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Introduction BOUAZIZ S.

Le sol est un produit écologique largement exploré comme niche pour les
microorganismes qui produisent des composés naturels biologiquement actifs (Ganesh
Kumar et al., 2010). Les actinomycetes constituent un des plus grands\?gf\rib;‘upes de

populations microbiennes du sol (Goodfellow et Williams, 1983), elles !

général 10 a 20% du total de la microflore tellurique (Dommergues et M@ng\éijd ,1970).
\ )

Elles représentent une source biologique utile d’antlmlcroblens (C)kaml et Hotta,
1988), et une source principale de métabolites secondaires a act|V|taant| ceIIuIalre (Finance
et al., 1985, Valanarasu et al., 2008).

Cependant, les actinomycétes sont surtout réputé‘é\ Qpc‘\ilir//lajp/roduction d’antibiotiques

antibactériens et antifongiques avec prés de 70 % des mole \ les actives commercialisées a
leur actif (Solanki et al., 2008). Le genre Streptomyces éstconnu comme étant le plus grand
producteur d’antibiotiques, soit 80 % des antlblothues sécrétés par les actinomycetes

(Demain, 2006).

En depit de la longue liste d’an ¢s actuellement disponibles sur le marché, les

antifongiques représentent un faible pour k \é\ge (Gupte et al., 2002 ; Augustine et al.,
2005). D’aprés Berdy et al. (1987) ﬁnés de‘: 40% des antibiotiques synthétisés par I’ensemble

des microorganismes possedent uhe actlwte antifongique, mais la gamme des antibactériens

est beaucoup plus |mportante que

I\es des antifongiques (Di Domenico, 1999) car la
moitié de ces antlfonglques possedent e\galement des activités antibactériennes (Berdy et al.,
1987). Ces molécules sont Surtout synthétisées par des actinobactéries ou des champignons
(Breton et al., 1989) :

Au cours. des deux derniéres décennies, la fréquence des infections fongiques a
augmente de fag:on ‘dramatique en raison principalement du nombre accru de patients
|mmunodepr imés tel que les personnes atteintes de cancer, infectées par le virus VIH, .
(Odds 1995 Ampel 1996 ; Pfaller, 2002 ; Ascioglu et al., 2002, Ganesan et al., 2017).

L’ appantloi de graves pathologies atteignant 1’Homme et provoquées par plusieurs espéces

"champlgnons et de levures sont enregistrées. On peut citer les mycotoxicoses

vo uées par les genres Fusarium et Aspergillus (Nafis et al., 2017) , les mycoallergies

-p voquees par Penicillium et Mucor et les mycoses superficielles ou profondes

\pr’évoquées par Candida albicans, Microsporum, Trichophyton (Drouhet, 1978). Les
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mycoses se classent a la quatriéme position des infections nosocomiales (Beck-Sagué et
Jarvis, 1993).

Par ailleurs les antifongiques disponibles actuellement en thérapeutique ne

rassemblent pas les critéres d’un antibiotique idéal (Lacroix et al., 2003), ¢ \;pl/lr cela

que la recherche de nouveaux antifongiques non toxiques est indispensable.

D’autre part, depuis I’avénement des antibiotiques, la re5|$tance a 'connu une
augmentation considérable cette derniere décennie. Ce phénomene aIarmant st d’autant plus
problématique particuliérement dans les environnements hospltallers ou des bactéries multi-
résistantes apparaissent telles que Staphyloccocus aureus, ma1s egalement I’apparition de
S (Demaln et Lancini, 2006). Le

marché mondial des antibiotiques est passé de 25m|II|ards\d dollars en 1994 a 31 milliards

nouvelles pathologies et I’évolution des maladies infectieu

de dollars en 2003. Durant cette période, 1’ augmentahon la plus significative des ventes a
concerné les fluoroquinolones et les macrolides tandls que Ia part des anti infectieux dans le

marché pharmaceutique global a diminué de 1,5% (Cokrmble 2005).

Parmi les solutions préconisées, ﬂ,,/mellleure utilisation des antibiotiques, la
réduction de leur consommation et Ia\,re er he de nouvelles molécules bioactives (Strub,
2008). Ainsi, plusieurs stratégies de reoherchcs ont été mises en ceuvre afin de garantir dans le

futur la disponibilité d’antlblothues efﬁaces L’une d’elles vise des souches provenant

d’écosystemes extrémes et partlcuhers ’(Boubetra et al., 2013 ; Aouiche et al., 2012). Ainsi,

la recherche de nouveaux eCQSystemes pour I’isolement d’actinomycetes est crucial pour la
découverte de nouvelles especes et par conséquent la découverte éventuelle de nouveaux

produits naturels bloactif \(Hozzeln et al., 2008 ; Messis et al., 2014).

Divers ecasystémes A travers le monde ont été explorés pour la recherche de nouvelles
especes d’actmbactérles productrlces de nouvelles molécules bioactives : sols salins (Wen-
Jun et aL, 2004) forestlers (Thakur et al., 2007), agricoles (Oskay et al., 2004) ainsi que les
actlnomycetes marms (Gorajana et al., 2010, Saleh Abdelfattah et al., 2016).

p En A}gerle les sols sahariens constituent un ecosysteme particulier, renfermant un
3 tentlel assez riche en actinobacteries particulierement les actinobactéries rarement isolés de
| /\monde tels que les genres Planomonospora, Planobispora, Nocardiopsis,
;]'nomédura, Saccharothrix...., etc, (Sabaou, 1998), qui se sont révélés étre de grands

\prbducteurs de nouvelles molécules antimicrobiennes (Boudjella et al., 2006 ; Goudjal et al.,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501312001334
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1156523313001583
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S094450131300116X
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2014). Plusieurs €études portant sur I’isolement des actinobactéries, la taxonomie des souches

isolées et 1’¢tude des antibiotiques secrétés, ont été réalisées.

C’est dans ce contexte que s’intégre la présente étude a savoir 1’exploitation des sols

de différents écosystemes sahariens de la région de Ouargla.

L’objectif vise I’isolement d’actinobactéries a partir de dlfferents echantllloﬁs de sol,

leur identification, ainsi que leur aptitude a produire des substances antlmlcrobwennes

J— \ \\,7 /)
AN

Le premier chapitre de ce manuscrit est réservé a une synthese blbllographlque
détaillée sur les actinobactéries. Elle porte sur deux aspects 1e premler traite les
actinobactéries, leurs, propriétés taxonomie et |mportance Ie secqnd "est un apercu sur les

métabolites secondaires synthétisés par ces actlnobacterle .‘

L’expérimentation est développée sur deux chaplttes dont le premier décrit le matériel

d’étude et les techniques utilisées et le deuxieme relate 1es resultats et interprétations relatifs

aux aspects suivants :

e [solement des souches d’actinobaié‘t eri
e Mise en évidence de I’activité antlmlcmblenne des souches isolée et sélectionnées
e Identification polyphasique des souches sélectionnées.

e Optimisation des mllleux de pToductlon des antibiotiques par la méthode des surfaces
de réponses (RSM) NS4

e Production et caracﬂté‘r\i\satjonfiﬁarfi‘élIe des antibiotiques.
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1. Actinobactéries

1.1. Généralités sur les actinomycetes

Ferdinand Cohn fut le premier a décrire un actinomycéte en 1875 (Waksman 1961)

puis Harz en 1878 décrivit un organisme parasite rencontré dans une mfectlon/deii mach0|re

d’un bovin qu’il nomma Actinomyces bovis (Theilleux, 1993).
((

Etymologiquement, le mot actinomycete dérive de mot grec. «V—Aktiso’}*‘qui veut dire
rayon et « mykes » champignon. Les Actinomycetes ont été Iongtemps con5|deres comme un
groupe intermédiaire entre bactéries et champignons avant d etre reconnus comme des

organismes procaryotes (Prescott, 2013).

Les actinomycétes constituent 1’ordre  des aetmomycetales (Mariat et Sebald,
1990) regroupent des genres comme Streptomyces Frankla Actinomyces et Nocardia qui

comprennent des bactéries filamenteuses dont Ia"morphologle ressemble a premiére vue a

celle des moisissures d’ou I’appellation \tmomycetes Cependant les filaments des

actinomycétes sont en réalité constitués de cell les procaryotes dont le diamétre est beaucoup

plus petit que celui des cellules eucaryfbte \sxri]oisissures (Tortoraet al., 2012).

Les actinobactéries mycellennqs constltuent un groupe unique de microorganismes
procaryotes (Simon et Meunler»1970) Ce sont des bactéries a GRAM positif qui peuvent
produire des filaments ramlfles et sepf’sfde 0,5-1,0 um de diameétre (Eunice, 1983), plus petit
que celui des champlgnon et qw peuvent former des spores asexuées (Prescott, 2013) . Elles
ont un % de G+C eleve (superleur a 55%), généralement compris entre 60-70% (Goshi et

al., 2002). Leur cro1ssance est lente et le temps de génération moyen est d’environ 2 a 3
heures (Larpent et Sangller 1989 ; Gottlieb, 1973). Ces actinobactéries mycéliennes ,
cultivées sur m\ \eu solide forment un mycélium de substrat et un mycélium aérien.
Neanmoms il emsté des groupes quine forment qu’un mycélium de substrat poussant
a la SUrfaCe et dans le milieu de culture ou un mycélium aérien dont les hyphes sont
attaches au mllleu par des crampons. Leurs propriétés chimiques, physiologiques, et

|mmunolog|ques les rangent parmi les procaryotes. Leur paroi cellulaire ne renferme ni

ne n1 cellulose mais une glycoprotéine contenant de la lysine ou de [D’acide

di mmoplmehque et leur cytologie est celle des bacteries (Mariat et Sebald, 1990).

La plupart des actinobactéries sont immobiles. Toutefois certaines produisent des

spores flagellées permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques. 1ls sont hétérotrophes

4
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(Prescott, 2013), certaines espéces sont chimio-organotrophes, mésophiles et vivent dans la
gamme de pH 5,0 a 9,0 avec un optimum vers la neutralité (Williams et Wellington, 1982 ;
Goodfellow et Williams, 1983). Elles se séparent en deux groupes physiologiques le plus

important est composé de germes a métabolisme oxydatif habitant surtout Ie sol ]e\ second

Homme et des

rassemble des bactéries fermentatives, hotes des cavités naturelles de (I“
animaux (Leminor et Veron, 1989).

Les actinobactéries sont généralement saprophytes mais quelques uns sont pathogénes
pour les plantes tel que Streptomyces scabies, agent de la galle de I&pomrﬁe de terre (Loria,
1986) ou encore pathogénes pour I’Homme comme Mycobactenum tubercuI03|s M. leprae,
(Peltola et al., 2001) et pour les animaux tel que . Actmemyces bovis (Goodfellow et
Williams, 1983).

1.2. Ecologie et distribution des actinobacteries .~
Les actinobactéries sont largement dlstrlbuées dans Ia nature a savoir le sol, I'eau, les
plantes (Alexander, 1961 ;You et Park, 19 ;

débris des vegétaux, les résidus fibreux de cann,,, ¥ sucre le pollen des plantes, les sédiments

)i I’arr le fumier, le composts, le foin, les

marins, les lacs, les rivieres, les mers es oceans ...etc. (Lacey, 1973 ; Cross, 1981 ;

Goodfellow et Williams, 1983; Lacey, 1997) ainsi que dans les environnements extrémes
tels que les milieux trés salés. Ils soni presents dans les sols glaciaires de ’arctique, les

déserts chauds et secs de divers C@ntments les sols des régions industrielles polluées par du

pétrole ou des métaux Iourds dans Ies\ilacs extrémement alcalins (Lechevalier, 1981). Les
actinobactéries sont au35| retrouvees dans les milieux aquatiques : les rivieres et les ruisseaux
et méme dans des sedlments oceamques situés a plus de 4000 m de profondeur (Cross, 1981 ;

Goodfellow et Wllllams 1,1983). Généralement neutrophiles, ils peuvent cependant étre

predommants dans certams sols tres acides (Reed et Drozdowicz, 1978).

Ians Ie SOl \|Is sont présents depuis la surface jusqu’a plus de 2 métres de
profondeur \;Le nombre de ces microorganismes atteint 10° germes par gramme de sol
seché (Goedfellow et Williams, 1983). Le rapport Microorganisme totaux /
Actmomycetes diminue avec la profondeur, la couche superficielle contient au moins

80 % de bactéries actinomycétales, alors que la couche située a une profondeur de 80

itimetres ne contient que 40% voire jusqu’a seulement 16 % (Waksman, 1967).

Les actinobactéries sont généralement plus nombreuses que les champignons, mais

moins abondantes que les autres bactéries. Elles préferent un pH neutre ou peu alcalin

5
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compris entre 7 et 8 (Hagedorn, 1976), elles sont généralement mésophiles, certaines sont
thermophiles (Goodfellow et Williams 1983) tel que Thermoactinomyces (Lacey et Cross,
1989) tolérants des températures avoisinant 50°C voire 60°C. Elles sont aérobies strict a
I’exception de certaines espéces anaerobies facultatives (Oerskovia), ou mgj/féfé\ééroyphiles

(Actinomyces et Agromyces) (Lechevalier, 1981),

La majorité des actinomycétes vivent dans des conditions d’ humldlte peu‘ ¢levées de
I’ordre de 5 a 25%, et elles peuvent se développer dans des endro1ts ou Tactivité de I'eau
(aw) est tres basse (Davies et Williams, 1970 ; Goodfellow et \Nllllamé 1983, Lacey et
Cross,1989).

Les sols sahariens sont caractérisés par unedfa\i‘blé humldité avec un degré de

pluviométrie souvent inférieur a 100 mm par an, des témpqratures extrémement élevées et
de faibles quantités d’humus. Les sols deserthues ne sont pas stériles, ils sont peuplés d’une

flore microbienne tres variée (Killian et Feher\ 1939) Parmi les bactéries isolées, les

actinobactéries représentent une microflore’s \sentl\elle, leur présence est importante dans

ce type d"écosystéme extréme (Killian et Feher, 1939).

La plupart des actinobactéries, sont saprophytes et sont aptes a dégrader la matiere
organique non biodégradables par Ies\bham]fii/gnons et les bactéries (Crawford et al., 1993)
sous forme polymérique (keratme cellulose lignine) et a produire des substances
,,/ I

encore symbiotiques des plantes ou des animaux (Williams et al., 1984; Locci, 1994; Suzuki

2000). Certaines d’entre elles sont pathogénes ou

probiotiques et antlblothues (Kleser

et al., 1994; Peltola et al 2001) ‘Elles peuvent coloniser la rhizosphére des plantes et jouer
un réle dans la promotlol\ de leur croissance et contribuent a leur protection contre les agents
nocifs (EI- Tarablly et al 2009 Qin et al., 2009; Khamna et al., 2010). Les actinobactéries

sont frequemme t bacterlolythues grace a des enzymes hydrolytiques capables de

fragmenter ies peptldes de la paroi, leurs propriétés anti microbienne sont aussi bien

connues et\un bon nombre d’ antibiotiques sont produits lors de leur croissance.
L’ equlpem\ t enzymathue des actinomycetes est tres diversifié, il est a 1’origine du

role- ecologlque majeur de ces organismes (Boudemagh, 2005).
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Tableau I. Habitats de certaines actinobactéries (Grigorova et Norris, 1990).

Actinoplanes eau douce, litiére végétale, sol. )
Frankia nodules racinaires des non- Iegummeuses
Micromonospora eau douce, sédiments, sols humrdes
Nocardia amarae boues activees. /-
Rhodococcus coprophilus déjections animales, eau, sol B
Saccharopolyspora rectivirgula Moisi du foin. ‘
Streptomyces sol, litiere végétale, eau,

Thermoactinomyces compost.

1.3. Taxonomie et critéres d’identification

\ :\

Les actinomyceétes sont classés dans le domame Bacterla et phylum des Actinobacteria
selon le Bergey’s manual, (2012), ce dernler\(phylum) est subdivisé en 06 classes dont celle
de Actinobacteria. Celle- ci se divise en 15 ordres. Les plus important sons ceux des

Actinomycetales et Streptomycetales (G\‘ ow et al., 2012).

La taxonomie actuelle des| '/’/ééfih:mycetes est basee sur plusieurs critéres
morphologiques, chimiques, physmlogmues ‘et moléculaires. La plupart des genres peuvent

étre définis par des critéres morpheloglques et chimiques, tandis que la détermination des

espéces repose sur les critéres’ physmlog‘lques et moléculaires.

1.3. 1. Taxonomie phenotyplque
1.3.1.1. Criteres morphologlques

Les caracteres macromorphologlques et culturaux des actinobactéries sont déterminés
sur dlfferents mllleux de culture, ils contribuent dans la différenciation des genres
d actmobacterles II § "agit d’observer a ’oeil nu la production ou non du mycélium aérien
(MA) et Ia presence ou non de mycélium du substrat (MS) ainsi que la production ou non de
plgments m'lan0|des Les couleurs du mycélium aérien, du mycélium de substrat ainsi que la
prfgdﬁuet\!\on\,et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu de culture sont obtenus a
ide d

une charte de couleur (Kelly et Judd, 1976).
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La détermination des caracteres micromorphologiques se fait par I'observation directe
au microscope optique ou électronique des cultures poussant sur des milieux gélosés (Tresner

et al., 1961; Holt et al., 1994). Les observations portent sur les myceélia aériens et du substrat.
11 s’agit d’observer la présence ou non de sporophores sur le mycélium, la présq\@%on de
sporanges, de sclérotes ou de synnemata tel que Actinosynnema, la pr@e spores

mobiles tel que Planomonospora, Actinoplanes, ou non mobiles tgb;que\ eptomyces,

J
02, 03 et 04). [

Streptosporangium, leur forme, leur disposition sur les hyphes et Ieurs\\(@m%és (Figure 01,
N
\\\77/)"

Streptomyces violaceus% Micromonospora sp.
(-
Figure 01. Photographies au microsc@( él/ tronique d’isolats d’actinobactéries non mobiles
monosporulés (I—I@a@a\vi}a/et al., 2004 et Hayakawa, 2008)

N

Nonomuraea sp; Actinomadura spp.
&
F}gurre\o ~Photographies au microscope électronique d’isolats d’actinobactéries non mobiles
( \/77;\ \
) )

dotées d’oligospores (Hayakawa, 2008)

&
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-a o

Figure 03. Photographie au Flgt;%/% QPhotograpme au
microscope ¢lectronique d’un isolat icroscope p /électronique d’isolat
d’actinobactérie non mobile a Iacti Ctérie mobile a
sporanges (Ara et Kudo, 2007). //sporan (Hayakawa, 2008).

