonies d’abord
blanches, puis jaunes et enfin granuleuses noires. Sous microscope, en utilisent la méthode de
scotch, nous avons constaté la présence des conidies globuleuses, brunes, échenillées,

disposées en chaine.

Phytophthora infestans montre des colonies poussent de facon radiale, compacte sans
marge nette, elles sont duveteuse et présentent de courts hyphes aériens. L’aspect

microscopique présent des conidies globuleuses a subglobuleuses, vertes pales et échenillées

Endosporium montre des colonies apparait blanchatre, mais vire au vert grisatre, puis au
jaune verdatre foncé pour finir en vert jaunatre tres foncé. Le centre est Iégerement plus élevé,
de couleur plus claire, d'aspect laineux, alors que le reste de la colonie est d'un fin velouté ras.

La marge de la colonie est blanc verdatre, alors que sous microscope les hyphes sont septe, les

conidies et les conidiospore sont bien interprété Figure 32

Endosporium

Aspergillus niger
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Phytophthora infestans

Figure 32 : aspect microscopique des souches fongiques cible

IV.7.Mise en évidence de I’activité antifongique des souches d’actinomycete

Dans le but de sélectionner des souches d’actinomycetes ayant le pouvoir de produire
des molécules qui sont capables d’inhiber certaines souches fongiques. Le test de cylindre

d’agar est utilisé dont les résultats sont représentées dans le (tableau 11)

Tableaull: pouvoir antifongique des actinomycetes obtenus par la technique de cylindre

d’agar.
Diametre des zones d’inhibition (mm)

Actinomycetes P.infestans Endosporium A.niger
Wi 10 0 10
W2 0 0 0
W3 0 9 9
K1 20 15 12
K2 0 0 0

K4 15 10 0

Les résultats du test antifongique obtenus montrent que les 4 souches d’actinomycete W1,
W3, Klet K4 présentent un effet inhibiteur contre au moins une souche fongique parmi les 3
utilisées dans cette étude. La souche K1 a montré un pouvoir inhibiteur important avec toutes

les souches fongique.

Les deux souches w2 et k2 ne sont inhibées aucune souche fongique, alors que la
souche W1 inhibé les deux souchesP.infestans et A.niger, avec une zone d’inhibition de 10
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mm de diametre. La souche w3 inhibé Les souches Endosporium et A.nigeravec une zone
d’inhibition de 9 mm de diametre. La souche K4 ont montré un pouvoir inhibiteur important
contre les souches fongiques P.infestans et Endosporiumsont de I'ordre de 15 et 10 mm
respectivement. (figure 33 )

P.infestans A.niger

Endosporium

Figure 33 : résultat de la technique de cylindre d’agar

IV.8. production et Extraction des métabolites secondaire

Afin de pouvoir comparer le rendement et I’efficacité des métabolites secondaires
obtenus, le type de fermentation utilisésur milieu solide. Le milieu AF (Actinomycetes
Fermentation) est utilisé dans 1’état solide.

IV.8.1. Fermentation sur milieu solide

Les souches d’actinomycetes retenues, aprés avoir montré un pouvoir inhibiteur
important lors du test de cylindre d’ Agar, sont ensemencées dans des boites de Pétri contenant
le milieu AF (20 boites pour chaque souche), puis incubées a 28° C pendant 14 jours.

Apres I’incubation, le milieu produisent des métabolites sont fragmentés dans des flacons
contenant du méthanol (20 Im pour chaque boite). Ce dernier est utilis€é comme un solvant
d’extraction. Les flacons subissent une agitation rigoureuse pendant 2 heures. Le mélange
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obtenu subi par la suite une filtration du contenant, puis une centrifugation a 11000 g
pendant 10 min. (Figure 34)

Apres 14 jours Fragmentation du Filtration

d’incubation milieu

Figure 34 : étapes d’extraction des métabolites d’actinomycetes apres fermentation sur
milieu solide
IV.9 Tests de ’activité antifongique des extraits
IV.9.1 Technique de contact directe ou de dilution
Il s’agit de I’incorporation de DI’extrait a différentes concentration avec le milieu de
culture et le suivit de la croissance par rapport a un témoin.

Teste antifongique de I’extrait de la souche K1 :

Les résultats obtenus lors de 1’étude de 'effet des différentes concentrations de 1’extrait
méthanolique de la souche K1 sur la croissance mycélienne des trois champignons, apres une

période d’incubation de 5 jours sont regroupés dans la figure suivante.
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Diametre de devellopement mycelienne par rapport au
differentes concentration de I'extrait de la souche K1
8
c 7 -
2
6 -
2
L 5
=
o 4 - M A niger
o .
"&; 3 A M p infestans
€2 - endosporium
0
b B
0 .
T 0,5 1 2 4 8
concentration (mg/ml)

Figure 35 : Diametres de développement mycélien en fonction de la concentration de

I’extrait méthanolique brut de la souche K1

Les résultats de ce tests ont montré qu’a une concentration de 8mg/ml aucune croissance
n’est marquée chez les trois souches fongique cible (tableau 12). Cependant, a des
concentrations de I’extrait de I’ordre de 4 mg/ml et 2mg/ml seule la souche Enodosporuimqui
donne une croissance radiale de 1 cm. Les souches P.infestanset Endosporuim ont montré une
croissance de 0,9 cm et 1,5 cm de diametre respectivement a la concentration de 1mg/ml de
I’extrait dans le milieu de. A cette derniere concentration A. niger donné une croissance de

1,1cmde diametre.

Dans les concentrations (0,5 mg/ml) les trois souches fongiques ont donné une

croissance mycélienne qui augmenter chaque fois en diminuent la concentration
Résultats de la détermination de la CMF de la souche W1

Les Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques en
fonction de la concentration de 1’extrait méthanolique de la souche Klsont présentés dans le

(tableau 12)

Tableaul2: Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques

en fonction de la concentration de 1’extrait méthanolique de la souche K1
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Especes fongiques testes
Concentration A .niger P.infestans Endosporiumspp
(mg/ml)

8 100% 100% 100%

4 100% 100% 60%

2 100% 100% 60%

1 82,53% 55% 40%

0.5 63,49% 50% 36%

En ce basent sur les résultats obtenu il est clair que 1’extrait issue de la souche K1
présent une activité antifongique importante. Cela est visiblement remarqué sur A.niger et
P.infesstans en inhibant ces croissances a partir d’une concentration minimale fongicide

(CMF) de 2 mg/ml. Pour Endosporium la CMF est de 8mg/ml.

Teste antifongique de I’extrait de la souche W1

Les résultats de ce test ont montré que la souche fongique Endosporiumn’a montré une
croissance qu’a une concentration de 1 mg/ml(tableaul3). Cependant, la souche fongique
A.niger n’a montré aucune croissance a une concentration de 1’extrait de 1’ordre de 8 mg/ml.
Ades cing concentrations utilisées nous avons marqué la présence de la croissance chez la

souche P.infestans.
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diametre de developpement mycelienne par rapport au
differentes concentration de I'extrait W1

H A niger

M P infestans

endosporium

diametre d'inhibition

4 -
0 -
T 0,5 1 2 4 8

Concentration (mg/ml)

Figure 36 : diametres de développement mycélien sous 1’effet des différentes

Résultats de la détermination de la CMF de la souche W1

concentrations de I’extrait de la souche W1

Les Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques en

fonction de la concentration de 1’extrait méthanolique de la souche W1 sont présentés dans le

(tableau 13)

Tableau 13 : Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques

en fonction de la concentration de 1’extrait méthanolique de la souche W1.

Especes fongiques testes

Concentration A .niger P.infestans Endosporium
(mg/ml)

8 100% 40% 100%

4 68,25% 40% 100%

2 72,22% 50 100%

1 57 ,14% 30% 40%

0.5 63,49% 10% 10%

Le calcule du pourcentage d’inhibition mycélienne a montré que Endosporuim est
totalement inhibés par une concentration de 2mg/ml. C’est la concentration minimale
fongicide. Pour A. niger la concentration minimale fongicide est de 8mg/ml.

Les figure (37, 38, 39,40) : développement mycélienne des trois souches fongique testes vis-

a-vis les différentes concentrations de 1’extrait.

Concentrat | témoin
ion

(mg/ml)

0,5
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A.niger

Tableau 37 : développement mycélienne de la souchefongiqueA.niger vis-a-vis les

différentes concentrations de I’extrait W1

Concentrat
ion

(mg/ml)

A.niger

Tableau 38 : développement mycélienne de la souche fongique A.niger vis-a-vis les

différentes concentrations de 1’extrait K1

Témoin
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Endosporium P.infestans

Figure 39développement mycélienne des deux souches fongique testes vis-a-vis les

différentes concentrations de 1’extrait k1

Témoin

Endosporium P.infestans

Figure 40 :développement mycélienne des deux souches fongique testes vis-a-vis les

différentes concentrations de 1’extrait W1

IV.10. Détermination de la concentration minimale inhibitrice sur microplaque :

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des trois souches Fongique
sont présentés dans le tableau (14).
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Tableau 14: Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices CMI obtenues sur
microplaque

Les souches fongiques Concentration minimale inhibitrice CMI
mg /ml
Extrait K1 Extrait W1

A.niger 0,25 1,562

P.infestans 2,25 3,125

Endosporium 6,25 4,125

Dans la méthode de microplaque la lecture se fait grice aux troubles de croissance en

observant les puits qui nous a permis de déterminer la CMI.