N

1.3.1.2. Critéres chimiques (chimiotaxonomiq é)‘s

Si les caracteres morphologiques r:relzﬁl\gkl\eye suffisants pour la détermination de
certains genres, la grande majorité nécessite l% étude chimique ou chimiotaxonomique des
constituants de leur paroi cellulaire. B%é%ﬁ (1965) ; Yamaguchi (1965) et Lechevalier
et Lechevalier (1970 a et b) ont pué\ur@/ es méthodes pratiques afin de différencier les

genres d’actinobactéries et divi éﬁféht\\lég actinomycetes en chimiotypes sur la base de
) )

//\

\

I’analyse de la composition cellulai en acides aminés pariétaux, en glucides cellulaires, en

phospholipides membranaires, en ménaquinones, en acides gras membranaires et en acides

e;%é&es importantes dans la taxonomie des actinobactéries est la présence

T~

de deux aCIdes\aril\ es dans la paroi cellulaire, il s’agit de 1’acide diaminopimélique (DAP),

qui peut étre so formes isomériques LL ou DL (méso) et la glycine qui est variablement
T~

présente., Chez quelques actinobactéries, le DAP peut étre remplacé par la lysine, I’ornithine

ou I’acide diaminobutyrique (Becker et al., 1965).

K@cellulalres

\k&u\@ \|§GS sucres caractéristiques sont principalement les couples arabinose-galactose,

\ inose-xylose, rhamnose-galactose, ainsi que le madurose ou 3-0 méthyl galactose
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(Lechevalier et Lechevalier, 1970b). Sur la base de la composition des cellules en acides

aminés et en sucres, plusieurs chimiotypes ont été définis (tableau I1).

Tableau I1. Chimiotypes rencontrés chez les Actinobacteria
(Lechevalier et Lechevalier, 1970).

I1C LL DAP + glycine (pas de sucres taxonomiquement Streptomyces
importants) i
11D DL DAP + glycine + arabinose + xylose Mlcromonospora
Actmoplanes
1B DL DAP + madurose Actinomadura,
" Streptosporangium
I c DL DAP (pas de sucres caractéristiqueé)ﬁ‘\ B Nocardiopsis
I E DL DAP + rhamnose + galactose Saccharothrix.
IV A DL DAP + arabinose + galactos.‘ Nocardia,
/S Amycolatopsis.
\/ Ornithine + lysine Actinomyces.
VI Lysine ( Oerskovia
VIl Acide dlamlnobutynqué ethycme (lysine Agromyces
variablement presente)
VIII Ornithine : Cellulomonas.

Lipides

L’analyse deshpldes cellulaire pariétaux et membranaires est un outil important dans
la classification des acfiﬁobactéries dont les phospholipides, les ménaquinones, les acides
gras et Ies audes mycollques ces derniers étant des lipides complexes insaturés. L’analyse

des phosphollpldes a permis de distinguer cing profils phospholipidiques notés de Pl a PV

caracterlses par la présence d’un ou deux phospholipides caractéristiques (Lechevalier et al.,

1977) (tableau ).

10
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Tableau I11. Types de phospholipides membranaires rencontrés chez les Actinobacteria
(Lechevalier et al., 1977).

Pl - - - \% Actinomadura. RN

PIl + - - - Streptomyces, Pseudonocard ::f\

Pl - + - \% Nocardiopsis, Amycolatopsm

PIV + - + - Nocardia, Nonomurae

PV - - + + Oerskovia. /RN
PE : phosphatidyléthanolamine, PC : phosphatidylcholine, PG : phospholipides contenant dé la glucosamine,
PGI : phosphatidylglycérol. +: présent; -: absent ; v: variable selon Ies gehres et les espéces. Le

Phosphatidylinositol Pl est présent chez toutes les actinobacteries. w,\

1.3.1.3. Criteres physiologiques et taxonomie numérique

Pour la determination des especes, il est important @’ utihsef ,des tests physiologiques

_/ //

r\dﬁ'/lques protéiques, polyméres

de type de dégradation de différents composés gIUC|d|ques
complexes, stéroides, etc., des tests de tolérance a dlfferents agents physiques (température et

pH) et chimiques (chlorure de sodium, phenol, lysQZme,\antlblothues, ...etc.).

‘J
\\ /

La taxonomie numérique a aussi apporte:plus de clarté dans la reconnaissance,

auparavant tres confuse des espéces. @oodfe, ow (1971) fut 'un des premiers a avoir

appliqué cette analyse aux actinomycett ais vu le nombre important de tests a effectuer,

cette méthode est tres peu utilisée surtOﬁUt &épuis I’avenant des critéres moléculaires.

1.3.2. Taxonomie moléculaire

Dés I’avénement de la blolegle moléculaire vers le début des années 1980, les
méthodes traditionnelles de c issmcatlon ont commencé a étre remplacées par les techniques
moléculaires qui reposent sur les analyses des séquences de I’ADN codant pour I’ARN

ribosomique 16S (ADN \168) 1 hybridation ADN-ADN et la détermination du pourcentage

de guanine- cytosme (GC%) pour déterminer la position taxonomique des actinobactéries
(Stackebrandt et

Sequen(;age de l’ADN rlbosomlque 16S

Le premler a avoir utiliser cette technique pour la taxonomie des actinobactéries a été
Stackebrandt et ses collaborateurs en 1981 et 1983. Le géne codant pour I’ARN ribosomique
16S est un gene chromosomique d’une taille de 1500 paires de bases, présent chez toutes les
‘idont la séquence est spécifique de chaque espece et dont les extrémités 5° et 3’ (15

;a\mi’eréé et 15 dernieres bases) sont conservées dans toutes les espéces bactériennes.
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L’étude de ’ADNr 16S utilise deux techniques de base la PCR (Polymerase Chain
Reaction) et le sequencage. Le géne ADNr est amplifié par PCR, puis les séquences du
produit sont analysées. Les séquences ainsi obtenues des différents taxons sont comparees
entres elles ou bien avec des especes de références répertoriees dans des banques de donnees
génomiques (Rainey et al., 1996 ; Labeda et Kroppenstedt, 2000) acceSSJbIes sur mternet
telles que « Ez Taxon ». Ainsi, le séquencage de ’ADNr 16S constltue un \ouul trés rapide
pour I’identification des taxa. Le positionnement taxonomique des souches étudiées par
rapport aux genres et aux especes voisines (phylogénie) utilise des‘ methodes de calcul des
distances d’évolution. Il est admis que deux genres ayant une homo}egle inférieure a 94%
sont différents, il en est de méme pour deux especes presentant une homologle inferieure a
97% (Devereux et al., 1990; Stackebrandt et Goebel, 1994) H faut cependant noter qu’un

taux d’homologie compris entre 97% et 100% n 1nd1que pas\necessalrement que les especes
sont identiques, surtout si cette dernicre fait partle d un genre comptant un grand nombre

d’espéces comme c’est le cas pour le genre Streptomyces Le recours a I’hybridation ADN-

ADN s’avére donc nécessaire pour statuer
contexte, Meier-Kolthoff et al. (2013) et Kim gt al. (2014), ont proposé 98,2% et 98,65%,
respectivement comme une limite de’séparati n entre les especes et ce sans avoir recours a

I’hybridation ADN- ADN.

~\ﬁmt1\vement sur des cas pareils. Dans ce

Hybridation ADN-ADN /
L’analyse de Ihybrldatlon ADN ADN est indispensable pour [I’identification

définitive d’une espéce lorsque les sequences de ’ADNr 16S présentent des similarités
supérieures au pourcentage du seull de la détermination d’espece nouvelle. L’hybridation
ADN-ADN cons1ste a estlmer e taux de réassociation (hybridation) de ’ADN génomique

d’un taxon avec oelul des especes les plus proches. Deux especes sont considérées différentes

si elles ont une ta ‘x\de ressemblance de ’ADN génomique inférieur a 70% (Wayne et al.,
1987 ; Devereux et al 1990).

Pourcentage de guanine-cytosine (G + C)
En 1949 Chargaff et al., signalent que le contenu en bases puriques et pyrimidiques de

) e
/

"/DN pouvalt varier d’un individu a I’autre mais était constant pour les individus d’une

/§pece. Chez les bactéries le pourcentage G+C varie de 25 a 75%. Pour les
cti Obaetéries, ce coefficient est supérieur a 55%, il est généralement compris entre 60 a
8% (Ensign, 1978 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; Chun et al., 1997 ; Stackebrandt et al.,
1997 ; Euzéby, 2002). Le Tableau IV, represente les valeurs de GC des actinobactéries. La
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détermination du coefficient de Chargaff (G+C%) est un critére important non seulement dans
I’identification des genres mais aussi des familles d’actinobactéries. Ceci a permis de
différencier la lignée des actinobactéries de celle des autres bactéries. De méme, d’autres
bactéries non mycéliennes telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter ‘et méme
Micrococcus, sont considérées comme faisant partie de la lignée phylogenlque des
actinobactéries (Goodfellow, 1985 et 1989).

\ ‘\

Tableau IV. Valeur du coefficient de Chargaff des dmfferents
genres d’actinomycétales (Jacque, 1985) /

Mycobacterium 64270

Actinomyces 63 a 7/3"" \
Nocardia 674 69 4
Streptomyces BQ a 76

7 \4/a 728

Micromonospora
70,6476

Actinoplanes

1.4. Importance des actlnobacterles

Les actinobactéries par Ieurs proprletes et leur diversité écologique dans les différents

écosystemes ont fourni un nombre con3|derable de composés bioactifs de haute valeur

commerciale. Elles sont recherchees de fagon routiniére dans le but de découvrir de nouvelles
substances bioactives utlllsees dans  différents domaines industriels,  biotechnologies,
pharmaceutiques et allmentalres (Vijayakumar et al., 2007).

Les actmobactenes _contribuent significativement dans la dégradation de polymeéres

complexes tels que : Ia Irgnocellulose I’hemicellulose, les pectines et la chitine (Abou-Elela
et Ghanem 2005 Plzzul 2006 ;Vijayakumar et al., 2007). Elles jouent un réle majeur

dans {e récyclage de la matiére organique, les interactions avec les plantes et dans

I ecosyst \me du sol en général (Hirsch et Christensen, 1983 ; Conn, 2005 ).

//i?f?\j;ahé les domaines pharmaceutiques, médical et vétérinaires, les actinobactéries

\ ) ) , . C . R .
e\cluisent de nombreuses molécules a activit¢ antitumorale tel que [’anthramycine, des

sec 6\i&es, des acaricides tel que I’altémicidine, ...etc. (Vandamme, 1985). Cependant ce
ont les antibiotiques qui occupent une place importante dans 1’arsenal thérapeutique et

\”éommerciale (Lacey, 1973 ; McCarthy et Williams, 1990 ; Ouhdouch et al, 2001;
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Saadoun et Gharaibeh, 2003; Oskay et al., 2004). Plus de 70% des molécules actives
d’origine actinomycetale sont synthétisées par le genre Streptomyces (Eckwall et Schottel,
1997), dont différentes familles chimiques telles que aminoglycosides, anthracyclines,
chloramphenicol, p- lactames, macrolides et tétracyclines (Wijittra et al . 2006) Plus de

60% des substances médicamenteuses utilisées en chimiothérapie cancereus

composés naturels et la plupart proviennent d’actinobactéries, tels que lac inomycme D

(Demain et Lancini, 2006 ; Anibou et al., 2008).

~N
O\

Dans le domaine agronomique, gréace a leur capacité de tranéfwmation des substances
organiques complexes difficilement ou non dégradables par Ies autres. mlcroorganlsmes tels
que les polymeres complexes, les polysaccharides, les/ Ilgnoeeltuloses la chitine, etc.., les
“i’»"’s/ols (Lechevalier, 1981 ;
Goodfellow et Williams, 1983 ; Lacey, 1997 ; Zaltlln et Watson 2006 ; Pizzul, 2006). lIs

sont aussi capables de deégrader ou de recycler Qertalnes toxines produites par des

actinobactéries jouent un réle important dans la fertlllsauon\

champignons toxinogénes et réduire ainsi leu teheur dans les produits agro-alimentaires
(Holzapfel et al., 2002). Leur grand pou»gmr an \goniste leur confére également un role dans

la distribution écologique des microorg: f'('Dommergues et Mangenot, 1970) et dans la

lutte biologique contre les agents phytepgti \g’enes telluriques (Goodfellow et Williams,
1983). N/

Les antibiotiques synthéﬂéés pér les actinobactéries et commercialisés trouvent

également une application dans les elevages industriels d’animaux (Khachatourians, 1998) ;
IIs sont utilisés non seulement pour prévenir les maladies des animaux, mais aussi dans
I’alimentation pour aecrmtre Jles rendements en zootechniques (Tomita et al., 1990 ;
Khachatourians, 1998 et Schwarz etal., 2001).

Certalns antiblothues produits par les actinobactéries sont parfois utilisés dans la lutte
chlmlque contre les thaladies des plantes d’origine microbienne, comme c’est le cas pour la
kasugamycme la blast|C|d|ne et les polyoxines. Ces dernieres sont utilisées a grande échelle
depuis, Iongtemps au Japon contre certaines maladies du riz (Misato, 1982). Les

ac/,t;ngbgctemes ont aussi I’avantage d’adhérer aux interfaces non miscibles a 1’eau en raison

de. hy,,dfophobicité de leur paroi cellulaire et sont capables de dégrader des hydrocarbures

lores-ainsi que des composés organiques complexes (El-Shatoury et al., 2004) ; ainsi la
apacité de dégradation de composés hydrophobes et leur activité est due soit a la production

~de biosurfactants extracellulaires, particulierement des glycolipides tels que le tréhalose, soit
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par la production de biosurfactants cellulaires tels que les acides mycoliques (Pizzul, 2006).
Les actinobactéries, dans les habitats naturels tels que les foréts ; interagissent de différentes
maniere avec les plantes supérieures (Li et al., 2002). 1l a été demontré que les actinobactéries
vivent en association dans la rhizosphere, avec de nombreuses plantes, notamment Iescultures
de céréales telles que le blé (Coombs et Franco, 2003). Le genre Frankia est ega]ement tres
important pour un bon nombre de plantes, provoquant des nodulations aux rac nes permettant
ainsi la fixation de I’azote par la plante hote (Zaitlin et Watson, 2006 Lechévaller 1981 ;

Goodfellow et Williams, 1983).

Dans les domaines industriels, les actinobactéries sont uilllsees pour la production de

plu5|eurs substances a forte valeur ajoutees parmi Iesquelles Il faut citer : les vitamines

traitement des effluents sont synthétisées par. \es actlnobacterles (Basilio et al., 2003 et
Oskay et al., 2004). -

Elles peuvent aussi produire\? \ mones, des vasodilatateurs, des inhibiteurs
enzymatiques,  des substances ] antl cholesterolemlques des analgésiques, des
immunosuppresseurs, des hypoglycemlants toxines ...etc. (Asselineau et Zalta, 1973 ;
Deshpande et al., 1988 ; Ohmorl \I 1988 ; Umezawa, 1988 ; Papp et al., 1992 ;
Tsuboya et al., 1996 ; Kim etl “1998 Murakata et al., 1998 ; Eder et al., 2002 ; Dairi,
2005 et Pizzul, 2006 ) elles mterwennent également dans la bioconversion des stéroides

(Sallam et al., 1995) (FlgLIre 05)

2. AnthIOthue\S\ =

2.1, Général;ité\é\{;

Le m@t antlblothue fut utilisé la premiere fois en 1942 par Waksman et le défini
comme etant ‘une substance chimiquement finie, produite par des microorganismes et qui a

I//"preprlete d'inhiber la croissance ou méme de détruire des bactéries ou certains

/anlsmes en solution diluée in vitro ou in vivo » (Simon et Meunier, 1970).

A Torigine, le mot antibiotique désigne tout produit microbien qui, méme a tres

- faibles concentrations, inhibe ou tue certains microorganismes. Maintenant il est élargi pour
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inclure en outre toute substance synthétique ou semi-synthétique dotée de ces propriétés
(Singleton, 1994).

Les actinobactéries occupent la premiere place comme fournisseurs ge si\b:ances
bioactives dont 45% de ces molécules sont d’origine microbienne, soit /en% 0 100
composés (Berdy, 2005 ; Solecka et al., 2012). \

()
N\

pharmacologlq/a/
ologiquemep actlfs

N

croissance d
plantes

Figure 05. Métabolites secondaires

i \Zif&s\pgoduits par les actinomycétes (Conn, 2005).

(N
Parmi les substances bloactl\\/é\s, les antibiotiques  sont les molécules les plus

importantes et 40% de ces derni res\|:)0§sedent des activités antifongiques. (Lacey, 1973 ;
McCarthy et Williams, 1990 ; O G@uch et al., 2001 ; Saadoun et Gharaibeh, 2003 ;

Oskay et al., 2004). Le\g_ e é?reptomyces est la source la plus importante de ces

\emntibiotiques peuvent étre classés selon leur nature chimique, leur mécanisme
op let leur spectre d’action (Walsh, 2000). La classification la plus utilisée est celle

la structure chimique (Berdy et al., 1987 ;Bycroft, 1988). La diversité et la

ﬁ ;

% mplexité des molécules antibactériennes rendent nécessaire leur classification. Prés de 7000

olécules ont été classées dans 9 grandes familles et de nombreuses sous-familles chimiques
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(tableau V). Les actinobactéries produisent une gamme diverse d'antibiotiques comprenant
des aminoglycosides, des anthracyclines, des glycopeptides, des p-lactamines, des macrolides,
des nucléosides, des peptides, des polyénes, des polyéthers et des tétracyclines (Sahin et
Ugur, 2003).

microbienne.
Selon la famille d’antibiotiques concernée, le mécanisme d’action consistera Soit & :

< inhiber la synthése du peptidoglycane, matériau de aé\é%jdé“)\l\:a paroi bactérienne : f-

phénicolés et tétracyclines ;

< inhiber directement ou indirectement la S ithese des acides nucléiques : quinolones,

sulfamides, ... etc. (Prescott et al., 201

2.2.1. Inhibiteurs de la synthése du peptl lek\g//cane

De nombreux antlblothues mhlbent la synthése du peptidoglycane, composant
essentiel de la paroi des bacterles a G M positif et a Gram négatif. La synthése de la paroi
bactérienne comporte tr0|s etapes sticcessives : la premiere dans le cytoplasme consiste en la
formation des unités de base de I'UDP-N-acétyl-glucosamine et I'UDP-N-acétylmuramyl-
pentapeptide. La deumeme etape permet le passage par un systeme de transporteurs lipidiques
a travers la membrane Cytoplasmlque de ces deux précurseurs et leur addition pour former une
molécule de dlsaccharlde -pentapeptide. Au cours de la troisieme étape, cette molécule
s'integre au, peptldoglycane pré-existant. A ce stade, deux enzymes essentielles interviennent :
une transg}ycosylase qui permet l'attachement des disaccharides-pentapeptides entre elles
aboutlssant a Ia formation des chaines polysaccharidiques et une transpeptidase qui réticule
Ies chalnes entre elles par formation d'une liaison peptidique entre l'alanine-4 d'un

dis charlde pentapeptide et le peptide d'une chaine voisine. Chacune de ces trois étapes peut

e perturbee par l'action des antibiotiques. Par exemple, les B-lactames inhibent la derniére
;tape de la synthése du peptidoglycane (Smaoui, 2010 ; Prescott et al., 2013), |

~vancomicine est une molécule composée d’une partie peptidique liée a un disaccharide. La
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partie peptidique de I’antibiotique bloque la synthése du peptidoglycane lors de 1’étape de
transpeptidation en se liant spécifiquement a la séquence terminale D-alanine-D-alanine du

pentapeptide du peptidoglycane. 1l a un effet bactéricide (Prescott et al., 2013).