La figure 41 : présentent les résultats des CMI des extraits K1 et W1 vis-a-vis de trois
souches fongiques.

A. La concentration minimale inhibitrice de 1’extrait K1 :
Les résultats de la méthode de microdilution montrent que 1’extrait K1 a un effet inhibiteur a
concentration de 0,25 mg/ml vis-a-vis la souche fongique A.niger qui présentent la souche la
plus sensible parmi nos souches testées. La CIM est de 2,25 mg/ml vis-a-vis la souche
fongique P.infestans. La concentration minimale inhibitrice la plus forte a été enregistrée vis-
avis la soucheEndosporiumpar une valeur de CMI qui est de 6,25 mg/ml

B. La concentration minimale inhibitrice de 1’extrait W1 :
Les résultats concernant la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
montre que 1’extrait W1 a un effet inhibiteur trés prononcé avec une concentration de 1,562
mg/ml vis-a-vis A.niger et une concentration de 3,125 mg/ml vis-a-vis P.infestanset une CIM

plus forte par rapport les autres souches fongique de 4,125 mg/ml vis-a-vis Endosporium
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M Extrait K1

4 M Extrait W1

mg /ml
O R, N W H Ul OO N
1

A.niger P.infestans Endosporium

Les souches fongiques

Concentration minimale inhibitrice CMI

Figure 41 : présentent les résultats des CMI des extraits K1 et W1 vis-a-vis de trois souches
fongiques.

IV. 11 Caractérisation de la molécule bioactive
IV.11.1 Résultats de la chromatographie sur couche mince (CCM)

Le tableau 15 : regroupe les rapports frontaux des composés séparés en utilisant différents
Systemes de solvants.

Tableau 15:Résultat de la CCM des 2 extraits méthanoliques des souches d’actinomycetes.

Rapports frontaux (Rf)

K1 Wi
Les systemes solvant

0 0
Toluene-acétone (6 :4)

0 0
Toluene- acide acétique(8 :2)
N-butanol-acide acétiqueeau (3: 1: 1) 0,5(2) 0,25(1)

0,62 0,5?

0,87

0 0
Acétate d’éthyle- méthanol(6 :4)

0 0
Tolueéne- méthanol (5 :5)

0 0
Déchlorométhane —méthanol (8,2)

(1) tache révélée a 254nm
(2) tache révélée a 365nm
Aucune séparation n’est obtenue sur les 2 extraits en utilisant les systemes solvants composés

De Toluene-acétone (6 :4), Acétate d’éthyle- méthanol (6 :4), Toluene- méthanol (5 :5) et

Toluene- acide acétique (8 ; 2), Déchlorométhane —méthanol (8,2).

e
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Le systeme solvant, N-butanol-acide acétiqueeau (3 : 1 : 1) a permet une migration rapide des
molécules biactives. Nous avons obtenus 5 taches bien distinguées sur la plaque CCM pour

les extraits des isolats Klet W1.

Pour P’extrait brut de I’isolat K1, 3 taches sont observées dont 2taches avec les Rf(0,5-

0,62) apparait sous la lampe UV a 365 nm et une seul tache fluorescente détectée a 254 nm
avec un Rfde 0.87.

Pour I’extrait brut de la souche W1 nous avons marqué 2 taches avec leRf(0,25) détectés a

253 nm et une tache avec Rf(0.5) a 365nm.

Figure 42 :Chromatogramme représentant les résultats des CCM des extraits brute
méthanolique sous UV a 254(A) et 365(B) nm.

IV.11.2Bioautographie des molécules bioactives

Les résultats de la bioautographie s’est avéré négatif est cela soit a causede la concentration
faible des substances antifongiques au sein des feuilles CCM soit a cause de la présence d’un

effet synergique entre 2 ou plusieurs composants.

w-__

Figure 43 :Illustration du résultat de la bioautographie contre la souche fongique

(Aspergillus niger)
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Les sols de la zone aride utilisés dans ce travail, offrent le plus grand nombre
d’actinomycetes.  L’isolement des bactéries actinomycétales productrices des substances

bioactive nécessite une méthode performante pour leur sélection.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que le plus grand nombre d’actinomycete a
été isolé 2 partir de la dilution 10™. Ceci est en accord avec ceux obtenu par kitouni (2007).
On constate également que le nombre d’actinomycetes récoltés des sols de la région
d’Al Naama est de 15 isolats. Un résultat similaire est rapporté par Miller et al., (1989),
Crawford et al., (1993) et Allaoueddine (2007) qui montrent que les sols sont les plus

abondants en actinomycetes.