Tableau V. Classification des antibiotiques selon leur structure ¢
(Berdy et al., 1987) /

1-Glucide et apparentés

2-Lactones
macrocycliques

3-Quinones et apparentes

4-Acide aminés et
peptides

5-Hétérocycles a azote

6- Hetérocycles a oxyg \

7-Composés alicy(;,liq[j\&is\\ -

-Glucides purs
-Aminoglycosides

-Glycosides

-Glycolipides
-Macrolides
-Polyénes
-Macrotétrolides )
- Macro lactames
-Polycycliques accol
linéairement

-Dérivés naphoquinoniques

-Dérivés ben/ qt nomques

-Dérivés d’ @ldes a linés
-Homopeptldes
—Heteropeptldes
-DepSIpep ‘es

-Heterocycles non accolés
N Heterocycles accolés

\ —Polyethers

“Dérivés cycloalcane
") -Terpénes

-Oligoterpénes

-Dérivés benzéniques

-Composés non
benzéniques
-Aromatiques accolés

-Autres derivés aromatique

-Dérivés des alcanes
-Dérivés d’acides
carboxyliques

-Composés contenant du
phosphore ou du soufre

18

Nojirimycine /

Steptomycme gentamwlcme kanamicine.

C-Glycosides : vancomycme
N GlyCOSIdeS strlptothrlcme

Stlram ﬁne éryhromicine.
Amphotercme nystatine, cndicidine
Teranactme nonactine
leamycme

~Tétracyclines

g Anthracylines

Mitomycine

Cyclosérine, pénicilline, nocardicine
Bacitracine, cyclosporine

Aculé acine
Valinomycine

Aerulomycine, mildiomycine
Phénazines, herbicidine

Monensine, nigércine

Cycloheximide
Acide marasmique.
Acide fusidique.

Chloramphénicol.
Griséofulvine.
Fusariocine.
Novobiocine.
Elaiomycine

Cérulénine

Fosfomycine.
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2.2.2. Inhibiteurs de la synthése protéique

De nombreux antibiotiques inhibent la synthése protéique en se fixant sur le

ribosome et d’autres composants de cette synthese, d’ou plusieurs étapes de cette derniere

peuvent étre affectées : la fixation de I’aminoacyl-ARN, la formation de la liai; ‘ h\p\é\r;ﬁdique,

la lecture de I’ARNm et translocation (Prescott et al., 2013). Dans catégqf ‘

inhibiteur on

peut citer :

« Macrolides : Liaison de facon réversible a la sous unité 50$/‘;faés:fr:j'bbsomes (site P)
inhibant la transpeptidation et la translocation, ils ont un effet 555téﬁ6§tatique (Lavigne,
2007), I’exemple de I’érythromycine qui se fixe sur la I’ ARNI' 23S dé 1a sous unité 508 du
ribosome et inhibe 1’¢longation de la chaine peptldlq\;

(Prescott et al., 2013). /f?’;

\pendant la synthése protéique

< Aminoglycosides : lls se fixent sur la sous unité SOS du ribosome et interfere avec la
‘ \

synthése protéique (Prescott et al., 2013) et cela par l’mhlbltlon de I’¢longation de la chaine

peptidique et en bloquant le complexe &’i ftjpn (Lavigne, 2007), ils ont un effet

bactéricide.

¢+ Chloramphénicol : il se fixe a I’ARNr 3‘S ‘\éur la sous unité 50S (au site A) du ribosome

et inhibe la peptidyltransferase (Prescott et al 2013), ils ont un effet bactériostatique.

¢ Tetracyclines : lls |nh|bent Ia synf/"’ese protéique en se fixant sur la sous unité 30S du

ribosome et ils inhibent la ﬁxatlon des molécules d’ aminoacyl-ARNt sur le site A du

ribosome, ils ont une acnon bacterlostathue (Lavigne, 2007 ; Prescott et al., 2013).

2.2.3. Inhibiteurs d‘e\jg‘syh/thése des acides nucléiques et de leurs précurseurs

Les inhibi\f \urs dela synthése des acides nucléiques visent soit I’ADN polymérase et
I’ADN héllcase \ou I

2

ARN polymérase et bloquent de ce fait respectivement la réplication ou

la trans ptlan (Prescott etal., 2013).
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Macrolides  chjoramphénicol

P site (Peptidyl-RANA
A site (Aminoacyl-
tRNA birding site) (

binding site)

E site
(Exit she) I
Large
subunt
mRNA
binding site Small
subunit

gy
Aminosides Tc'traqﬁdin%\‘)

Figure 06. Inhibiteurs de la synthese protéique/@fi%r@, 2007).

¢+ Quinolones et fluoroquinolones : les quinolones inhibe %%ﬁquement I’activité ligase
en se fixant sur la sous-unit¢ A de I’ADN gyrase (Inhibition de la réplication de I’ADN)
(Bustany et Chaumet-Riffaud, 1993). \ —/

|

+«+ Rifampicine : bloque la transcription par Izhijgi\sgjazlé sous-unité 3 de I’ARN-polymérase.

Elle aun effet bactéricide (Lavigne, 2%

Figu hibiteurs de la synthese des acides nucléiques et de leurs précurseurs
(Lavigne, 2007).
2.3. R>©é5| nce, aux antibiotiques

/ “Rlxeﬁoactéries, au fil du temps, ont développé des moyens pour éviter l'action des
‘ %%ues pour pouvoir reésister a des concentrations en antibiotiques significativement
% clevées que celles habituellement actives sur les souches de cette espéce.

des bactéries sensibles aux antibiotiques. Celle-ci correspond a une adaptation des bactéries

aut distinguer la résistance innée ou naturelle, de la résistance acquise apparaissant chez
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aux antibiotiques qui est due soit a des mutations soit a la présence de nouveaux genes portés
par des plasmides ou des transposons. La résistance par mutation chromosomique ne concerne
qu'un faible pourcentage des souches isolées en clinique. Découverte a la fin des années 50,

au Japon a la suite d'une épidémie de dysenterie bacillaire, la résistance d'origin%dique
est beaucoup plus fréquente (Prescott et al., 2013). Les bactéries peuvent devenir résistantes

a un antibiotique en I’empéchant d’entrer dans la cellule, en I’expulsant cellule, en

I’altérant a I’aide d’une enzyme, en modifiant I’enzyme ou l’organite\l)leépour le rendre
R

moins sensible. Les génes résistant aux antibiotiques peuvent étre pré entﬁ\ur le chromosome

bactérien, sur un plasmide, appelé plasmide R, ou sur d’autres €lémen %jéﬁétiques comme les

(

N

—
& <>
~hzyme dégradant 3 )
}'nnlihlo”que ) . /
iedd 3

otigue
@

transposons (figure 08) (Prescott et al., 2013). 0 0 N

/\"""'

enes de réng

Sistanc
aux ibi A -
i antibiotiques

Enzyme modifia
I'antibiotique ok

Cible de I'antibi
altérée T g

Antibiotique
F
a

NN\ g 4 . N
écanisme de résistance aux antlblothues.
Les bactéries résistent a es antibiotiques (1) en empéchant I’antibiotique d’atteindre (altérant) la cible,

igure
(2) en dégradant ib\gtgsue, (3) en modifiant I’antibiotique, ou (4) en rejetant rapidement I’antibiotique
~ (Prescott et al., 2013).

N\ . - .
. Aucours de ces dernicres années, les mycoses ont augment¢ d’une fagon sévere et se

‘ —/
\Q\ow\i%f% a la quatrieme position des infections nosocomiales (Beck-Sagué et Jarvis, 1993,
-

le, 2003). Cela est du a I’augmentation du nombre de patients immunodéprimés, comme

\ es cancéreux, les personnes infectés par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) et les
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personnes ayant subi une greffe d’organes solides (Cheraiti et Gacemikirane, 2012). De
graves pathologies atteignant 1’Homme et provoquées par plusieurs espéces de champignons
et de levures sont enregistrées. Parmi elles on peut citer les mycotoxicoses provoquées
par des espéces des genres Fusarium et Aspergillus (Drouhet, 1978). Ces dermers dont A.

fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans et A. terreus sont responsables de"la plupart des

mycoses invasives et de prés de 90 % des mycoses humaines. (Carle 200 Couturaud,

2004). Certaines myecoallergies sont provoquées par des especes des genres Pen|C|II|um et
Mucor et des mycoses superficielles ou profondes sont causees par Candlda albicans,

Microsporum, Trichophyton (Drouhet, 1978).

Des agents chimiques tels que I’iodure de potassium,- lessels de métaux lourds, des

métalloides, des dérivés soufrés et phénoliques, des colora .. sont utilisés pour traiter

certaines mycoses superficielles (Hamoir et al., 2001).‘ *f

Au début du 20 “™ siécle, sont decouvertes | puis développées des molécules

destinées a lutter contre les champignons parasites- del Homme et des animaux. Actuellement

des études s’orientent vers la recherchel uti ,,,satlon des biomolécules obtenues a partir des

microorganismes qui ont des activités-an icrobiennes.

Les antifongiques représentéﬁt\ prég'/ de 40% des antibiotiques synthétisés par
I’ensemble des microorganismes, (Berdy etal., 1987). La gamme des antibactériens est donc

beaucoup plus importante que ceIIe

: \s antifongiques (Di Domenico, 1999) et plus de la
moitié de ces antlfonglques possedent egalement des activités antibactériennes (Berdy et al.,

1987). Ces molécules sont Surtout synthétisées par des actinobactéries ou des champignons
(Breton et al., 1989) Les antlfonglques disponibles actuellement en thérapeutique
n’assemblent pas( les. crlteres d’un antibiotique idéal (Lacroix et al., 2003). C’est pour cette
raison qu’il est lndJSpensable de s’orienter vers la recherche de nouveaux antifongiques non
tOXIques Les actmobacterles représentent une source biologique majeure d’antimicrobiens
contre: des mycetes et des bactéries pathogenes, et environ 70% des molécules actives

dorlgme 'croblenne notamment les antibiotiques, sont produits par ce groupe de

m/,pgtog{gan}smes (Okami et Hotta, 1988).

.2 C]éjésification des antifongiques

Les antifongiques sont classés en fonction de la structure moléculaire et du mode

~d’action. Il faut noter les Inhibiteurs de la biosynthése de 1’érgostérol (azolés, polyénes)
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inhibiteurs de la squalene-époxidase (terbinafine), inhibiteurs de la glucane-synthase
(Echinocandines) (tableau V1) (Maur, 1990 ; Anatoli et Denis, 2006). Ils peuvent aussi étre

classés selon leur spectre antifongique ainsi que leur mode d’administration.

Tableau VI. Classification des antifongiques selon le mode d’action,’(“A[]é\fgﬁ et

Denis, 2006)
PRy
( A\/
Polyénes Rupture de la membrane Ampho\téricyiﬁe B
Nystatlne
Azolés Inhibiteur de la synthése de R ""}Lmidazoles Kitoconazole

I’ergostérol Tr;azgles Fluconazole

) 1rz;1conazo|e

Allylamines Inhibiteur de la synthese de ) R;Tl'erbinafine
Iergostérol - Butenafine

Pyradone Rupture de la membrane ‘

Morpholine Inhibiteur de la syn e\ de Amorpholine
’ergostérol /
Pyrimidine fluorée Fluorocytosine
Echinocandines Inhibiteur, de fa. synthese des Caspofungine
glucanes

,,;;:f/ Anidulafungine

Autres Griséofulvine

3.2.1. Antifongiques d’{,,or\\i\gvip\e naturelle

Selon la struc:jtgré*ﬁh\i\mique des molécules , on distingue les antifongiques de structure
polyénique , actifé esé\é\htieilement contre les champignons, et les antifongiques de structure

non polyenlque pouvant étre souvent antibactériens également.

3211 A\ ttfonglques polyeniques

~<:;;1>Plus*\de 200 molécules a action antifongique, synthétisées par les actinobactéries,
appéftj‘ennéhf a la famille des polyénes (Lortholary et al., 1999). La plupart d’entre elles
k OdUIteS par des souches de Streptomyces (Watve et al., 2001). Les antifongiques
polYemdues sont caractérisés par la présence d’un grand cycle lactone (comprenant 12 a 37
\atome de carbone) possédant une partie hydrophile (6 a 14 fonctions hydroxyles) et une partie

“de squelette carboné hydrophobe ayant un certain nombre de doubles liaisons conjuguées (3 a
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7) (Brautaset et al., 2000 ; Van Bambeke et Tulkens, 2008). Cette famille est caractérisée
par un groupe chromophore formé de doubles liaisons conjuguées (CH= CH),, d’ou le nom
polyéne, ces derniers possedent un anneau lactone macrocyclique et sont parf0|s dénommeés

macrolides polyéniques (Lortholary et al., 1999). La partie active de ces composes est

I’anneau macrolide avec une partie rigide lipophile et une partie fIEXIbI

(Lortholary et al., 1999). Le nombre de doubles liaisons permet de";I\~\\§ubd|V|ser en
plusieurs sous-groupes (triénes, tétraénes, pentaénes, hexaénes et heptaenes) ou chacun
d’entre eux posséde trois maxima d’absorption (pics) caracterlsthues en- Mmlere UV-visible

(figure 09, tableau VII).

Les antifongiques polyéniques possédent un Iarge*nspe‘i(':‘ffé/(\'/\\iatve et al., 2001), ils ont

a la fois une activité fongicide et fongistatique (Joffln et :al 2006) Ils agissent sur les

stérols membranaires des cellules eucaryotes (champlgnons animaux). Leur activité non
spécifique touchant méme les cellules animales rend }eurutlllsatlon difficile, ce qui limite leur

utilisation en thérapie (Watve et al., 2001). L arge spectre d’action de ces molécules leur

permet d’inhiber la croissance d’un nongbre c nsidérable de champignons filamenteux ou

levuriformes, saprophytes ou pathoge si que quelques protozoaires (Trichomonas,

Leishmania) ou algues pathogénes (Protothe filamenta et P. zopfii). Cependant, ils restent
inactifs contre certaines Ievures et \Champlgnons (Candida, Histoplasma, Blastomyces,

Coccidioides, Cryptococcus), Ies bacterles et les virus (Drouhet, 1978). En raison des

problemes liés a leur toxicité a Ie

:’/lnstablllte et a leur insolubilite, trés peu de ces

antibiotiques parmi les nombreuse“s molécules décrites, ont trouvé une application en
thérapeutique. L’ amphoterlcme B et la nystatine sont les plus utilisées parmi ceux
commercialisés en therapeuthue (Drouhet et Dupont, 1987 ; Gupte et al., 2002). Dans
I’industrie allmentalre des antifongiques comme la pimaricine et la natamycine sont

utilisés comme conServateurs en fromagerie et en charcuterie (Farid et al., 2000).

ode d action des antifongiques polyeniques releve de divers mécanismes dont la

formatlo\ de camplexes insolubles avec les stérols des membrane cellulaires aboutissant & des

troubles de ia perméabilité cellulaire, entrainant la mort de la cellule (Joffin et Leyral, 2006 ;

Gellen-Dautremer et al., 2010),
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D% =

VAU

Figure 09. Spectres UV-visible d'extraits methanolquESde mycellum contenant un
antifongique de structure polyénique (Bast“de et al., 1986).

o \ S
p -
/ /'7"‘\\\\
\ ( )

~ N\ ) )

\ N / \ ~_ "/

—

Tableau VII. Pics d’abSOI’ptlon gn UV vrsrble des polyenes (Martin, 1979).

O Q\\
\_.;,)emepiC

Triénes 262 Trinénine
Tétraénes 291 Nystatine
Pentaénes 317 Eurocidine
Méthylpentaénes 357\\ © 340 323 Filipine
Carbonylpentaénes 364\ - Bande étendue  Bande étendue Mucocidine

e \\ —
Hexaénes \ 380 358 340 Candihexine
Carbonylhexagges\ - 385 Bande étendue  Bande étendue  Dermostatine
Heptaenés 405 382 361 Amphotericine B

;Contralrement aux antifongiques polyéniques appartenant a la famille des lactones
macrOcycllques les antifongiques non polyéniques appartiennent a plusieurs familles

. \d antlblothues (Berdy et al., 1987). Il faut citer les aminoglycosides (kasugamycine,

\/
validamycine), les quinones (anthracyclines, nanomycines), les peptides (cyclosporine A,
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saramycetine), les hétérocyles azotés (iodinine, tunicamycine, blasticidine S, polyoxine), les
polyéthers (monensines, nigéricine), les composés alicycliques (cycloheximide), les aglycones
(pradimicine, bénanomicine) et les composés aromatiques (Berdy et al., 1987 ; Walsh et
Giri, 1997). Leur spectre UV- visible est tres variable mais en aucun cas ils ne presentent les

trois pics caractéristiques des polyénes (Oroshnik et Mebane, 1963 ; Martln/ 979) Seule la

griséofulvine (produite par Penicillium griseofulvum) ou la pradlmlcme et\~ \benanomlcme
(produites par quelques espeéces d’Actinomadura) parmi tous Ies \antlfonglques non
polyéniques commercialisés (Dupont, 2007) sont utilisés dans Ie traltement des mycoses
superficielles et sous cutanées. Cependant, de nombreuses molecules ont trouvés une

application dans le domaine agricole, tel que I’ ant1myc1ne A, l’aureofunglne la blasticidine S,

le cycloheximide, 1’ézomycine, la kasugamycine, les p01~ o\

phytoactine, la validamycine, ... etc. (Misato, 1982 ; D,eac
L\

3.2.2. Antifongiques de syntheése

Les premiers composés utilis€és pour 1

. , > , . . .
minerale tel que sels de métaux lourds ou métailoides soit des produits organiques tels que

irpropriété fongicide étaient soit d’origine

les acides gras, les composés phenol \\Ies dérivés benzoiques, les colorants, les
ammoniums quaternaires, les dérivés| trlazollques et les dérivés de la quinoléine (Hamoir et

al., 2001). Le développement des te@hmques de synthése chimique lors de la deuxiéme

moitié du XX*™ siécle a permls Ia syn 1 ése de nombreuses molécules appartenant a diverses

familles. Les premiers antlfonglques de ‘synthese ont été utilisés en agriculture (Odds, 1995).

De nos jours, plUSIeul’S de ces molécules sont utilisées en thérapeutique humaine ou
vetérinaire, ainsi qu’ en agrlculture tels que les analogues des nucléosides (ex., la flucytosine
qui est un analogue de Ia pyrlmldme) les allylamines (ex., la terbinafine), les azolés (ex.,
tébuconazole, - |m|dazoles fluconazole, benzimidazole), les échinocandines et
pneumocandmes (ex caspofunglne micafungine), ou encore les carbamates et dérivés (ex.,
thlocarbamates) (Brent 1984 ; Koltin et Hitchcock, 1997 ; Groll et al., 1998 ; Andriole,
2000 ; Bal* as etal., 2005 ; Dupont, 2007).
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3.2.3. Principaux antifongiques utilisés en thérapeutique
3.2.3.1. Origine naturelle
Nystatine

Découvert par Hazen et Brown en 1950, I’appellation initiale etalt fdng\ idin" ce

nom a été changé par ses inventeurs en nystatine en I’honneur des Iaboratolres “New York

STATE" pour lesquels ils travaillaient. La nystatine est un polyéene d’ uq po1ds moleculalre de
926,1, elle posséde quatre doubles liaisons conjuguées (figure 10) C"esf ‘une substance

amphotere qui subit une détérioration en milieu acide. N,

La nystatlne agit comme tous les autres antlfongqueé pelyénes en degradant la

vitro est trés étendu, il rassemble pIu5|eurs Ievures pathggenes comme les Candida sp.
(Hildick-Smith et al., 1964). La nystatine est egalement active contre la plupart des
dermatophytes et a Iegard de nombreux agents‘ resppnsables des mycoses profondes y

La toxicité de la nystatine admini\‘s ar voie parentérale rend son utilisation clinique

limitée (Odds, 1995) pour les mycosesrc; tanee vaginales et digestives (Lortholary et al.,

1999). La toxicité sélective de la nysta.tme 3ur les membranes des champignons par rapport

aux membranes des mammifeéres- est due a une affinité avec I’ergostérol fongique supérieure

a celle du cholestérol des mammlfere Qdds 1995).

Figure 10. Structure de la nystatine.
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Amphotéricine B

L’amphotéricine B est un heptaéne (figure 11), d’un poids moléculaire de 924,09.
C’est une poudre jaune insoluble dans I'eau et dans l’alcool, soluble dans des solvants

organiques tel que le diméthylsulfoxide ou diméthylformamide (Lortholary et al. 1999/) Elle

est découverte par Gold et al. (1956) et produite par Streptomyces nodosus: |

L’amphotéricine B est une molécule lipophile qui augme/nter Ta permeablhte
transmembranaire des membranes fongiques aux cations monovalents (Na» K ) La deplétion
du potassium intra-cellullaire entraine secondairement la mort de la celiuJe (Lortholary etal.,
1999). 7 L

L’amphotéricine B est un antifongique qui 1nh1b eélﬁQuement la croissance de
nombreuses levures et moisissures et est sans action cOntre Ies bactéries. C’est un puissant
antifongique qui inhibe la plupart des especes pathogenes En médecine humaine,

I’amphotéricine B est le seul polyeéne anti

gtque qul peut étre administré par voie

intraveineuse pour I’élimination des mycoses prof ;d,e}é;

L’amphotéricine B est un antﬁifo\rigtq “de réeférence par son spectre trés large et le

caractere exceptionnel des re3|stances a; es. Quelques souches de Candida ont été
rapportées comme résistantes chez des patlents leucémiques ou greffés de moelle. La

résistance a 1’amphotéricine B de certames souches de Candida et Cryptococcus, a pu étre

associée a une diminution de/ 1 ergoét Qi, principal stérol de la membrane cytoplasmique des
cellules fongiques necessalre A sa stabilité physico-chimique. Cependant, les mécanismes de
résistance a lamphoterlcme B restent mal définis pour beaucoup d’organismes (Reynes,
1997). Un autre mecanlsme possible de résistance a 1’Amphotéricine B serait du a une

augmentation de lactlwte catalase, diminuant D’effet oxydatif induit par 1’antifongique

(Lortholary et\ alf :

Plusieurs autres molécules naturelles, a part I’amphotéricine B et la nystatine, de la
meme cIaSSe des polyénes ont été découvertes dans les années 50. Il s’agit de la candicidine,
la candldlne ’I’étruscomycine (ou lucensomycine), la filipine, la natamycine (pimaricine ou
tenneceyllne) et la trichomycine (hachimycine) (Medoff et Kobayashig, 1980). La
4 art\CIne a été commercialisée au début des annees 70 (Simonetti et Strippoli, 1971).

Tous ces agents ont été utilisés pour le traitement des mycoses humaines.
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Griséofulvine

N NN
La griséofulvine molécule non polyenique a ete lsolee /de Penicillium griseofulvum et

d’autres Penicillium sp. (figure 12). Elle a été d’abofé{ ‘Utlllsee comme agent fongicide en
agriculture. L’efficacité clinique du traltement QI‘&I de/J/a griséofulvine a été démontrée en

premier sur des infections a dermatophytes chez\des -animaux de laboratoire (Genties, 1958).

Elle se présente sous la forme /i ﬁp Rdudre blanche cristalline de saveur ameére.
Pratiquement insoluble dans 1’eau, elle es’f fécﬂement soluble dans I’alcool et les solvants
organiques. La griséofulvine supported autoclavage a condition de ne pas étre en solution.
Elle est chimiquement stable a la temperature du laboratoire et a ’abri de la lumiére. Son

poids moléculaire est de 352 8 (Lorthoiary etal., 1999).

N\
O\
NN

Parmi les champrgnons pathogenes pour I’Homme, les genres inhibés par la
Griséfulvine sont : Epldermbphyton Microsporum et Trichophyton. Elle est utilisee
également contre Ia Qtupart des dermatophytoses cutanées en particulier les teignes du cuir
chevelu et les mfectlons butanes qui affectent la partie supérieure du corps (Lortholary et al.,
1999).

\ \ LT\
N\ ~NN

<

\La grrseofluvme inhibe la mitose cellulaire des champignons sensibles au niveau des
mlcrqtubuies Elle est responsable d’altérations de la paroi fongique s’accompagnant
d mmlles de développement des hyphes terminaux qui sont élargis, épaissis et enroulés

;wrjmg effect) L’action in vivo est de type fongistatique. L’apparition de résistance est
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3.2.3.2. Antifongiques de synthese NN \/;;;;/‘
/ /,\\ Y4

Vers 1960, les antifongiques de synthese ont revolqtlonn/e et dominent actuellement la

—/
recherche dans ce domaine. Parmi les plus utlllsez/H iaut noter Chlormidazole, les dérives

azolés et les allylamines. N2 \ff-/’/
<\/\\\\\\ \/\
) /> ~N N"S
Chlormidazole ‘r\\'\/\? /

C’est le premier antifongique déSynthqse\qm a été utilisé en médecine humaine. C’est
un dérivé du benzimidazole qui a été| \utlllsé pour le traitement topique des dermatophytoses
cutanés. Le composé n’a pas eu, un- g{aﬂd/ succés commercial mais a ouvert une voie de

recherche dans le domaine des mblécules antifongiques de synthése.

Les dérivés azoles N AN

L’utilisation, a part?r\1968 de dérivés azolés obtenus par synthése chimique, a
constitué une étape mpgrtan ) de la thérapeutique antifongique. Tous ces composés ont en

commun le noyau a “e L§ miconazole (Daktarin) a été le premier imidazole utilisable par

voie mtravemeUSQ\ Leke oconazole (Nizoralt) est le premier imidazole bien absorbé par voie
orale. 1l est cx@ieﬁse chimiquement par un noyau dioxolanne + et un noyau pipérazine
(Lorthgléme al’, 1999)

\\ \\

Le&\Qe}wes azolés, imidazolés (miconazole, kétoconazole) et triazolés (fluconazole,
|tra®nz¥0{e) sont des agents fongistatiques qui exercent leur activité antifongique par
;ﬂhibltl/ofl de Tl’isoenzyme lanostérol 14-o-déméthylase du cytochrome P450 des

‘\f> mltochendrles de la cellule fongique. Cette inhibition empéche la conversion du lanostérol en

f\\/‘/ O
N ﬁepletlon en ergostérol et I’accumulation de stérols toxiques qui en résultent endommagent la

{
|

NN

N4

L ~ \
TN “ergostérol, élément essentiel au maintien de I’intégrité de la membrane cellulaire fongique. La

AN
N

{
\
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membrane cytoplasmique entrainant un effet fongistatique. A cause de cet effet sur le
cytochrome P450, tous les agents de cette classe sont associés a des interactions

médicamenteuses importantes en particulier avec 1’isoenzyme 3A4 (Carle, 2003).
/ \\

Ce sont des molécules cycliques organiques (Vandeputte, 2008), qU| peuveﬂt étre
divisées en imidazolés ou trioazolés selon qu’il comporte 2 ou 3 azotes al}seln “du cycle

azolé. Tous les azolés actuellement en développement sont constitués paf des\rlazoles (Van

\\ / /,

Bambeke et Tulkens, 2008). T >;i;/
‘ i\ ) ‘
Allylamines N/

Ce groupe d’antifongiques éveloppés en 1977 esvcaraCtensé par sa structure chimique

comportant une fonction allylamine tertiaire. Les composes
— \ \\\

inhibent I’enzyme squalene époxydase fongique qui mterwent dans la voie de la biosynthése

/)

cette classe d’antifongiques
des stérols. Parmi ces antifongiques se retrouvent la- nafﬁf ine, ’amorolfine et terbinafine.
Cette derniére (figure 13) est active par vmaoral&\et teplque tres utilisée dans le traitement
des infections a dermatophytes, I’ onychgmycoge comprise. Le spectre antifongique de la
terbinafine in vitro est trés large, il cprhprend fon seulement les dermatophytes, mais aussi
Candida sp. et de nombreuses m0|5|ssures (MIG’th 1993). Cependant in vivo, le composé est
presque completement inactif par vm&male et est aussi nettement moins performant contre
les infections superficielles a Candlda \ \

AN \ii;\ Figure 13. Structure de terbinafine (Lamisil).

3 23 ?ﬂnhlblteu rs de la synthése pariétale

N2 Echmocandlnes

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
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champignon le Zalerion arboricola (Schwartz et al., 1989). Ce sont des inhibiteurs de la
synthése de la paroi fongique (Lacroix et al., 2003).

Contrairement aux antifongiques azolés qui bloquent simplement la crolssance des
cultures fongiques, les échinocandines tuent les champignons en mterrompant Ia synthese des
glycanes qui est un important constituant de leur paroi cellulaire. Elles |nh"rbent\pre/0|sement
de facon non compétitive la (1,3)-p-D-glucane synthétase, un compIeXe\ enzymathue
nécessaire a la formation des polymeéres de glucanes au sein de Ia paror fonglque Elles
empéchent ainsi I’incorporation des glucanes et des protéines assoc1@es aux glucanes dans la

paroi fongique (Walch et al., 2000). Elles sont fong|C|des sur Ia plupart des especes de

Candida et fongistatiques sur Aspergillus. Elles sont mactives sur /C. neoformans (Gellen-

Dautremer et al., 2010). Les échinocandines represent* ntf la seule nouvelle classe

\ N

d'antifongiques mise & disposition des praticiens pour I/utter‘ co

ntre les infections fongiques

invasives (Denning, 2002). ‘/j;;

Europe, il s’agit de : la caspofungme cr} 200 lf:;‘(Vandeputte 2008), issue d’un produit de

2003) la micafungine en 2005 et enfin

Nikkomycines

Ces composés sont Ies\produ,i\i c:fiye;:‘la fermentation de Streptomyces tendae (Fiedler et

al., 1993). Ces antlfonglquei som actifs sur certaines espéeces du genre Candida et sur les

pathogénes dlmorphlques (Cocmdlodes immitis et Blastomyces dermatidis).

Les nlkk@mycmes aglssent par inhibition compétitive de la chitine synthétase,
I’enzyme de synthése de la chitine, un compose essentiel a la paroi cellulaire du champignon.
La mkkamycme Z 'est active in vitro et in vivo contre 1’Aspergillus, 1’Histoplasma

capsulatum et je Blastomyces dermatitidis.

PQlyoxine/S&"

\
) |

Les polyoxines forment une famille de peptidonucleosides connus pour leurs
\‘fb]dﬁé‘t@é fongicides. Ce sont des antibiotiques de type nucléiques isolés de Streptomyces

acaoi var. asoensis.
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Ces composes interférent dans la biosynthese de la chitine , Les polyoxines sont des
analogues structuraux de 1’UDP-N-acétylglucosamine et agissent par inhibition compétitive
de la chitine synthase (Lepoivre, 2003).

Deux d’entre elles ont été développées au japon contre R. solani sur | (polyoxine

D) et contre divers Alternaria spp. et B. cinera en arboriculture (p ine“B). Ces

:@ qui sont due a

étaux majeurs des

antibiotiques entrainent des renflements des extrémités des hyphes myc
une inhibition de la biosynthése de la chitine, un des polysacchari

Ascomycetes, Deuteromycetes, Basidiomycétes et Zygomycétes

TableauVI1IIl. Exemples de molécules antifongiques mises s fché classées selon leur
mode d’action. (Modifié d’apres Index of Anatomical apeutic’ Chemical Classification
System 2014, WHO Collaborating Centre for D stics Methodology,
http://www.whocc.no/atc_ddd_index/).
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Chapitre II.- Matériel et méthodes BOUAZIZ S.

Dans ce chapitre il est décrit les méthodes de criblage de souche d’actinobactéries a
savoir leur isolement, leur taxonomie, leur potentialitt a produire de substances

antimicrobiennes ainsi qu’une caractérisation partielle des molécules actives.

1. Analyses physico-chimiques des échantillons de sol @

1.1. Prélevements et échantillonnage d’étude Q
L’isolement des souches d’actinobactéries a été réalisé a parti /epéc antillons de sol de

la région de Ouargla (Sud Est de 1’Algérie Latitude: 31 ° 56'57 "Nord, longitude: 5 © 19'30"

France [ A=

Fig ituation géographique de la zone de prélevement.

(Google Maps).

es éc ns sont prélevés a partir de trois écosystémes différents. Il s’agit de :

o Lax ie de la faculté des sciences de la nature et de la vie (Figure 14 a);

o Ch%tt % El Beida : cette zone est connue pour sa richesse en sols salins. Le sol est de
CO

uleur maron foncé, I’humidité dépend de la distance par rapport au lac. Le taux de

%I ité a premiere vue est important se traduisant par la formation de cristaux de sel a la

% rface. Cette zone renferme quelques végétations telles que Phragmites, Juncus, ... etc.
(Figure 14 b).
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e Sabkha de Bamendil (Figure 14 c)
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Le prélevement a été effectué selon la technique de Pochon et Tardieux (1962). A
I’aide d’une spatule stérile et dans des conditions d’asepsie rigoureuses a proximité d’une
flamme. On écarte les 5 premiers centimetres de la couche superficielle du sol puis on

préleve la couche sous- jacente entre 5 a 30 centimétres de profondeur et cela en utlllsant un

dispositif tubulaire stérile. Il est indispensable de multiplier les prelevemen‘ts artlels pms de

les mélanger pour obtenir un échantillon moyen représentatif du sol a ana‘ryser (Pochon et
Tardieux, 1962). Les échantillons de sol prélevés sont mis dans des fIaCons stériles et
transportés vers le laboratoire a température ambiante. Les lots d’ echantllloqs sont au nombre

de trois a raison de dix unités de prélévement pour chaque echantlllon

1.2. Méthodes d’analyses

Les caractéristiques physicochimiques et granulomet iques du sol sont destinées a
renseigner sur les conditions naturelles de cr0|ssance des lsolats ainsi que I’environnement

dans lesquels ils évoluent (Aubert, 1978). L_es,,\téétg effectues sont résumés dans le tableau

oH (7. Potentiométrie

Conductivité électriqué Conductivimétrie

Texture Granulométrie

Calcaire totale S Calcimétre de Bernard

Humidité Teneur en eau

Carbone totale\ Méthode de Anne
N (%) =S Méthode de Kjeldahl
Méthode Anne

Complexométrie
Spectrophotometre a flamme
Spectrophotometre & flamme
Complexométrie
Argentométrie (Mohr)
Gravimétrie

HCO? Titrimétrie au H,SO,

Le detail des analyses est donné en annexe 1.
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2. lIsolement et sélection de souches d’actinobactéries productrices de

substances antimicrobiennes

2.1. Techniques d’isolement

L’isolement est effectué a partir des échantillons de sol avec et sans prétralt\ ment

Le prétraitement consiste a sécher le sol a I’air libre avec 10% de CaCOBk»\ et ncuber a28

°C pendant sept jours dans une atmosphere saturée d’humidité (Cavalla et Ebe‘rllh 1994).
Pour I’isolement, 10g d’échantillon de sol sont placé dans 90 ml d‘eau physmloglque

contenant 9g/1 d’NaCl sont vortexés et laisser sédimenter pendam 10° m|n a température

ambiante. Des dilutions de 10 & 10™ sont préparées puis 100 ul des dilutions 10 10 et 10°

> sont étalées en triplicate sur la surface des boites de Pétri elon Ia méthode de suspensions-

dilutions (Rapilly, 1968). L’isolement a été réalisé sur, 5 mLheux de cultures différents, M2
(milieu Williams et Kuster), Bennett, ISP4, gelose a 1 extra1t de malt (GLM) et le glucose
asparagine (GA) (annexe 2). 75 ng/ml d’ AmphotrccmeB sont ajoutés aux milieux de culture

pour prévenir le développement des cham ons T“Iamenteux Les boites de Pétri sont

incubées & 28°C pendant 2 a 4 semaines. L fco|On|es sélectionnées sont purifiées par

repiquages successifs.

2.2. Purification et conservation des SQuches
Les souches d’ actlnobacterles sdnt purifiées sur le méme milieu d’isolement exempt
d’antifongiques, puis conservees selQn deux méthodes :
e En gélose 1nchnee sur les mllleux d’isolement a +4 °C pour une durée de deux a trois

mois.

e En gélose inclinée sur les mémes milieux d’isolement recouverts d’huile de paraffine,

pour une ﬁq\hne\éblongue conservation.

3. Crlblage "screemng" préliminaire de DPactivité antimicrobienne des

|solats s\\ lectlonnes

3./;L;,M|grogrgan|smes cibles

/\Pbur determiner les spectres antimicrobiens des actinobactéries isolées, on a utilisé
de S mlcroorganlsmes cibles de références catalogués dans des collections mondiales telle que
"Amerlcan Type Culture Collection (ATCC) (Tableau X).
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Tableau X. Microorganismes cibles utilisés

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus subtilis ATCC 6633
Enterococcus feacalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922 (
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 |
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603/ |
Proteus mirabilis ATCC 49452
Enterobacter clocae ATCC 13047(]{”'
Aspergillus carbonarius A731C /)
Aspergillus niger 2CA936
Aspergillus flavus NRRL /" —
Aspergillus ochraceusN L 3174
Aspergillus flavus AFBl )
Aspergillus parasmcus (CBS)
Fusarium polyferatum (Lab MA. Bejaia)

Mucor ramanlanus NRRL 1829

Gram

positif

Bactéries

négatif

Gram

Champignons

3.2. Standardisation des inocula ~

Pour utiliser une charge id/en“t ‘]'f:fﬁidur tous les microorganismes cibles, il est
nécessaire de standardiser tout les iﬂe, 11 | partir d’une culture de 18h sur milieu Muller
Hinton, une suspension dans I’ eau physmloglque de chaque bactérie cible est préparée. La
densité cellulaire de chaque suspenswn ‘est ajusteée par dilution dans de I’eau physiologique
stérile et en comparaison avec la solu /"o‘n 0,5 McFarland (une densité optique égale a 0,5 a
650 nm) de facon a obtenlr une concentratlon finale de 10° UFC/mI aprés incorporation dans
le milieu (Cavalla et Eberlm 1994)

La standardlsatlen des champlgnons est effectuée par la méthode de suspensions
dilutions par mesure de Ia denS|te optique (DO = 0,5) avec un spectrophotométre (Shimadzu
UVmini. 1240) a dlfferentes longueurs d’onde selon le germe. Le dénombrement des spores
est effectue a Ialde de la cellule de Malassez, La charge de I’inoculum utilisée est de

spores /ml\(Blllerbeck et al., 2002 ; Matan et Matan, 2008).