Cette étude a ét€ menée dans le but de mettre en évidence la présence des nouvelles souches
d’actinomycetes dans les sols de la zone aride et sélectionner les souches a activité
antibactérienne. L’écosysteme étudie dans ce travail a été choisi pour ces caractéristiques
physicochimiques extrémes. La présence des actinomycetes dans dévers échantillons de sol
aride de la région d’Al Naama avec un nombre important nous a ouvré le chemin vers des
études avancées dans le domaine pour sélectionner les souches a activité antibactérienne et

antifongique.
Nos échantillons sont caractérisés par :

1. Sol dewadehelib : aride, sol sableux de couleur marron Foncé présent un pH de 8.20.

2. Sol d’el kessdir: aride, sol sableux de couleur marron claire a un pH de 7.10.

Les isolats d’actinomycetes utilisés dans cette étude (W1 et K1)sont choisis pour leur pouvoir
antimicrobien remarquable par rapport aux autres.Les 2 isolats ont subi une culture par
repiquage sur le milieu de culture GYM (annexe) a la suite d’une conservation a -20°C en
présence de 20% du glycérol. Les boites sont incubées a 28 °C pendant 7 jours d’incubation.
Le milieu GYM utilisé dans notre travail contiennent des sources de carbone et d’azote
nécessaires pour la croissance des actinomycetes et ils ont été utilisés dans de nombreux
travaux. En effet Kitouni (2007) a utilis¢ GYM pour un isolement sélectif de 45 souches
d’actinomycetes a partir des écosystemes varies. De méme Boudemagh(2007) a pu isoler une
variété de Streptomyces a partir des écosystemes extrémes, tandis queBoussaber et al., (2012)
ont utilis¢ GYM pour I’isolement de 25 souches .D’actinomycetes possédants une activité
antifongique importante. Apres ensemencement sur le milieu de culture gélosés (GYM) les

colonies de nos souches apparaissent au bout de deux jours d’incubation a 28°C. Pour le
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milieu utilis€ nous observons une différence importante de la taille des colonies de la flore
actinomycétale repiquées. Cette différence peut étre expliquée par 1’affinité entre las bactéries
et le milieu de culture utilisé. Les colonies sont rondes a contours irréguliers, opaques,
d’aspect corné et de surface poudreuse. Les colonies adhérentes fermement au milieu de
culture ou elles forment une 1égere dépression et sont difficiles a mettre en suspension. Apres
48 heures d’incubation la plupart des souches développent des colonies, c’est un
caractéristique des actinomycetes a croissance rapide, en effet Nodwel et Losick (1998) ont
constaté que les coloniés de Streptomyces coelicolorérigent les hyphes aériens en 24 heures.
Ces souches a croissance rapide peuvent €tre donc rapprochées au genre Streptomyces. Apres
07 jours d’incubation de ces souches, le mycélium aérien présente une gamme de couleur
assez variée blanc, beige, marron, noir, jaune, gris. Ceci représente un critere de détermination
du genre des Streptomyces (Shirling et Gottlieb, 1966 ; Williams et Wallington, 1984). Le
mycélium est responsable de la formation des sporophores simples, qui produisent de spores,
cela a pu étre observé au microscope optique ou I’observation permetd’apprécier
I’organisation de la chaine de spores la majorité des souches actives développent un aspect
poudreux ou granuleux correspondant au mycélium aérien. Le mécanisme de la
morphogenese a fait 1’objet d’une étude réalisée par Kim et al., (2005) sur Streptomyces
coelicolor, 1l s’est qu’une fois les sources nutritionnelles du milieu sont épuisées, il y a
libération de petites molécules a partir du mycélium du substrat, la libération de ces signaux
chimiques déclenche un programme d’expression de genes démontré par 1’apparition d’un
mycélium aérien. La souche W1  produit des pigments Grise et pour K1 et beige. Ces
pigments peuvent €tre des substances bioactives selon Margalith (1992) qui a rapporté que la
streptomycine produite par Streptomyces griseusest un pigment jaune, la production des
pigments mélanoides est une caractéristique treés importante pour les actinomycetes ou elles
sont considérés comme une clé pour la classification des Streptomyces (Shirling et Gottlieb,
1972). L’observation au microscope optique des hyphes du mycélium végétatif des souches
WI1 et K1 montre que les filaments sont taille moyenne, peu ramifies et fragmentés. Ils se
développent en surface et pénetrent dans la gélose, puis donnent naissance a un mycélium
aérien. D’apres Williams et al, (1989), les Streptomyces sont des bactéries aérobies a
coloration de Gram positive, qui poussent en produisant un mycélium végétatif (mycélium de
substrat) ramifié et un mycélium aérien portant des chaines d’arthrospores. Les mycéliums de
substrat et les spores peuvent étre pigmentés, mais peuvent produire également des pigments