3. 3 Tests d\ ntagonlsme

L act1v1te antimicrobienne des isolats a été testée contre plusieurs microorganismes

at genes et phytopathogenes selon la méthode des cylindres d’agar (Patel et Brown,
\19/69). Les souches a tester sont ensemencées en stries serrées sur le méme milieu
“isolement puis incubées a 28°C pendant 7 a 10 jours. Ensuite des cylindres d’agar de § mm

de diamétre sont découpés avec un emporte-piéce stérile puis déposés sur les milieux Muller
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Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les champignons préalablement ensemencés par
le germe cible. Les boites ensemencées sont maintenues a 4 °C pendant 2 heures pour la
diffusion des substances antimicrobiennes. Les diamétres des zones d’inhibition (mm) sont
mesurés apres 24 h d’incubation a 37 °C pour les bactéries et aprés 48 h d’ 1ncubat10n a28°C

N

pour les champignons. Ce test a €té répété trois fois pour chaque isolat d’actiy bactérle

4. ldentification des souches

Les isolats d’actinobactéries sélectionnées pour la suite de 1 etude sont Ceux qui
expriment les meilleurs résultats d’activité antimicrobienne avec le plus large spectre vis a

vis des bactéries et champignons cibles.

4.1. Etude des caracteres morphologiques

L’étude macromorphologique ou caractensthueS/cuItUraIe con3|ste a déterminer la couleur

du mycélium aérien et de substrat, la productlon“ e plgrnents solubles ainsi que la croissance

et la sporulation et cela sur différents milieux de culture préconisés par '« International
Streptomyces Project, ISP » (Shlrllng\e Gottlieb, 1966) (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP7 et
GYEA (Athalye et al., 1981). ’

\\ N /,

L’étude micromorphologique est essEntlelle pour l’identification du genre. Les souches

d’actinobactéries isolées sur les dlfferents milieux cités précédemment sont observées au

microscope optique type Opt’ka et utilisant les grossissements x10. L’étude repose sur

I’observation directe des 1solats “dans la boite de Pétri sans altérer les structures. Elle permet
de voir I'aspect des calqnles,/" les structures et la fragmentation ou non du mycélium du

substrat (MS) et du mycellum aerien ainsi que la sporulation.

4.2. Analyse d;eg eonstituants pariétaux

Cette analySe vise a déterminer 1’isomére de I’acide diaminopimelique (DAP), la

presence U nen de glycine au niveau de la paroi cellulaire ainsi que la composition cellulaire

en. sucres Cette analyse est indispensable pour compléter I’identification des isolats au

/"eau du genre en plus des analyses morphologiques.

\Les souches sélectionnées sont cultivées sur les milieux Bennett et M2 pour ITAL et
f/?\r'espectivement a raison de 50 ml de milieu par Erlenmeyer de 250mL, les cultures sont

‘maintenues en agitation permanente pendant 8 a 10 jours a 240 rpm a 28 °C dans un
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incubateur agité. La biomasse recueillie par centrifugation a 4000 g est lavée plusieurs fois a

I’eau distillée puis séchée.

4.2.1. Détermination des acides aminés pariétaux

La détermination de I’isomére de I’acide diaminopimélique et la mise en é‘V[gignce de

la glycine et/ou la lysine ont été réalisées selon la méthode de Becker et al;(\
‘ \

10 mg de mycélium sec sont hydrolysés durant 18 h a 100 °C -avée 1 ml d’une
solution d’HC1 6 N dans des tubes en pyrex hermétiquement ferme§ Apl* és refroidissement,
les tubes sont centrifugeés a 5000 g durant 30 mn a la temperature amblante puis décantés. Le

Le‘re51du est dissout dans 1

liquide obtenu est évaporé a sec a ’aide d’un évaporateur-a 40“°
ml d’eau distillée puis soumis a une nouvelle evaporatlon ocessus est répété plusieurs

fois afin d’¢liminer tout 1’acide chlorhydrique. Apres eW01r ohtenu un pH compris entre 5,5 et

7, le résidu est a nouveau dissout dans 0,3 ml d’eaw drstlllee /
‘ \

.\

20 ul de I’hydrolysat d’actinobactériee nt ch;rerﬁatographiés sur papier Whatman n°

1; Le solvant utilisé est un mélange de méthan leeiU//eistiIIée-HCI 10N-pyridine (80-17, 5-2,
5-10, en volume) (Becker et al. 1964 aplers sont développés durant 14 a 18 h par

chromatographie descendante. L’ amde DL a qul est un mélange des isomeéres LL, DD et est

utilis¢é comme standard en chromatographre 4 raison de 10 ul d’une solution a 0,01M. Cette

méthode de chromatographie ne dlfferenue pas la forme méso de la forme DD, mais cette

derniére est relativement rare’ et conS|de‘ree comme négligeable (Gordon et al., 1974). Les
chromatogrammes sont reveles par une solution de 0,2 % de ninhydrine dans 1’acétone (poids,
\964) et chauffés durant 2 mn au four a 100°C. Les taches de DAP

sont de couleur vert pale v1rant rapidement au jaune alors que les autres acides aminés ont

volume) (Becker et al

une couleur wolette Dans ce systéeme, la forme LL migre plus rapidement que la forme meso.

4.2.2. Déﬁ;ermiﬁaj\t\jpn”des sucres pariétaux

Pbi}r Ié\caractérisation des sucres présents, on utilise la méthode de Lechevalier et

Lechevalle (1970) modifiée par Antoun et al. (1978). Dans des tubes en pyrex contenant 50
de myeehum sec, on ajoute 2 ml d’une solution de H,SO4 N, puis les tubes fermés
métiguement sont portés a 100 °C durant 1h. Le pH de la solution est ensuite ajusté a 5,5
u‘\’6/’en aijoutant une solution saturée d’hydroxyde de baryum, le précipité blanc qui se forme
"s't/séparé par centrifugation a 5000 g durant 30 mn a la température ambiante. Le liquide

ainsi obtenu est évaporé a sec a 40°C a I’aide d’un évaporateur et le résidu est dissout dans
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0,3 ml d’eau distillée. 20 pl d’hydrolysat de souches sélectionnées sont chromatographiés sur
papier Whatman n° 1 en utilisant comme solvant la partie supérieure d’un mélange composé
de n butanol-eau distillée-pyridine-toluene (5-3-3-4 en volume) (Lechevalier et Lechevalier,
1970). Les papiers sont développés durant 36 a 56 h par chromatographie descendante Les

sucres sont révelés avec une solution acide de phtalate d’aniline au four a 100 aC pendant 5

mn. (Lechevalier et Lechevalier, 1970). 10ul des solutions standard a O\l% 3, arabinose,
fructose, galactose, glucose, mannose, rhamnose, ribose, et xylose sont utlllsees pour
identifier les sucres. Les taches apparaissent de couleur rose pour Ies pentqses et brune pour

les hexoses.

4.3. Caractéeres physiologiques

Une série de tests physiologiques sont utlllses \par les taxonomistes pour la

différenciation des différents groupes d’ actmobacterles (Holt et al., 1994).

Production de catalase

Deux gouttes d’eau oiygépée’/é 10 volumes sont déposées sur une colonie

d’actinobactérie agée d’une s{éi*naine‘et\ﬁﬁussant sur I’agar nutritif ou milieu d’isolement, si la
souche posséde une catalase |I est observé un dégagement immédiat de bulles gazeuses
(Marchal et Bourdon 1973)

Utilisation de sq@rces\;dg Carbone

EIIe est estlmee en appréciant la croissance des actinobactéries sur milieu solide
contenant une seule source de carbone en notant la production d’acide ou de bases a partir de

cette source sur milieu solide ou liquide.

‘LJJIHi\s;aj[idh des composés glucidiques

“onsiste a apprécier la croissance de l’actinobactérie en présence de composés

\ glumdlqﬂes (10 g/1), comme seules sources de carbone, additionnés a un milieu minéral de
\base I’ISP9 (annexe 2) (Shirling et Gottlieb, 1966). Le test est considéré comme positif

lorsque la croissance est supérieure a celle du témoin sans sucres. Les glucides et derives
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testés sont les suivants: glucose, arabinose, fructose, cellobiose, galactose, lactose, maltose,

mannitol, ribose, rhamnose, xylose, mannose.

Utilisation des acides aminés
Le test consiste a comparer la croissance des isolats sélectionnés en presence de 0,1%

d’histidine, de Lysine et d’arginine, comme seules sources d’azote par raprrt a un témoin
sans acides aminés (Holt et al., 1994). Ces acides aminés sont ajoutes asepthuement au
milieu de base. PR ,/;‘/’

Utilisation des acides gras S :;‘

KH2PO,4: 1 g, (NH4),HPO, : 1 g, agar : 15 g, eau dlstllleq 1000 ml. Le pH est ajusté a
6,8. 20 ml d’une solution aqueuse a 0,04 % de rouge dé phenol sont ajustés avant autoclavage.
Les acides gras utilisés sont : I’acétate, citrate, Iactate benzoate oxalate et pyruvate de

sodium. Les lectures se font en appréciant la mssance des souches et notant le virage du

jaune au rouge de l'indicateur coloré¢ du a la bération de bases alcalinisant le milieu de

culture.

Hydrolyse de tyrosine

Y . N

La décomposition est reahsee selon la méthode de Gordon et al. (1974), 1 g de

tyrosine est solubilisé¢ dans 20 ml d f}dlstllle puis stérilis€ a ’autoclave. La suspension est
ensuite complétée a 200 m} avec 1 agar nutritif stérile refroidi a 45°C et distribué dans des

boites de Pétri stériles. Les bmtes ensemencées sont mises a incuber a 30°C pendant 20 jours.

Les lectures conS|stent ;lobserver les zones de dégradation (zones claires) de ces composes,

autour des colonles deSSouches sélectionnés.

Hydroly,se deﬂl\’iﬁ:\l‘ﬁi\i\i\bn

2 8 d’amldon soluble sont dissous dans 200 ml d’agar nutritif. Aprés autoclavage, le

milieu, est

\'\partl dans des boites de Pétri stériles. Les lectures se font chaque jour en

repandant du lugol dans les boites de Pétri. Le milieu se colore en bleu, sauf 1a ou I’amidon

""‘Sthydrg)lyse (Gordon et al. 1974 ; Marchal et Bourdon, 1973).
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Hydrolyse de caséine de lait

10 g de lait écrémé sont dissous dans 100 ml d’eau distillée (pH 7,5) puis stérilisés a
I’autoclave. 100 ml d’eau distillée (pH 7,5) contenant 3,6 g d’agar sont parallelement

autoclavés. Ces deux solutions sont melangees aseptiquement puis coulées dans des bones de

caseine (Gordon et al., 1974).
Hydrolyse de tween 80

10 gouttes de tween 80 (ou polyoxyéthylene sorbltan monooleate) autoclavés sont
ajoutées a 25 ml de milieu composé de : peptone bacterlologlque 10 g, chlorure de sodium :
59, chlorure de calcium : 0,1 g, agar : 25 g, eau distillé : 1000 mI II se forme un halo opaque
autour des colonies hydrolysant le tween 80 du a la prempltailon des acides gras (Marchal et
Bourdon, 1973).

Croissance a différents pH et températures -
/

Les tests de croissance sont

tués sur agar nutritif, M2 ou Bennett aux :
EC‘ 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50 °C.
pH suivants : 5, 6, 7, 8, 9, 10. Les dlffarents pH sont obtenus a 1’aide d’un tampon phosphate.

Températures suivantes : 10°C, 15°C, 2/ °

La croissance a différent pH sur- mI|IeU ]lqwde est obtenue en mesurant quotidiennement la

densité optique.

Croissance en milieu hypersalm

Le test con51ste ‘\estlmer la croissance des souches d’actinobactéries sur milieu M2,

Bennett ou agar nutrltlf addltlonne de 5%, 8%, 11% et 15% de chlorure de sodium.

4.4, Identlflcation\'moleculalre des isolats sélectionnés
Elle \\\\a été réalisée  sur les quatre isolats ITAIl, AB26, AB21 et AB24. L’¢étude

moleculalre< a ete réalisée au niveau de I’Institut Pasteur, Cellule d’Intervention Biologique
d’Urgence (CIBU) Pole d’ldentification Bactérienne (PIB) de Paris (FRANCE) avec les
ch lques décrites ci apres.
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4.4.1. Extraction de ’ADNr 16S

Des cultures de 5 jours a 28°C sont réalisées sur milieu M2 et Bennett liquide, les
cultures sont centrifugées pendant 10 min a 8000 g et le culot récupéré est lavé 3 fois avec
I’eau distillée. 150 mg de mycélium de chaque isolat sont utilisés pour 1’ extractlon d ADN
avec 800 pL de la solution de lyse composée de :Tris-HCI (100 mM, pH 7 4) xEDTA (20
mM); NaCl (250 mM); SDS (2%); Lysozyme (1 mg.mL-1); H,O ultra pure\(qsp\;loo mL). 5

pL de RNase A (50 mg.mL-1, Euromedex) sont ajoutés, la suspensmn est mCubee 60 min a

37°C. 10 pL de protéinase K (20 mg/mL, Euromedex) sont ajoutes e; Ia solution est
incubée 30 min a 65°C. 800uL de phénol-chloroforme-alcool |soamyI|que (Sigma) (v/v)
sont ajoutés au lysat cellulaire afin d’extraire 1’ADN. Apres/kcentrlfugatlon 10 min a 7000g,

les phases supérieures sont récupérées et transférées dans u

ouveau tube Eppendorf stérile.
Apres addition de 1 volume de NaCl (150 mM) et 2. 5 Volumet‘d ethanol absolu. Le contenu
du tube est centrifugé 15 min a 7000g. Le culot d’ ADN est” seche puis re-suspendu dans 50
pL de tampon TE : 10 mM Tris-HCI (pH 7,4}) f ‘/mM EDTA (pH 8,0). L'ADN génomique
est stocké a - 20°C. '

4.4.2. Amplification de PADNr 16S

Le 16S rADN a été ampllfle‘par P
Basic Inc.,Canada). Les amorces sontQ?f (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3") et 1492r
(5'- GGTTACCTTGTTACGACTT’3’) Le volume réactionnel est de 50 pL, composé de
tampon PCR (10 mM Tris- HCL 50 ’/\}KCI pH 9.0 at 25 °C), 1.5 mM MgCI2, 200 uM de
chaque dNTP, 1 uM de chaque amorce 1.25 U dela Taqg DNA polymerase et 5 uL d’DNA.

en utilisant une Taqg DNA polymerase (Bio

Les extraits sont deposes dans des tubes a Eppendorf avec un témoin (blanc sans ADN) dans
le thermocycleur. L’amphﬁcatlon est réalisée en 30 cycles. Une dénaturation initiale de

I’ADN a 98°C pendant 3 min suivie par une dénaturation a 94°C pendant 1 min, puis

hybrldatlon a 53 C“ endant 1 min et finalement 1’élongation a 72°C pendant 5 min.

4.4.3. Arbre phylogenethue
La comparalson des séquences et la recherche d’homologie sont réalisées
respectlvement avec NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) et le programme

,'/

‘ *AST‘ “recherche BLASTN. Les séquences correspondantes a des espéces proches sont

Sde GenBank et utilises pour les analyses phylogénétiques. La méthode de Neighbor-
6/1\:11ng est utilisée pour la réalisation d’arbre phylogénétique a l'aide du logiciel MEGA
ersion 5.0 (Tamura et al., 2011). Le programme est précédé par une série d’alignement de

N Vséquences avec le logiciel BioEdit, version 7.0 (Hall, 1999).
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5. Extraction, semi-purification et essai de caractérisation des principes

actifs des souches sélectionnées

5.1. Pré-cultures et Cultures

r‘ .
Des souches d’actinobactéries agées de 8 a 10 jours sont preparees/po btenlr des

pré-cultures, les spores sont raclées a partir des cultures en boite de Petrl n@culees dans

des Erlen de 250 ml contenant 50 ml de milieu Bennett et M2 selon Ie ca;sh Apres 48 h
d’incubation agitée (28°C, 240 rpm), les pré-cultures sont utilisées pour moculer les milieux
de production.

Des Erlen de 500 ml contenant chacun 100 ml de mlheu hq‘wde M2 et Bennett sont

ITAlet 14,

L’évolution de la crmssance ﬁiipH et de la production des antibiotiques sont relevés
pendant 10 jours. Des prelevements journallers sont effectués en cours de fermentation toutes
les 24 h dans des condltlons & aseps1es rigoureuses a partir des fioles en agitation. Le volume

prélevé dépend du type danalyses a effectuer, il est généralementde 5a 7 ml.

La concentratlon ceIIuIalre (biomasse) est exprimeée selon la méthode de Pfefferle et
al. (2000) 2 m{ de culture sont preleves toutes les 24 h puis centrifugés a 5000g pendant 20

min dans des tubes d’Eppendorff. Le culot cellulaire est récupéré, lavé trois fois a I’eau

dlstlllee \goutte puis transféré dans une capsule préalablement tarée. Cette derniére est

etuyee a 105°C et le poids sec (en g/l) est déterminé apres 24 h de séchage.

>évolution de la production des antibiotiques est réalisée par la technique de diffusion

ur\gé\ios\é par la méthode des puits avec B. subtilis et A. ochraceus pour I’isolat ITA1 et A.
|g”ér et A. ochraceus pour 14. 3ml de milieu de culture sont prélevés chaque 24h a raison de

1 ml par tube Eppendorff puis centrifugés a 6000 rpm pendant 20 min a 4°C. Le surnagent
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est stérilisé par filtration sur membrane Millipore (0,45um de diametre). Le diameétre des
zones d’inhibition est mesuré apreés 24h a 36h pour les bactéries et 2 a 5 jours d’incubation

pour les champignons.

5.3. Nouvelle approche pour I’optimisation des parametres dg;ﬁi:fult? re par

« Response Surface Methodology —~RSM- »

( ) )
La composition d’un milieu de culture peut réguler la produeﬁdnen”réprimant les

genes de biosynthése des enzymes du métabolisme secondaire et/ou | en |nh|bant leur activité.
Les milieux doivent permettre de fournir sans limitation Ies precurseurs nécessaires aux
synthéses des antibiotiques tout en évitant ces phenomenes de repressmn et/ou d'inhibition.

Toutefois des études d’optimisation doivent &tre reahsee afin ‘/'amehorer cette production,

ceci en déterminant les conditions physiologiques et nutrltlonnelles amenant & une production
maximale (Singh et al., 2009 ; Vijayakuma et al., 201(&

L’approche statistique expérimentale est une. At]i}c)cle/ 'recommandée pour déterminer les

concentrations optimales des variables choisies (N gé\)i et al., 2009).

L’objectif de cette étude est d’optimiser ‘la-production d’antibiotique pour les deux souches

ITAL et 14 en utilisant la methodologie des suyrfaces de réponses ou « Response Surface
Methodology —~RSM-». L’RSM con51ste en-tn groupe de techniques empiriques destinées a

I'évaluation des relations eX|stant entre un groupe de facteurs expérimentaux contrélés et les

reponses mesurées selon un. ou plusreurs criteres sélectionnés (Teruel, 1997 ; Silva et
Roberto, 2001 cité par Ellbol\;\2003)

La methodologlque adoptee est la suivante:
o Apphcatlon du modele donné par le logiciel «MINITAB 17 » en vue de I’optimisation
de la prod \\ctlon d’antlblothues par les deux souches ITA1 et 14;
o Determmatlon ‘des concentrations optimales de ces variables ;
. ‘QLa conflrmatlon du modeéle.
531, Optlmlsatlon des composants du milieu de culture par RSM
,,,\\ITa«gponceptlon expérimentale de Plackett-Burman a été choisie pour I'évaluation
les composants des milieux M2 et Bennet. Sur la base de I'analyse préliminaire de
P : ckett -Burman, en fonction des faibles valeurs p (<0,05) et des niveaux de confiance élevés

> 90%) pour tester I'expérience de la conception de Box-Behnken (Jubi et al., 2017).
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La détermination des concentrations optimales en sources de carbone, d’azote et de sel
(NaCl) permettant une bonne production d’antibiotiques pour les souches ITA1 et 14 a été
effectuée par une étude statistique expérimentale, en utilisant un logiciel au plan d’expérience
« MINITAB 17 » par le modéle « Box Behnken » (Niladevi et al., 2009).

Cette étude a été realisée sur milieu Bennett pour la souche ITAL et m/'lleu MZ pour la

souche 14. Les variations des concentrations portent essentiellement sur, Ies dl érent sources

d’azotes (casaminoacide, d’extrait de levure et d’extrait de viande) pour la soubhe ITA1 et de
source de carbone (amidon), d’azote (caséine) ainsi que sur la conoentration en NaCl pour la
souche 14 comme les montre les tableaux XI et XI1 respectivement. /

L’équation de régression obtenue sur la base de I’ experience s’écrit sous la forme

suivante :

Ou:

ainsi que la NaCl)
Y : la production d’antibiotique pré&i’c p\‘af‘\c modele pour ces valeurs expérimentales
(Niladevi et al., 2009, Xlanoyong et aI 20l “;)‘.

Les coefficients :

B0: constante de I’équation de régré‘s\smﬁ/f

Bi : coefficient lineaire ;

Bii : coefficient quadratiqu‘/é\
Bij: coefficient d’ 1nteraci on o

Ce plan factorlel admet que la réponse est linaire quand un facteur passe d’un niveau
minimal a un nlveau max1ma| symbolisé par les signes (-) et (+) définissant la valeur basse et

haute de chaque faeteur respectivement. Ainsi les facteurs choisis ont été analyses a trois

niveaux @ la concentratlon la plus basse, la moyenne et la plus haute ce qui donne

respectlvemeht -1, 0 et +1 (tableaux XI et XII respectivement), donc un total de quinze
modeles experlmentaux a été livré par ce logiciel.

(@ \Les 15 experiences ont éte réalisées par culture en milieu liquide des deux souches
TAl”'\t\|4 (10 jours a 28°C) sous une agitation de 250 rpm. Les surnageants des cultures
\obtenues ont subi une concentration au Rotavapor jusqu’a 5 ml puis stérilisés par des filtres

t\gnllhpores de I’ordre de 0,45 pm. 150 pul de chaque filtrat a été testé contre B. subtilis. Le

diamétre des zones d’inhibitions a été mesuré pour les 15 expériences. Cette valeur
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correspond au Y pour chaque expérience (Y1, Y2, .....Y15), valeurs ont été introduites dans
le logiciel comme valeurs correspondantes afin d’obtenir les concentrations optimales des
sources etudiées.

La compétence statistique du modele a été résolue par I'analyse de Ta varlance

(ANOVA). L'excellence de I'équation du modéle polynomial a été conclue statlsthuement par

le biais du coefficient de détermination (R2) et ajusté R2. Des dlagrammes de \éurface a trois
dimensions ont été produits pour élucider la relation entre les reponses et les niveaux
expérimentaux de chaque variable indépendante. Le niveau optlmal dgs varlables pour
I'activité antibactérienne maximale a été résolu par l'outil doptlmtsatlon de réponse du
logiciel (Jubi et al., 2017). f

Tableau XI. Modéle expérimental de « Box- Behnken »pou\r le criblage de variables

significatives affectant la production d’ antlblothue par la souche ITAL sur le milieu Bennett.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

O, O OoOFroOoO oo
O O O ol

1

[N
1

-

A : Casaminiacide, B : E. de levure, C : E. de viande
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Tableau XI1. Modéle expérimental de « Box-Behnken » pour le criblage de variables

significatives affectant la production d’antibiotique par la souche 14 sur le milieu M2.

1 1 0
2 1 -1
3 1 1
4 1 0
5 1 0
6 1 0
7 1 0
8 1 -1
9 1 0
10 1 1
11 1 0
12 1 1
13 1 1
14 1 -1
15 1 -1

A Caseine, B :
5.3.2. Validation du modeéle statistiq

Le modele mathématique et lopﬂ |sé&ion ont été validés expérimentalement en

cultivant les souches ITAL et 14 en mllleu I|qU|de Aprés pré-cultures de 3 jours puis des
cultures de 10 jours. Le surnageant de culture sont concentrés & un volume de 5 ml, stérilisé

par filtre millipore puis testes contr/ '\subtllls Les tests d’activité antibiotique sont réalisés

dans les mémes conditions qu \celles décrites précédemment. La zone d’inhibition obtenue a

été comparée a I’ mtervalle pred1t par le logiciel en respectant une marge d’erreur définie.

5.4. Extraction des pi‘ﬁ}giﬁes actifs et choix des solvants d’extraction

Les. fmo\leCUIesf bioactives sont des métabolites secondaires non essentiels pour la

crmssance et\la reproducﬂon de certains microorganismes mais sont une forme de défense.
Ces molecules actives sont géneralement extracellulaires et leur purification a partir de

surnageants de culture complexes nécessite diverses techniques de separation telles que

Xtr\qetlon par solvant, la précipitation chimique, HPLC, les études spectroscopiques etc. Le

nombre de techniques a utiliser dépend de la nature de la molécule.

Aprés avoir réalisé des cultures liquides en Erlen pour chaque souche et obtenu le

filtrat de culture, une extraction par des solvants organiques de différentes polarités est
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effectuée. Il est a signaler que les antibiotiques produits peuvent étre extraits a partir du

mycélium ou du filtrat de culture.

5.4.1. Extraction a partir du mycélium

Le mycélium récupéré aprés filtration ou centrifugation est lavé 3 fois a I’cau distillée

par centrifugation a 3000 g pendant 10 min pour se débarrasser des impureté etau &5 résidus
du milieu, Le culot mycélien est égoutté puis pesé. 1g de mycélium hqmlde\és éxtralt avec
50 ml de méthanol sous agitation durant 2h & température ambiante. Aprés filtration sur verre
fritté n° 3 et évaporation sous vide & 40°C, le produit sec est repris dans 2 mI de méthanol et

testé par antibiographie (Mechlinski, 1978).

5.4.2. Extraction a partir du filtrat de culture : ariit:itbj\i\éig’raphj/é et choix des solvants
d’extraction ,
‘ \

L’extraction des antibiotiques a partir du ﬁltrat de- ;:ulture nécessite le choix d’un

solvant non miscible a I’eau. 5 solvants de polarlwte crmssante sont utilisés : le n- hexane, le

benzéne, le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle t,le n- butanol. Afin de déterminer le

meilleur solvant d’extraction (Valan Arasu, 20 9), Te filtrat est mélangé dans une ampoule a

décanter avec un volume égal de solv: les deux phases organiques et agqueuses sont
récupérées séparément concentrées a Sf\ec\p;L;is reprises dans un minimum de méthanol ou

d’eau.

L’activité inhibitrice deé‘**‘différ:ehtes phases organiques et aqueuses obtenues est

testée par antibiographie avec Ia methode des puits en utilisant le milieu Muller Hinton pour
les bactéries et Sabouraud pour Ies champignons préalablement ensemencés avec les germes
cibles. Des puits de 6 mrn de dlametre sont réalisés a I’aide d’un emporte picce, une aliquote
de 150 pl de surnageant de culture est prélevé stérilement puis introduit dans les puits
préalablement taplsses par une goutte de gélose blanche. Les boites sont mises a 4°C pendant
2 h afm de permettre une diffusion des substances actives tout en arrétant la croissance des
germes pu}s mcubees a 37°C pour les bactéries et a 28°C pour les champignons. La lecture
des resultats § effectue en mesurant le diamétre des zones d’inhibitions autour des puits apres

24 h pour Ies bactéries et 48 h pour les champignons.

ESs‘ai de caractérisation partielle des principes actifs
5L Cﬁ?‘romatographie analytique sur couche mince

Les plaques de gel de silice sont préparées en mélangeant 100 ml d’eau avec 40 g de
silice et du gypse dans un Erlenmeyer de 250 ml. Apres agitation manuelle vigoureuse, le gel
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obtenu est étalé de maniére uniforme sur des plaques en verre (20 x20 cm ou 10x 20 cm) a
I’aide d’un étaloir de maniére a obtenir une couche fine de 0,25 mm d’épaisseur. Les plaques

sont ensuite séchées a 40°C pendant une nuit et régénérées a 105°C pendant 30 min 1 heure

avant utilisation.

3 crrf du bord

inférieur de la plaque et a 2 cm des bords latéraux, les spots sont seches sous courant d’air

Des dépots de 30 pl d’extrait actif sont déposés sous forme de spot‘

froid entre chaque application. Les cuves rectangulaires utilisées cormennent IOO ml d’éluant,
I’atmosphére est saturée pendant 2 h avec les vapeurs du systeme de\solvant choisi avant d’y

introduire les plaques.

Les différents systemes de solvant utilisés sont:

A. Méthanol-acétate d’éthyle (100:15) : MAE. [ )
®: 15 2) 'BAE et BAEM (BAE

B. N-butanol-acide acétique-eau (3:1:1) et

modifie).
C. Ethanol-triéthylamine-eau (8 :1:1) :E.T.E.
D. Ether de pétrole-acétate d’éthyle (7 '3) E.A
E. Chloroforme-méthanol (8 :2) CM

\\ \\\ 777/ )

La chromatographie est arretee\lorsque le front du solvant a parcouru une distance
d’environ 15 cm a partir du depot Le solvant est éliminé de la plaque par simple évaporation
a température ambiante. Le chromatogramme est observé a I’ceil nu et sous lumiere ultra-

violet (4 = 245 et 356 nm) et Ies spots (absorption et fluorescence) qui apparaissent sont

notés.

5.5.2. Bloautographles Revelatlons microbiologiques

La bloautographle est réalisée selon la méthode de Betina (1973). C’est une
revelatlo \\mlcroblologlque des chromatogrammes. Elle consiste d’une part a détecter les
taches separees actives présentes dans les extraits en déterminant leur nombre et leur Rf
(rapport frontaI) et d’autre part a choisir le meilleur systtme de solvant de migration

permettant de séparer au mieux les antibiotiques entre eux ou des autres composes non actifs.

}C\haque plaque est placée horizontalement sur des supports en verre dans une boite en
pp éth};iéne (22 x 24 cm) nettoyée a I’éthanol et contenant a sa base un papier filtre. Le
ij;;ﬁdi'spositif est stérilisé sous UV & 254 nm durant 30 min. Parallélement, 50 mL d’une gélose

molle de Sabouraud & 7 g L™ d’agar en surfusion (45°C) sont inoculés avec une suspension du

51



Chapitre II.- Matériel et méthodes BOUAZIZ S.

germe-cible. Le milieu ensemencé est réparti avec une pipette stérile sur les plaques de gel de
silice sous forme de film fin et uniforme. Aprés solidification de la gélose, une petite quantité
d’eau stérile est ensuite ajoutée au fond de la boite et sur la feuille de papier pour permettre de

maintenir une atmosphére humide et de retarder ainsi la dessiccation de la gelose au’ eours de

I’incubation. Les boites sont mises a 4°C pendant 2 h pour empécher la crOLssanee du germe

cible et permettre en méme temps la diffusion des produits de la plaque de gelj e smce vers la
gélose puis incubées a 28°C. La lecture se fait aprés 24 a 48 h, Les zones d inhibition des
taches actives sont alors observées et le Rf des antibiotiques est| calcufé selon la formule

suivante :

Rf = distance de migration entre dépot et tdche active/dist nce de mi,

front du solvant.

5.5.3. Révélations chimiques (réactions ch romogérﬁ'qeies)i/d/es substances actives
[ \ )

N

\foee\t;u\ees//sur des plaques de gel de silice

Des réactions chromogéniques sont
développées de la méme maniere que pour les /bioautographies pour avoir une idée sur la
nature chimique des molécules présente

Les révélateurs utilisés (Merck, 19,?,57)\“\\‘sfen,t,lle§fsuivants:

« le Diphénylamine-aniline: révélateur des glucides.

e la ninhydrine: révélateur des fonctions amines.

e lechlorure de fer ferrlque ‘révelateur des phénols et des acides hydroxamiques.
e le formaldehyde—H2804 révélateur des composés aromatiques polycycliques.
e Réactif de TQNens révélateur des alcools supérieurs des stéroides et des huiles

etherees

Les taches colorées peuvent apparaitre a froid et/ou a chaud (5 min a 100°C).

5.5.4. Spectroscople UV- visible
Le spectre UV-visible est déterminé entre 190 - 600 nm sur les extraits bruts, afin de

noter 1a presence ou l’absence de composés polyéniques lesquels présentent 3 pics,

car cter;sthues a chaque type de polyénes.
Les extraits sont solubilisés dans 5 ml de méthanol pur puis analysés par

“spectrophotometre UV-vis, précédemment étalonnés avec du méthanol.
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Culture d’actinobactéries
ﬁ sous agitation permanente
!

? (240 trs/ min) 10j/28?C5,
=t Filtration QY

Filtrat de culture

Extraction par des solvants
organiques :
surnageant/solvant (v/v)

(\/ n-hexane \

) Filtration sous vide
v’ Benzéne
v' Dichlorométhane -
Phase :
v' Acétate d'éthyle (N 5
y organique” agueuse Concentrer a
( n-butanol ) /récupérée sec 2 40°C
Filtration |, | Concentrationaseca |, Récupération
sous vide Lo doc dans 5 ml du
| méthanol
Optimisation | ‘Rgcuperatlcl)n dans 5 ml
du méthanol
Spectroscopie | Test
UV-visible [ — 1 antibiographie

Bioautographie |. CCM

\Figu re 15. Récapitulatif du protocole d’extraction des antibiotiques a partir de mycélium et
de filtrat de culture et semi purification des antibiotiques.
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1. Analyses physico-chimiques des échantillons de sol

Pour isoler un plus grand nombre d’actinobactéries d’écosystemes différents, les
échantillons de sol étudiés sont préleves de trois stations différentes : la palmeraie de la
faculté des sciences de la nature et de la vie, le Chott Ain El Beida et la Sebkha de
Bamendil de la région de Ouargla. Les deux dernieres stations sont caracterlsees par une
salinité de sol élevée.

Tableau XI11. Analyses physico-chimiques des sols de différentesff"étéfidne““&’émde.

Texture Sableuse Sableuse fine
fine
pH 6,88 N 7,76
Conductivité 13,2 804 14,30
électrique CE. a 25°C
(dS/m)
Humidité (%) 18 12,34
Calcaire total (%0) 0,5 12,04
M.O % 1,4 2,23
N (%) / 0,098
C.O (%) 0,86 1,3
Ca+2de I’extrait 1/5 5,45 (meg/L) 0,725 (cmol/kg)
Na+ 55,75 0,6
K+ 64,43 0,56
Mg+2 / 9,75
Cl- V. 33 2
SO4 -2 16435,2 38 0,202
HCO3 - 244 18,9 1,2

L’analyse du sol de la palmeraie montre qu’il s’agit d’un sol légérement alcalin
(pH de 7,76), non sale (C E 14,30 ms/cm), une texture sableuse fine. Le taux de calcaire est
de I'ordre de 12, 04
total de" 1
moyennement rlche en matic¢re organique de ’ordre de 2,23 %. L’analyse des minéraux
révele, la presence du Ca™ (0,725C mol/Kg), Na* (0,6 Cmol/Kg), K* (0,56 Cmol/Kg) et
MgJ‘?(Q,ZSmeoI/Kg) (Tab. XI11I).

%, une faible humidité de 1’ordre de 12,34 %, une teneur en carbone

3 % et une faible teneur en azote de Iordre de 0,098 % ; c’est un sol

Le sol du Chott Ain Beida est un sol a pH neutre, extrémement salé de texture argilo-
kbleuse pauvre en calcaire et en matiére organique avec une humidité moyenne et ne contient
as d’azote. C’est un sol riche en éléments minéraux a savoir le Na* K" etle CI'. Le sol de

‘Sebkha de Bamendil a un pH neutre, extrémement salé de texture sableuse fine, pauvre en
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calcaire, en matiére organique ainsi qu’en azote ; ’humidité est élevée, c’est un sol trés

riche en éléments minéraux a savoir Ca*?, Na*, CI et SO4 2,

L’analyse de sol est un paramétre important, il influe directement sur les
microorganismes du sol et particulierement les actinobactéries. Le taux de calcalre influe
fortement la distribution quantitative et qualitative des actinobactéries dans. Ie sol \Sabaou
et al., 1992). La répartition des actinobactéries dans les différents sols depend en général
de plusieurs facteurs, tel que la disponibilité des éléments nutrlt[fs 1a Qtemperature

I’humidité, le type de sol, la saison de prélevement des echantlllons e‘e le ;Ehmat (Oskay,
2009). N

Lee et Hwang, (2002), ont signalé 1’influence de 1 humldlte sur la diversité des
actinobactéries dans le sol. Micromonospora, Dactylosporanglum et Streptosporangium

f'ilés Actinomadura et les
sols avec 13,1 a 20,0%
d’humidité tandis que les Streptomyces predomlnent dans tous les sols.