diffusibles.
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La mise en évidence de 1’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode des cylindres
d’Agar. Cette technique est une méthode de diffusion en milieu gélosé. Selon la quelle nous a
permis de détecter I’effet inhibiteur des souches d’actinomycetes envers les bactéries tests
utilisées. L’activité a été testée vis-a-vis des bactéries tests provenant de 1’American Type
Culture Collection (ATCC), il s’agit des bactéries a Coloration de Gram positive
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilisATCC10876), et debactérie a
coloration de Gram négative (Escherichia coli ATCC2592). Les résultats (Tableau 09)
obtenus montrent que les 8 isolats montrent un pouvoir inhibiteur contre au moins deux
germes cibles testés. Selon Lemriss et al., (2003)I’activité antimicrobienne des souches
d’actinomycetes dépend de la méthode utilisée. La méthode des cylindres d’agar se préte
mieux a la détermination de la sensibilité des souches microbiennes aux molécules bioactives
produites par les souches d’actinomycetes testées.Nos résultats montrent que Escherichia coli
a était inhibée par les 8 souches d’actinomycetes testées. Les diametres des zones
d’inhibitions obtenus allant de 07 et 23 mm.Oskay et al., (2004) ont montrés que sur un total
del7 souches d’actinomycetes isolées du sol de Turquie, seulement deux souches étaient
activessur E. coli, avec des diameétres d’inhibition entre 15 et 26 mm. Trois souches
d’actinomycetes parmi les 8 testées ont une activité contre S. aureus avec des zones
d’inhibition comprises entre 07 et 11 mm de diametre. Bacillus subtilisa été inhibée par 4
souches d’actinomycetes testées avec des zones d’inhibitions comprises entre 10 et 14 mm de

diameétre.

La mise en évidence de I’activité antifongique a été réalisée par la méthode des cylindres
d’Agar. Cette technique est une méthode de diffusion en milieu de PDA. Selon la quelle, nous
a permis de détecter 1’effet inhibiteur des souches d’actinomycetes envers les souches
fongiques tests utilisées. L’activité a été testée vis-a-vis des champignons suivants A.niger,
P.infestans, Endosporium. Les champignons causent de graves pathologies qui touchent
I’homme, parmi lesquelles on peut citer les mycotoxicoses (causés par Aspergillus et
Fusarium), les mycoallergies (Penicillium et Mucor) et les mycoses superficielles ou
profondes (dont les agents causals sont Candida albicans, MicrosporumetTrichophyton)
(Drouhet 1978). Les mycoses ont augmenté ces dernieres années d’une maniere drastique et
se classent au quatrieme rang dans les infections nosocomiales. (Beck-Sague et Jarvis,

1990).
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Les résultats (Tableau 11) obtenus montrent que les 6 isolats montrent un pouvoir inhibiteur
contre au moins deux germes cibles testés. La gamme des antifongiques est beaucoup plus
restreinte que celles des antibactériens (Domenico, 1999). Les travaux de Haceneet al., 1994,
démontrent que 11,18 % de I’ensemble des actinomycetes isolés du sahara Algérien ont une
activité antifongique. Nos résultats montrent que A.niger a était inhibée par les 3 souches
d’actinomycetes testées. Les diametres des zones d’inhibitions obtenus allant de 9 et 12 mm.
Trois souches d’actinomycetes parmi les 6 testées ont une activité contre P.infestansavec des
zones d’inhibition comprises entre 10et 20 mm de diametre. Endosporiuma été inhibée par 3
souches d’actinomycetes testées avec des zones d’inhibitions comprises entre 9 et 15 mm de
diametre. Les travaux de Hilaliet al., 2002 confirment également les mémes résultats. Nous
n’avons constaté que deux souches dénommées K1 et W1 isolées a partir de sol qui semblent

étre les plus actives contre la totalité des champignons tests.