\: \‘

préferent des sols ou I’humidité varie entre 2,0 a ¢

actinobactéries nocardioformes sont abondants dans 1e

2. Isolement et sélection de souches d’:
substances antimicrobiennes

Un total de 112 isolats a ét
analysés. 91 isolats sont obtenus a partir

e\ 3/ ) . .
nobacteéries productrices de

partir des différents échantillons de sol

arti échantillons prélevés de la palmeraie de la
faculté des sciences de la nature et de Ia V|e 20 isolats & partir de Chott Ain El Beida et un seul
isolat & partir de Sabkha de Bamendll (Tab XIV)

Le tableau X1V montre que le nombre des actinobactéries isolées de la palmeraie de la

faculté des sciences de la nature etde la'vie est nettement supérieur, ceci s’explique par sa
richesse en matiere organtQue par rapport aux Chott Ain El Beida et de la Sabkha de
Bamendil qui presentent un degre de salinité élevé. Lee et Wang, 2002 rapportent que le
nombre d’actlnobacterjes est positivement affecté par le taux de matiere organique quelque
soit le taux de“ Ia sahmte du sol. D’autre part, le nombre d’actinobactéries isolées est

inversement perprthnnel au taux d’humidité des sols (Basilio et al., 2003).

Tableau XIV. Isolats d’actinobactéries des différentes stations.

1 Pal 91

2 Chott 20

3 Seb 1
Total 112
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En Algérie, plusicurs études portant sur I’isolement des actinobactéries, la
taxonomie des souches isolées et 1’étude des antibiotiques secrétés, ont été réalisées
(Hacéne et al., 1994 ; Nouasri, 1996 ; Kecha, 1996 ; Sabaou et al., 1998 ; Lamari et al.,
2002a,b ; Zitouni et al., (2004 a,b et 2005) ; Boughachiche et al., 2005 ; Badjl et al.
2006 ; Boudemagh et al., 2005 ; Kitouni, 2005 ; Boudjella et al., (2006 e \2010)
Merrouche et al., 2010 ; Aouiche et al., 2012 ; Meklat et al., (2012 et 2013) Boubetra
et al., 2013 ; Toumatia et al., 2014 ; Messis et al., 2014,....). Ces travauxont\montre que les

sols sahariens, qui représentent un écosysteme particulier, renferment unpotentlel assez riche
en actinobactéries tant du point de vue quantitatif de leleGFSlte et d’activité
antimicrobienne (Sabaou et al., 1998). Les travaux réalisés par thounl et al. (2004 a, b et
2005) ont montré qu’une souche du genre SaCCharOthrJX SA 103 sécrete plusieurs
antibiotiques originaux appartenant aux familles des anthrac cl‘lne/s des macrolides et des

nucléotides.

( \
mbre de souches d’actinobactéries isolées a

D’apres la figure 16, il apparait que le 1

partir de milieux additionnés d’antifong,ique‘s est n@ttement supérieur a celui des milieux

sans antifongique. Il a été isolé a parﬁ‘ de €e milieu 55 souches d’actinobactéries de la

palmeraie, 14 souches de Chott Ain B‘/ da et.une souche de sebkha de Bamendil. Le milieu

sans antifongique a permis d’ isoler seulement 7 souches de la palmeraie, une souche de

sol de Ain Beida et aucune souche n aéte 1sole de Sebkha. Il est donc évident que 1’addition
d’antifongique aux milieux de culture 7 'dult la prolifération des champignons au profit des

bactéries actinomycétale (Taklzawa et aI 1993)

Les sols ayant sublt un pretraltement avec le CaCO3 ont permis d’isoler 29 souches de
la palmeraie (31, 86%) 5 souches du Chott Ain Beida (25 %) et aucune de la sebkha de
Bamendil (flgure 16) On remarque donc que le nombre d’actinobactéries a
con5|derablement augmente dans les sols traités par rapport au sol non traités. Ces résultats
concordeﬂt avec. Ceux de Alferova et Terekhova (1989) qui ont montré que le traitement
des echantlllons avec du carbonate de calcium favorise la sporulation et par conséquent
augmente CQnSIderablement (jusqu’a 100 fois) le nombre des actinobactéries par rapport aux

temoms n@n traltes ; cecl s’accompagne également de la diminution de la flore fongique. A

ce\slgqt /la littérature précise que le rapport actinobactéries et autres microorganismes d’un

échantillon augmente avec :
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Figure 16. Répartition des isolats d’actinobactéries en fonction des traitements utilisés

a : station de palmeraie des sciences biologiques, b : Chott Ain Beida, ¢ : Sebkha de Bamendil, ATF : antifongique.
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e  Un prétraitement tel que 1’addition de carbonate de calcium (Alferova et
Terekhova, 1989 ; EI-Nakeeb et Lechevalier, 1963).

e Par I'utilisation de certaines sources de carbone et d’azote tel que : I’amidon,
chitine, glycérol, caseine, 1’arginine, 1’asparagine...) qui rendent Ie m|I|eu
moins favorable a la croissance des autres bactéries (Cavalla et Eberlln
1994)

° Par 1’addition d’antibiotiques qui permettent d’mhlber le developpement
des flores bactériennes et fongiques (Alferova et aI 1989 Larpent et
Sanglier, 1989 ; Takizawa et al., 1993). N

Malgré ces précautions, on a retrouvé des colonles,de champlgnons qui rendent

I’observation, la purification et la croissance des actmobac i es plus difficile. Cela peut

b

étre du au fait que le spectre de I’amphotéricine B utlllsee n’est pas assez large et qu’il

existe des champignons résistants, d’ou la nécessité \\
[ ‘

spectre ou une combinaison d’antifongiques (K'touhl 2005)

\utlhser des antifongiques a large

La figure 17 montre la dIStrIbutrQn des solats d’actinobactéries par milieu de culture

dans les trois stations d’étude. Il apparal que le mlheu glucose asparagine (GA) s’avere étre

le meilleur suivi des milieux M2 et IS 4. qui\ Ont permis I’isolement de 90% des souches.
Les milieux Bennett et GLM avec. 7< et 3/souches respectivement représentent seulement

10%. Différents milieux d’1solements sont utilisés par Cross (1982), afin d’obtenir une

grande variété de mlcroorgamsmes mlheux a base de macromolécules comme I’amidon
et la caséine sont aussi recommandes pour I’isolement sélectif des actinobactéries (Seong,
2001). Les milieux GA M2 et ISP4 contiennent de 1’asparagine, I’amidon et la caséine. Ces
composés sont degrades par la plupart des actinobactéries et rendent le milieu
particuliérement favorable a 1 isolement de ces microorganismes (Boughachiche et al., 2005).
De plus ces, mlheux contiennent  des oligo-éléments indispensables a la croissance

bacterlerme (Duchauffour 2001).
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Figure 17. Distribution des isolats d’act

. ries par milieu de culture.

e TPactivité antimicrobienne des

3. Criblage 'screening'" préliminai

isolats

Parmi les 112 isolats d'actinobactéries,
@ croissance rapide. Ces 37 isolats ont fait objet

' e sur gélose contre 16 germes cibles. Le Tableau

XV montre que 24 isolats (65 %) présentent une activité antibactérienne et antifongique

sont sélectionnés pour leurs caractéristiques

culturales spécifiques notamment po

d’un criblage de 1’activité antimic

contre au moins un germe cib

Tableau XV. A cEl'té antimicrobienne des isolats d’actinobactéries sélectionnés.

Origine de prélévement  Nombre d'isolats Isolats actifs

~—Pal 19 16

Chott 17 7

o Seb 1 1
O Total 37 24

e test d’activité antimicrobienne par la méthode des cylindres d’agar a permis de
% évidence 24 isolats actifs parmi lesquelles 15 (62,50%) présentent une activité
@ ibactérienne, 07 isolats soit 29,16 %, présentent une activité antifongique et seulement

deux isolats (8,33 %) revelent un large spectre sur I’ensemble des germes cibles, il s’agit des

59



Chapitre lll.- Résultats et Discussions BOUAZIZ S.

isolats ITAL et 14 (Fig. 18 et 19). Parmi les 15 isolats présentant une activité antibactérienne,
une (ITA35) est active uniquement contre E. coli, bactérie a Gram négatif, 8 isolats (ITA12,
ITA17,ITA19, ITAY’, ITA25, 120, ITAM3, ITAM2) ont montré une activité¢ a l’égard de S.
aureus bactérie a Gram positif et 6 isolats : ITA40, ITA38, ITA39, ITA2, BAMX AB4 sont
) resultats

actives a la fois sur les Gram positif et les Gram négatif (Tableau XV]" ;
montrent toutefois que la plus part des isolats sont plus actifs sur Ies ba\teries a Gram
positif. Ces résultats confirment ceux obtenus par Srivibool et Sukchotlratana (2006) qui
précise également que I’absence de D’activité antibiotique vis-a- Vls des bacterles a Gram
négatif ne signifie pas forcément que la substance est absente ou pas assez active ; mais cela
peut étre du & une mauvaise diffusion de celle-ci dans le mlheu carn étant pas polaire ou bien
constituée de composés non polaires. Il est également probable que ces bactéries nécessitent,
pour la production de certaines substances antlblothues desmlheux de culture spécifiques.
D’aprés les résultats obtenus, on remarque que Ie péurcentage des isolats a activité
antifongique (29,16 %) est nettement inferieur wcelw des isolats & activité antibactérienne
(62,50%). Hacéne et al., (1994) montrent que 11

té htlfonglque. Les travaux de Hilali et al.,

\18 % de I’ensemble des actinobactéries

isolées du Sahara algérien ont une activi

(2002) montrent également lors d’u rlblage initial de 85 souches d’actinobactéries
isolées de plusieurs milieux naturels (sol eaux et sédiments marins) 18 souches
seulement ont présenté une aC{IVI{e antlfonglque contre Fusarium culmorum et

Fusarium gramlnearum

D’apres Berdy et al. (1987) ‘pres’de 40% des antibiotiques synthétisés par I’ensemble
des microorganismes possedent une activité antifongique et plus de la moitié de ces
antifongiques possedent egalement des activités antibactériennes (Berdy et al., 1987). D’ou la
gamme des antlbactenens qui est beaucoup plus importante que celles des antifongiques
(Di Domenlco 1999) Ces molécules sont surtout synthétisées par des actinobactéries
(Breton et aI 1989)

Parml nos souches deux isolats seulement présentent un large spectre. Des isolats
de Streptomyces a large spectre (antibactérien et antifongique) sont souvent décrits
dans la Iltterature (Duraipandiyan et al., 2010 ; Thakur et al., 2007 ; Valanarasu et al.,
2008 et 2009) Certains sont méme actifs contre des champignons pathogénes pour
3H0mr;n§ et des bactéries multi résistantes (Kumar et Kannabiran, 2010) ou encore
e des larves d’insectes (Valanarasu et al., 2010). En Algérie, plusieurs souches de
j:/St'r/éptomyceS isolées a partir de sols, d’eau et d’écorces d’arbres ont montré des

activités antibactériennes et antifongiques intéressantes contre divers microorganismes
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pathogénes (Boughachiche et al., 2005; Badiji et al. 2005; Aouiche et al., 2012; Toumatia
et al., 2014, Messis, 2015...etc.).
Les diameétres des zones d’inhibitions obtenus sont variables, [’activité la plus faible

est obtenue avec la souche ITAM2 avec un diametre de 8 mm contre S. aurfwa plus

élevée est observée avec la souche ITA avec un diamétre de 32 mm contre ac% subtilis.

Boughachiche et al. (2005) ; Boudemagh et al. (2005), expliquent qyejes\ iations des

zones d’inhibition sont dues au fait qu’une souche d’actinobactérie pék rg@?uire plusieurs
7 N T
- i

([ composition du milieu
N

molécules antimicrobiennes avec différents modes d'action selon |

de culture.
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Les deux isolats ITAl et 14 ont été sélectionnés pour
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Figure 19. Activité antimicrobienne de la souche 14.
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Tableau XVI. Profils antimicrobiens des isolats d’actinobactéries sélectionnés (Diametre des zones d’inhibiti mm).

Souches test Microorganismes cibles
Bactéries

Gram positif Gram négatif

§ O] % 09 E’ N 2 ™ 3 8 = O 3 3
S0 53 8 23 Ss2 .88 K ES 485 4% @ 5.8 3E sz E 58
8< 28 g% 5% £8R £5R L2 =4 2§ £ =38 =% =3 5% =%
282 =8 £Ty 29 8399 2EQ 83y S§x 559 55 5z 5c® 25 5 @ e BEd
53 8F E8Y 9E B5E 22F St £58 %m s 25 23 %53 33 S Er
hon OC WEN W Ao X5 aES WOSH <«_{':Z\ <E 62 < o= UL o =<z

ITA35 13 /7 N/

ITA40 10 11 16 12 AN

ITA38 18 (o9

ITA39 12 10 9

ITA12 23

ITAL7 23 (0N

ITA19 21 NN\

ITA2 13 10 10 \)) 12

BAMXx 12 12 9 \ 12

AB4 15 10 10 N 12

ITAY’ 15 { N

ITA25 24 N N

120 10 Q\ N

ITAM3 12 NN

ITAM2 8 N\

ITAL 23 32, 19 10 13,5 16 12 14,5 155 15 30 105 16 14,5

14 15 < \\18 10 12 14 30 08 21 13 18 14

IGATP - 20 11 22

AB5 () 17 17 17 16

AB19. N 20

AB27 16

2 21 16 10 20 17
AB24 18 15 18 17 16 22 21
AB21 17 16 11 20 10 25 22

62



Chapitre lll.- Résultats et Discussions BOUAZIZ S.

1,2 : A. ochraceus ; 3 : F. culmorum, 4,5 : A. carbonarius, 6, 12, 14 : A. parasiticus; 7 : Mucor romanianus ; 8 : S.
aureus ; 9, 15 : A niger ; 10, 11,13 : A. flavus (NRRL, AFB1).

63



Chapitre lll.- Résultats et Discussions BOUAZIZ S.

4. Taxonomie des souches sélectionnées

Les isolats d’actinobactéries sélectionnées ITA1 et 14, ont fait ’objet d’une étude
taxonomique.

4.1. Caractéres morphologiques

Les caractéres culturaux des deux isolats sélectionnés ITAL et 14 sur Jes différents milieux
S
de culture sont consignes dans le tableau XVII.

/’ y \
/

L’isolat ITA1 présente une bonne croissance sur les milieux ISPS ISP6 moyenne sur
les milieux ISP2, ISP4 et GYEA, faible sur les milieux ISPl ISP7 et ‘nulle sur ISP3. La

sporulation est bonne sur ISP5, faible sur ISP1 et GYEA et memstante sur les autres milieux.

Les colonies de I’isolat ITA1 présentent un aspect poudreu sec’” suf les différents milieux de
culture avec un diamétre qui varie de 1 a 3mm, d’une c()uleur bianche a rose poudré selon le
milieu. Le mycélium aérien est de couleur rose bJanchatre ceIIe du substrat varie selon le
milieu. Aucun pigment diffusible n’a été observé shn les mlheux de cultures utilisés.

La souche 14 présente une croissance & ’o dante sur les milieux ISP2, ISP3 et ISP6,
moyenne sur ISP4 et ISP5 et faible sur/ SP 'SP? et GYEA. La sporulation est abondante

sur ISP2 et ISP3, moyenne sur ISP4/ falble\‘Sur ISP5 et nulle sur les autres milieux. Les
colonies de I’isolat 14 présentent un aspect cotonneux sec et rugueux selon le milieu avec un
diametre de 1 2 5 mm d’une couleur blanche a grise. Le mycélium aérien est de couleur gris,

celui de substrat est marron. Les plgments solubles ne sont produits sur aucun des milieux.

Les observations mlcroscapques effectuées sur les isolats ITAL et 14 sont présentées dans la
figure 21. K0
L’isolat ITAT est constltue d’un mycélium aérien de type RA (Retinaculum Apertum :

chaines en crochets ou en boucles) ramifie. Le mycélium de substrat est trés dense et se

présente sous form \fde filaments épais (Fig. 37).

L 1solat 14 possede un mycélium de substrat tres dense et épais. Il est constitué de
fllaments ram{fles non fragmentés, chapeauté par un mycelium aérien produisant des
chaines de spores en spirales de type S.
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Tableau XVII. Caractéristiques macromorphologiques des isolats ITAL et 14 (7 jours).

Isolat  Milieuxde =~ Caractéresculturaux ~ Croissance  Sporulation
culture
ISP1 Blanc Jaune clair - + \ +
ISP2 Rose blanchatre Marron - 5«( -
ISP3 - - - /\ -
ISP4 Rose blanchatre Marron clair - KK++>) -
ISP5 Blanc Jaune clair - /(J X F++
ITAL ISP6 Rose Marron - M++ -
ISP7 Rose blanchétre Marron clair - + -
GYEA  Rose blanchatre  Jaune clair %) ++ +
ISP1 Gris Marron - + -
ISP2 Gris blanchatre Marron ( ( \\T I R
ISP3 Gris foncé - - I o+
ISP4 Gris verdatre Jaune clai!r\ K& > ) - ++ ++
" ISP5 Blanc Marron clﬁ\ - ++ ¥
ISP6 Gris Magfg%rougﬁ%tre - +H++ -
ISP7 Marron clair @W - + -
GYEA Jaune clair J \\% - + -

re 21. Aspect microscopique du mycelium aérien des isolats ITAL et 14 vu au
% microscope optique (Optika) au grossissement (x10).

L’étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques des
souches d’actinobactéries est largement utilisée pour caractériser les genres des
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actinobactéries. Selon Shirling et Gottlieb (1966), 1’identification des actinobactéries repose
en grande partie sur les caractéristiques morphologiques qui sont considérées comme des
caractéres stables. Certains genres d’actinobactéries (Streptomyces, Streptoverticillium

Micromonospora, Microbispora...) peuvent étre identifiés avec un plus grand ‘\‘degre de

précision par rapport aux autres genres (Nocardia, Actinomadura...) par s1mple b§ervat1on

microscopique (Williams et al., 1993).

Sur la base des observations macroscopiques (croissance, ‘aspect et coloratlon) et
microscopiques, les deux isolats montrent les traits typiques liés aux Streptomycetes ce qui

laisse supposer leur appartenance a ce genre. En effet D apre»s LOCCI 6t al., (1989) cités par

Thakur et al., (2007), les souches présentant une cr0|ssanc sur, une Iarge gamme de milieux

de culture montrent généralement une morphologie typ|QUe fies Streptomycetes

Les travaux menés par Muiru et ses collaborateursen 2008 stipulent que les milieux
de culture utilisés pour I’identification des actlnobacterles n’ont pas d’impact sur les
caracteres morphologiques, mais plutot surkfe cafacterlsthues physiologiques comme la
production de pigments mélanoides. En’?plus des caractéres morphologiques, les caractéres

biochimiques et physiologiques sont

grande importance dans la caractérisation des

genres d’actinobactéries. (

4.2. Analyse des constituants panétaux

Le tableau XVIII ré\‘?éle l’anélygé en acides aminés et en glucides des isolats ITAI et

14. Les résultats montrent 1a presence de I’isomere LL de I’acide diaminopimélique au niveau
de paroi d’ITA1 et I4 1a lysme au niveau de paroi d’ITA1 et la glycine au niveau d’14.
L’analyse des sucres celIulalres n’a révélé la présence d’aucun sucre caractéristique a savoir :
xylose, arabmose galactose et rhamnose.