Les 2 souches pures d’Actinomycetes sont mises en culture pour produire des
métabolitesSecondaires. La culture par fermentation sur milieu solide a été adoptée en
utilisant le milieu AFsolide. Les Actinomycetes en culture AF synthétisent alors des
substances dites «métabolites secondaires » apres 8 a 14 jours d’incubation a 28°C. Ces
substances sont dispersées dans le milieu de culture et sont extraites avec le solvant
organique. Puis la culture par fermentation a été macérée avec 25 ml de méthanol pendant 2
heures. La filtration et la centrifugation de 1’extrait est indispensable pour débarrasser les
cellules vivantes présents dans I’extrait. L’étude de ’activité des extraits des Actinomycetes a
été portée sur des souches fongiques testées A.niger, P.infestans, Endosporium par la
Technique de contact directe ou de dilution. Cette méthode repose sur 1’étude de ’effet de
I’incorporation des différentes concentrations de 1’extrait méthanolique des souches
d’actinomycetes Klet W1 dans le milieu de culture PDA sur la croissance des souches
fongiques. Une série des dilutions (de 0.5 a 8 mg/ml) est préparée en suspension avec le
milieu de culture, a partir de la solution mere par addition des volumes variables de 1’extrait
méthanolique des souches d’actinomycetes. Dans des tubes a essais on verse 20 ml du milieu
PDA préparé préalablement, on ajoute I’extrait avec différent volume de tel facon a obtenir
les duitions (0,5, 1, 2, 4 et 8mg/ml). La fongitoxicité, exprimée en pourcentage d'inhibition de

la croissance de mycélium (I1%), est calculé selon la formule de Pandey et al. (2000).

Tous les extraits méthanoliques étudies des 2 souches présentent des activités antifongiques

(Tableau 12 et 13), pour I’extrait issue de la souche K1 présent une activité antifongique
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importante. Cela est visiblement remarqué sur A.niger et P.infesstans en inhibant ces
croissances a partir d’une concentration minimale fongicide (CMF) de 2 mg/ml. Pour
Endosporium la CMF est de 8mg/ml. Et pour I’extrait issue de la souche W1 Le calcule du
pourcentage d’inhibition mycélienne a montré que Endosporuim est totalement inhibés par
une concentration de 2mg/ml. C’est la concentration minimale fongicide. Pour A. nigerla

concentration minimale fongicide est de 8mg/ml.

L’extraction a partir de milieu solide est largement plus rentable que celle du milieu liquide.
Eneffet, la production d’antibiotiques a partir de milieu solide est généralement plus

importantequantitativement et qualitativement que celle en milieu liquide. Il existe méme des
microorganismes producteurs d’antibiotiques sur milieu solide qui perdent cette capacité en

milieu liquide (Shomura et al.,1979). Cette différence est due a la physiologie de la
croissancedans les deux cas : en milieu liquide, les hyphes des Streptomyces se fragmentent ce
qui diminueleur capacité de produire des antibiotiques (Stocks et Thomas ., 2001) et
généralement laproduction d’antibiotiques est corrélée avec la taille des fragments mycéliens
(Olson et RatzKin.,1999). D’ailleurs plusieurs chercheurs ont utilisé les milieux solides pour
faciliter les différentes étapes d’études de la production d’antibiotiques parles Streptomyces

(Bussariet al,.2008).

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), correspond a la plus faible concentration
d'antimicrobiens qui inhibera la croissance visible des microorganismes apres une incubation
durant la 18-24 (Andrews, 2001). Cette valeur permet de classer une souche bactérienne dans
les catégories: "sensible" ; "résistante” ; "intermédiaire" (Genné and Siegrist Hans., 2003)Les
méthodes de dilution sont les plus appropriées pour la détermination des valeurs
deConcentration minimales CMI d'un extrait, d'une huile essentielle ou d'une substance
pure(Rios et al.,, 1988) Car elles offrent la possibilité d'estimer la concentration de
I'agentAntimicrobien test¢ dans la gélose (dilution d'agar) ou dans le bouillon (la
microdilution ou lamacrodilution). Ces méthodes peuvent é&tre utilisées pour mesurer
quantitativement l'activitéantimicrobienne in vitro contre les bactéries et les champignons
(Balouirietal., 2016). Nous avons choisies la méthode des microdilution sur milieu liquide
est une technique quantitative permettant de déterminer la sensibilité des microorganismes
vis-a-vis une substance antifongique .Cette méthode se base sur le pouvoir inhibiteur des

extraits issus des souches K1 et W1 a I’intérieur d’un puits, dans un milieu nutritif (bouillon
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sabouraud) ensemencée par 1’inoculum des souche testée (A.niger, P.infestans, Endosporium
). Les résultats de la méthode de microdilution montrent que 1’extrait K1 a un effet inhibiteur
a concentration de 0,25 mg/ml vis-a-vis la souche fongique A.niger qui présentent la souche la
plus sensible parmi nos souches testées. La CIM est de 2,25 mg/ml vis-a-vis la souche
fongique P.infestans. La concentration minimale inhibitrice la plus forte a été enregistrée vis-
a-vis la souche Endosporium par une valeur de CMI qui est de 6,25 mg/ml Les résultats
concernant la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) montre que
I’extrait W1 a un effet inhibiteur trés prononcé avec une concentration de 1,562 mg/ml vis-a-
vis A.niger et une concentration de 3,125 mg/ml vis-a-vis P.infestanset une CIM plus forte
par rapport les autres souches fongique de 4,125 mg/ml vis-a-vis Endosporium la CCM
repose principalement sur des phénomenes d’adsorption, la phase mobile est un solvant ou un
mélange de solvants, qui progressent le long d’une phase stationnaire. La constante de
migration caractéristique de chaque tache dans un systeme de phase stationnaire / phase

mobile donnée est appelé le rapport frontal.

Par définition, le rapport frontal est égal au rapport entre la distance parcourue par la tiche
etla distance parcourue par le front du solvant depuis la ligne de dépot (Lousif, 2011)D’apres
nos résultats nous avons constaté qu’aucune migration n’est observée pour les extraits avec
les systemes solvants suivante : Toluene-acétone (6 :4), Acétate d’éthyle- méthanol et

Toluene- méthanol (5 :5) Toluene- acide acétique (8 :2).

D’apres les rapports frontaux pour chaque tache des extraits K1 et W1, lesysteme solvant N-
butanol-acide acétique eau (3 : 1 : 1 ). Un résultat similaire est rapporté par Boughachiche
(2012). En plus les taches qui possedent le méme Rfest constituée soit d’un seul type de
molécule ou bien un ensemble de molécule ayant le mémepoids moléculaire et donc la méme
vitesse de migration. Pour ’extrait brut de I’isolat K1 3 taches sont observées dont 2taches
avec les Rf(0,5- 0,62) apparait sous la lampe UV a 365 nm et une seul tache fluorescente
détectée a 254 nm avec un Rfde 0.87. Pour I’extrait brut de la souche W1 nous avons marqué
2 taches avec leRf(0,25) détectés a 253 nm et une tache avec Rf(0.5) a 365nm.Ces résultats
font appel a d’autres techniques de séparationconvenables aux substances de nature protéiques

notamment 1’électrophorese.
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Les résultats de la bioautographiedes molécules bioactives s’est avéré négatif est cela
soit a cause de la concentration faible des substances antifongiques au sein des feuilles CCM

soit a cause de la présence d’un effet synergique entre 2 ou plusieurs composants.
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Depuis 1’avenement des antibiotiques, une nette amélioration de la qualité et de la durée De
vie a été constatée. Cependant leur utilisation intensive a eu pour conséquence 1’adaptation
Des bactéries a ces remarquables substances. En effet, ces dernicres années ont été marquées
Par une augmentation inquiétante de la multi résistance de bactéries pathogenes, la résurgence
De maladies infectieuses que 1’on croyait parfaitement maitrisées et 1’émergence de nouveaux
Pathogenes .Ces constats expliquent ['urgence de disposer de nouvelles molécules

Antibiotiques.

Les actinomycetes, bactéries a Gram positif a majorité filamenteuses, sont les candidats Les
plus potentiels pour la production d’antibiotiques, notamment les bactéries appartenant au
Genre Streptomyces dont plus de la moiti€ des antibiotiques connus et plus de 70 % des
Antibiotiques produits industriellement sont produits par ces bactéries filamenteuses, qui sont
Considérées comme le paradigme des microorganismes capables de synthétiser des molécules

Naturelles par leur métabolisme secondaire.

Cette étude a pour objectif d’identifier les molécules bioactives contenus dans les métabolites

secondaires secrétés par des actinomycetes isolées a partir du sol des zones arides.

Les caractérisations de ces substances se fait apres le choix des meilleurs solvants d’extraction
et de séparation et en se basant sur des techniques spectrales et chromatographiques

adéquates.

Les isolats d’actinomycetes utilisés dans cette étude (W1 et K1) sont choisis pour leur
pouvoir antimicrobien remarquable par rapport aux autres. La méthode de cylindre d’agar
s’avere la plus performante dans la détermination de la sensibilité des souches microbiennes

aux molécules bioactives produites par nos souches d’actinomycetes.

Les métabolites synthétisés par les Actinomycetes sont dispersés dans le milieu de
Fermentation AF. La récupération de ces métabolites secondaires a été réalisée en utilisant le
méthanol. Tous les extraits étudi€s présentent une activité antibactérienne et antifongique Les
diametres des zones d'inhibition obtenus varié¢ de 14 mm contre E.coli a 23 mm, B. subtilis 14
mm, 1Ilmm contre S. aureus. L’activité antifongique, les diametres des zones d’inhibition

obtenus varié de 12 mm contre A.niger, P.infestans 20 mm, 15mm contre Endosporium.

La Technique de contact directe ou de dilution. Tous les extraits méthanoliques étudies des 2

souches présentent des activités antifongiques, pour I’extrait issue de la souche K1 présent
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une activité antifongique importante. Cela est visiblement remarqué sur A.niger et
P.infesstans en inhibant ces croissances a partir d’une concentration minimale fongicide
(CMF) de 2 mg/ml. Pour Endosporium la CMF est de 8mg/ml. Et pour I’extrait issue de la
souche W1 Le calcule du pourcentage d’inhibition mycélienne a montré que Endosporuim est
totalement inhibés par une concentration de 2mg/ml. C’est la concentration minimale

fongicide. Pour A. niger la concentration minimale fongicide est de 8mg/ml.

CIM concentration minimale inhibitrice, les résultats montre que I’extrait K1 a un effet
inhibiteur a concentration de 0,25 mg/ml vis-a-vis la souche fongique A.niger qui présentent
la souche la plus sensible parmi nos souches testées. La CIM est de 2,25 mg/ml vis-a-vis la
souche fongique P.infestans. La concentration minimale inhibitrice la plus forte a été
enregistrée vis-a-vis la souche Endosporium par une valeur de CMI qui est de 6,25 mg/ml ,
I’extrait W1 a un effet inhibiteur trés prononcé avec une concentration de 1,562 mg/ml vis-a-
vis A.niger et une concentration de 3,125 mg/ml vis-a-vis P.infestans et une CIM plus forte
par rapport les autres souches fongique de 4,125 mg/ml vis-a-vis Endosporium La
chromatographie sur couche mince (CCM) nous a montré que parmi les 6 systemes solvant
utilisé, le systeme N-butanol-acide acétique eau (3 : 1 : 1) est le meilleur. I a favorisé une
migration rapide des molécules biactives et une bonne séparation des composés dans les
Extraits méthanoliques. Pour I’extrait brut de I’isolat K1, 3 taches sont observées dont 2
taches avec les Rf (0,5- 0,62) apparait sous la lampe UV a 365 nm et une seul tache
fluorescente détectée a 254 nm avec un Rf de 0.87. Pour I’extrait brut de la souche W1 nous
avons marqué 2 taches avec le Rf (0,25) détectés a 253 nm et une tache avec Rf (0.5) a

365nm.
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Les milieux de culture

Glucose - Extrait de levure-Malt (GYM)

Extrait de levure 3g
Extrait de malt 3g
Peptone 5g

Glucose 10g

Agar 20g

Eau distillée 1000ml
PH 7.2

Mueller Hinton

Infusion de viande de beeuf 300,0ml
Peptone de caséine : 17,5g

Amidon de mais : 1,5g
Agar:170¢g

PH 7,4

Bouillon nutritif

Peptone 10 g

Extrait de levure 5 g
NaCl5g

Eau distillée 1000 ml
pH=72

Gélose nutritive

Peptone :10 g

Extrait de levure : 5 g
NaCl:5¢g

Agar 15-20g

Eau distillée 1000 ml
PH :7,2

Milieu AF

Extrait de levuredg
Extrait de malt 10g
Glucose 2¢g
NaCl2,5 ¢
CACOs1g

Agar 15¢g

Eau distillée1000ml
pH7
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PDA (Potato Dextrose Agar)

Dextrose 20g
Potato Extract 4g
Agar I5¢

Préparation de I’extrait de pomme de terre: 200g de pomme de terre non pelée et vieille, sont
lavés et coupés en petits dés, ensuite mis dans un litre d’eau distillée et porté a ébullition
pendant une heure. Ils sont en fin écrasés, filtrés. Compléter a un litre d’eau distillée.

BouillonSabouraud
Peptone de gélatine 10g
Glucose 20g

Eau distillée gqsp1000ml
pH= 65

Eau physiologie

Na Cl 9¢g
Eau distillée 1000ml

TSE
Tryptone 1g
NaCl8,5g

Eau distillée gsp 1000ml

Les colorants

Lugol

Iode 1g

Iode de potassium 2g
Eau distillée 300m

Violet de gentiane
Violet de gentiane 1g
Ethanol 290 10g
Phénol 2¢

Eau distillés 1000ml

Fuchsine

Fuchsine basique 02g
Acide phénique 10g
Alcool absolu 20ml
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