Ces resultats demontrent que les isolats ITAL et 14 correspondent au chimiotype I1C
selon Lechevaher et Lechevalier (1970b) et Labeda et Kroppensted (2000).

L\\s resultats obtenus a ce niveau avec les caractéristiques morphologiques et

chlmlotaxonomlques permettent de rattacher les isolats ITA1 et 14 au genre Streptomyces.

Les “données de Iétude chimique que nous avons obtenu, ont été rapportées par

: "”’/‘uteurs a savoir Al-Taiet et al., (1999), Dastager et al., (2007), qui ont démontré la

/,e\ysenceﬁ de I’'isoméere LL de ’acide diaminopimélique, la présence de glycine et I’absence

~des sucres caractéristiques dans la paroi de la nouvelle bactérie de Streptomyces gulbargensis
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sp. nov. et Streptomyces malaysiensis sp. nov. respectivement. De méme Wu et al., (2001)

ont montré la présence dans le peptidoglycane 1’isoméere LL-DAP et I’absence de sucres.

Constituants révélateurs Couleur des Rapport Identification du composé
cellulaires taches frontal (RF) celiuiaire

Acides aminés  Ninhydrine S;: Tache orange  Rf=0,65 i inopimélique
ITAL S,: Tache orange  Rf=0,68 lysine
Ss: Tache orange  Rf=0,3 ND
Sucres Diphenylamine- S, : Tache rose Rf=0,05
ITAL aniline @D
Acides aminés  Ninhydrine S, : Tache violette ' Acide LL-diaminopimélique

14 S,: Tache rose

violet /f\\

Sucres Diphenylamine- S;: Tache bleu Rf=)0,15 ND
14 aniline S,: Tache bl =0,19 ND
ND : non déterminé. ?f&

Glycine
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4.3. Caracteres physiologiques
Les résultats des caractéres physiologiques sont résumés dans le tableau XI1X.
Tableau XIX. Caractéristiques physiologiques des souches ITAL et 14.

Catalase +
Pigment mélanoide -

Amidon +
Caséine de lait +
Tyrosine -
Tween 80 -
Assimilation des sucres :
glucose +
arabinose +
fructose +
cellobiose +0
galactose +
lactose A
maltose [+
mannitol I
ribose NN -
rhamnose ) +
xylose \ 7 “+/ +
mannose + +
Assimilation des acides organique/:>
Citrate de sodium N\Z, + +
Benzoate de sodium + -
Acétate de sodium + +
Pyruvate de sodium + +
Oxalate de sodium + +
Lactate de sodium 7\ + +
Croissance en présence de NaCl: ) |
5% o+ F++
8% +++ ++
11% < ++ ++
15% @ . + +
Croissance a T °C :
10°C A\ ++ +
15°C ~\\ ++ +
20°C AN\ ++ ++
25°C (= \}\ ' +++ +++
30°C -/ e+t o+
35°C 2\ +++ +
o d0°C ++ -
R \14.\50 C \\ \ n )
ANN SO\S\C B - -
\}\Crﬁi\s§ance apH:
S + +
oley +++ +++
v +H++ o+
8 +++ +++
9 ++ ++
10 ++ +
Lysine + +
Histidine + +
Arginine + +

Croissance : ++++ : abondante ; +++ : bonne; ++ : moyenne; + : faible; - : nulle.
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L’isolat ITA1

La souche ITAL1 dégrade de nombreux composés organiques a savoir I’amidon, la
caséine, le citrate, le benzoate, 1’acétate, le pyruvate, 1’oxalate et lactate de sodium mais elle
ne dégrade pas la tyrosine et le tween 80. La souche utilise tous les composes glchdlques
comme seules sources de carbone, la lysine, 1’histidine et 1’arginine comm‘/ ‘ seulés sources
d’azote. La souche ITAI est capable a croire dans un large interval de temperature compris

entre 10 °C et 45°C ; elle peut aussi croitre a un pH de 5a 10 et a une concentratlon en NaCl

o
,/ /"

comprise entre de 5% a 15%. (
L’isolat 14

~N
O\

) )
/)

La souche 14 peut dégrader une grande varlete de composes organiques tel que

‘\‘late ef lactate de sodium mais

I’amidon, le tween 80, le citrate, ’acétate, la pyruvate
elle ne dégrade pas la caseine de lait, la tyrosine et benzqate ~de sodium. Elle est capable
d’utiliser la plupart des composés glucidiques comme seuleséources de carbone a I’exception
d’arabinose et de ribose. Elle croit & une temperathre optlmale de 28 °C et un pH 7 mais elle

ne peut pas croitre a des températures superleUre 35°C La souche 14 peut croitre a des

concentrations en NaCl de 5% a 15% CO me’ elle utlhse la lysine, I’histidine et 1’arginine

comme seule source d’azote.

. Identification moléculaire /—
Elle a été réalisée umquement /pourl isolat ITAL. L’étude moléculaire est effectuée
au niveau de I’Institut Pasteur Cellul d

d’Identification Bacterlenne (PIB) de Paris (FRANCE). Le choix de cet isolat a été fait

b

Intervention Biologique d’Urgence (CIBU), Pole

essentiellement sur la“ b se de ‘I’activité antibactérienne, du spectre d’activité ainsi qu’en
raison de sa mlcromorpho}ogle particuliere. Le séquencage de son géne rrs codant I'ARNr 16S

a permis de rapprocher phylogenethuement I’isolat ITAT1 a I’espéce S. fradiae (Figure 22).
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relations entre les isolats sélectionnés et les différentes especes de Streptomyces.

%@re 22. Arbre phylogénétique réalisé sur la base de séquences d'’ADNr 16S montrant les
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5. Cinétique de croissance et production d’antibiotiques

Les cinétiques de croissance, de production des antibiotiques et de I’évolution du pH
de la souche ITAL sont illustrées dans la figure 23. Les cultures sont réalisées dans le milieu
de Bennet liquide pendant 10 jours /

e Croissance

La cinétique de croissance de la souche ITA1 révele deux phases, La premlere entre le 1%

4eme Zeme

et le jour d’incubation qui comprend une phase de cr0|ssance raplde du 1% au

zeme 3eme

jour, atteignant une biomasse de 4 g/l, une phase de ralentlssement du jour puis

3eme 4eme

une phase stationnaire du jour avec un poids sec de 6g/| Une seconde phase

exponentielle est observée a partir du 4°™jour, avec une ,cr0|ssance maX|maIe du 4°m qu 5m

jour qui atteint les 10g/l suivie immédiatement d’une p \Se de dechn jusqu’au 10%me jour

d’incubation ou le poids sec diminue a 4g/l. A partlr du &em our, on observe une légere
reprise de croissance dite croissance cryptique. Cette dermere a 6té remarquée chez plusieurs

microorganismes ; elle s’explique par le fait que les cellules encore vivantes utilisent comme

substrat les débris des cellules mortes lysées d nt Ia'phase de déclin (Prescott et al., 2013).

La cinétique de croissance, la productl’f d antlblothues et de I'évolution du pH, de
la souche 14 effectué sur le milieu M2 iq
24, ’i

Pour cette souche, la cmethue de CI’OISS&I’]CG révele une croissance raplde attelgnant

endant 10 jours, sont illustrés dans la figure

1,9 g/l au 4°™ jour puis la blomasse augmente progressivement pour atteindre un maximum

u 5°™ jour avec 2,86 g/I La cmenq e montre également deux etapes, la premiére est

3éme

2eme

comprise entre le 1er_etxje jour avec une croissance de 1% au

2éme

jour et une
stabilisation du 3éme7‘ * Une seconde étape est observée a partir du 3*™ jour qui
comprend une autre phase cr0|ssance du 3°™ au 5°™ jour oU la biomasse est maximale & 2,86
g/l puis une phase de déclin du 5™ au 10°™ jour avec une diminution progressive du poids
jusqu'a la\\ﬁn d’mcubatlon

La premlere phase de croissance dite trophophase est caractérisée par une production
rapide de blomasse tandis que la seconde phase dite idiophase est caractérisée par une
crmssance\}ente et une production maximale des antibiotiques (Sejiny, 1991 ; Pirt et
/heTato 1967 et Lurie et al., 1975).

’/La cinétique de croissance révele en fait deux phases exponentielles pour les deux

\/u_c ,es ITA1 et 14 qui s’explique par le phénomeéne de diauxie. La premiére aprés un jour
gihcubation est marquée par une légere acidification du milieu de culture et qui peut étre

expliguée par une libération d’acides organiques, Il se pourrait que le phénoméne de diauxie
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observé pour la souche ITAL soit di également a la consommation précoce des acides
aminés de I'extrait de levure ajouté au milieu et que le glucose ne soit consommé en tant que
source de carbone qu’au cours de la seconde phase exponentielle. Ce phénomeéne est
généralement observé dans les milieux comportant deux sources de carbonej‘éftr)‘é;ii(jikq‘/ue, le

glucose et le lactose ou galactose ou xylose (Prescott et al., 2013; Euzéby, 2 )

il peut également se manifester parfois dans des cultures avec une seule sourc

une source azoteée.

Des résultats similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs sur Ia croissance en
diauxie des souches de Streptomyces tel que Driche (2010); Aowehe et al. (2012);
Toumatia et al. (2014), ainsi que d’autres souches d’actlnobacterles é savoir Saccharothrix
algeriensis (Strub, 2008). /

D’autre part, le glucose, source de carbone rapldement assimilable est connue comme
étant un excellent stimulant de la croissance mlcrobienne (Hermans et al., 1989) et sa

concentration est déterminante pour la productlon d"antﬂ)lothues En effet, pour de nombreux

microorganismes a concentration élevée, il ,,une action négative sur la synthése

d’antibiotiques due a la répression catabolig ue glucidique ou effet glucose. Larpent et

Sanglier, (1989) rapportent que les‘:""i\f() \encentratlons de glucose ou d’autres sources
carbonées facilement assimilables sont geneT lement defavorables a la production.
L’absence de la phase de latence observee pour les deux souches est due au fait que

les pré-cultures sont jeunes et preparees Vans le méme milieu.

L’évolution du pH pour la sGuc ¢ ITA1 montre une diminution du pH initial & 6 au peme jour

d’incubation  puis il augmente a 8™ au 5°™ jour avec une alcalinisation progressive du

milieu jusqu’au d1x1éme Jour avec un pH 8,4 a la fin d’incubation (figure 23). Pour la souche

2eme

14, le pH Inltlaf de 7 2 »diminue a 6,8 au jour d’incubation puis augmente a 8,2 au

sixiéme jOU.I‘ avant df\entarner une baisse jusqu’a 6,2 a la fin d’incubation (figure 24).
Cette evo}utlon du PpH serait due a la dégradation des sources azotées organiques tels que les

aC|des amlnés . présents dans l'extrait de levure, qui sont désaminés pour libérer de

Iammonlu L'accumulation de ce dernier alcalinise le milieu (Strub, 2008).

"prodqctlon de métabolites secondaires tels que les antibiotiques est stimulée ou inhibée

ar de varlatlons de pH . Augustine et al., 2005 ; Asanza-Teruel et al., 1997 rapportent
\que chez Streptomyces aureofaciens, la variation du pH pendant la fermentation peut

~:im0d|f|er I'équilibre entre la production de la chlorotétracycline et de la tétracycline dans le
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milieu de culture. Selon Smaoui (2010), un pH acide favorise la production de
chlorotétracycline alors que le pH basique favorise la sécrétion de tétracycline.

e Production d’antibiotiques

L’activité antibactérienne et antifongique de nos deux isolats vis-a- VIS de IaCIIIUS
subtilis ATCC 6633, A. ochraceus ATCC 3174 et A.niger 2CA936 detectee“

des puits est illustrée dans les figures 23 et 24.

pgr a ;nethode

Concernant la souche ITALl la production de metabolites antlmlcrobléns apparait a
partir du deuxiéme jour d’incubation. Elle présente deux maxima d"actwlte au 2°™ et 3°M°
jour et au 5°™ et 6 °™ jour sur Bacillus subtilis avec une zone & 1nh1b1t10n de 18 mm de

diamétre

L’activité antifongique est maximale au 4 °™ et 5 ‘\jéur ‘vec une zone d"inhibition
de 19 mm de diametre. Les productions maximales d’ antlbattéflens et antifongiques par la
souche ITAL coincident avec la fin de la phase exponenﬂelle et le début de la phase de
déclin comme c’est le cas pour la majorité d mlcroorganlsmes Ces résultats corroborent
ceux de Sejiny (1991) qui ont montré que 1’activit

>
spp. est accrue a partir du sixieme Jour d"

: ntlbacterlenne des souches Streptomyces

Une autre production d’ antlbrsttque pour la souche ITAL a lieu vers la fin de
I’incubation durant la croissance crypthue figure 22); des résultats similaires ont été
retrouvés par Toumatia (2015) avec une souche de Streptomyces mutabilis.

Les cinétiques des act|V|tes antfbacterlennes présentent plusieurs maxima surtout pour

la souche ITA1, cela suggere la> production de plusieurs antibiotiques ou complexes
d'antibiotiques qui seralent SQI'E des dérivés proches soit des groupes d'antibiotiques différents
ou encore a spectres d actlwte probablement différents (Toumatia, 2015).

Concernant Ia souche 14 L'activité antifongique est détectée vis-a-vis d’Aspergillus
Niger 2CA936 et Aspergnlus ochraceus ATCC NRRL 3174 par la méthode des puits. La
producthn /des metabolltes antimicrobiens apparait a partir du 4emejourd incubation. Elle

est maxnm* e au ClanIeme jour avec des zones d’inhibition de 22 mm et 15,5 mm de

\‘\-ws Aspergillus Niger et Aspergillus ochraceus respectivement c'est-a-dire au

cour de la phase exponentielle.

h La productlon de métabolites secondaires par les microorganismes a lieu généralement
u nt s phases de ralentissement et stationnaire mais dans le cas des actinobactéries cette
ro uctlon peut débuter méme en phase exponentielle (Zitouni, 2005 ; Badji, 2006), ou

meme a la phase de déclin (Aouiche, 2012).
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6. Optimisation des parameétres de culture pour la production

d’antibiotiques par « Response Surface Methodology —-RSM- »

Souche 14 dans le milieu M2

Le tableau XX montre les résultats de Il'experience RSM avec/,lr"eiff de trois

variables indépendantes dans le milieu M2: caséine, amidon et le NaCl. L

minima des variables générées par le RSM sont représentés par le total de cing points
centraux mis en place aux essais n° 2, 6, 9, 10 et 13. Des activités antrbac‘terlennes similaires
sont également observées. Toutefois, la production maximale antlclpee est atteinte a I’essai

n°. 10 avec 0,2 g/ 1 de caséine, 14 g/1 d’amidonet2 g/ 1 de NaCl alors que la production

antibactérienne minimale est observée dans 1’essai n° (\13 aVe une quantlte d'amidon de
I’ordrede 6 g/1,0,3 g/1 de caséine et 3 g/1de NaCl. )
Tableau XX. Conception expérimentale et resultats du RSM pour la production

d’antibiotique a partir de Streptomyces Sp< 14sur le Milieu M2.

&\/

1 1 2 20 19,000 1,000
2 1 1 22 22,375 0,375
3 1 2 21 20,000 1,000
4 1 2 22 19,000 3,000
5 1 2 24 23,750 0,250
6 1 3 20 20,375 0,375
7 1 2 17 18,000 -1,000
8 1 3 27 26,375 0,625
9 1 1 25 25,625 -0,625
10 1 2 30 30,250 -0,250
11 1 2 15 19,000 -4,000
12 1 1 18 17,625 0,375
13 1, 3 11 11,625 -0,625
14 \ 3 17 16,625 0,375
15 1 16 15,375 0,625

La Slgmﬁcatlon statistique du modele assemblé est évaluée par 1’analyse de la
variance ANOVA (tableau XXI).
Le plan est valide puisque P -value (valeur P) du modeéle est inferieure a celle

de Lack-of-fit (tableau XXI). L'analyse des parametres linéaires indique que les
ariables indépendantes n’ont pas un effet significatif c'est-a-dire, il n’y a pas une
influence de ces parametres sur 1’activité antibactérienne. Il en est de méme pour

I'interaction entre les paramétres quadratiques "Square", les P-value sont supérieures a
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0.05. Par contre pour les interactions entre deux parametres (Way Interaction), on
observe une influence significative sur 1’activité antibactérienne puisque P-
value<0.05, hormis l'interaction entre caseine et NaCl, ou P-value>0.05.

La qualité de I'information est confirmée par le coefficient de determlnatlon

R2. " qui' est de 0,9114 et qui révéle une réponse de modéle trés satlsfalsante (proche

de 1) et qui peut expliquer 91,14% des variations totales (Tableau XX La valeur de

\

I'ajustement représentée par le coefficient de determmatlon (Ale) est également
suffisamment élevée (0,75), cela indique un modeéle SIgnlflcatlf a 75 19%

La conception a l'erreur de prédiction moyenne (ErrOr) (Tableau XX, 1
ratios supérieurs a quatre indiquent une dlscrlmlnatlon/d“/ m@dele adéquate, et d’apres

le tableau la valeur est supérieure a 4, donc la dISCFI mi tIOI’T/ESt adéquate.

Tableau XXI. Analyse de la variance du modeéle quadrathueaJUSte (Regression de surface de

réponse: Activité antibactérienne par rapporta]a caselne Amidon; NaCl).

Model 571 0,035
Linear 2,80 0,148
Caseine 5,97 0,058
Amidon 10,125 1,67 0,252
NaCl 4,500 0,74 0,428
Square 13,278 2,19 0,207
Caseine*Caseine 11,308 1,87 0,230
Amidon*Amidon 18,692 3,09 0,139
NaCl*NaCl 8,308 1,37 0,294
2-Way Interaction 73,500 12,15 0,010
Caseine*Amidon 64,000 10,58 0,023
Caseine*NaCl 0,250 0,04 0,847
Amidon*NaCl { 156,250 156,250 25,83 0,004
Error / 30,250 6,050
Lack-of-Fit ) 4250 1417 0,11 0,047
26,000 13,000

341,333

‘ ) (figure 25 A2, B2 et C2) décrites par le modéle de régression sont obtenues avec l'aide

~du design Box-Behnken et ont été dessinées pour illustrer les effets des deux variables
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indépendantes a la fois maintien de la troisieme variable a un niveau fixe (zéro). Ces
interactions indiquent une excellente adéquation du modele et ont aidé a comprendre a la fois
les effets principaux et les effets d'interaction de ces variables.

Pour les parcelles de contour 2D, la valeur prédite maximale est indiqu;ée*ﬁ* la face

définie dans la plus petite ellipse du diagramme de contour (surface la plus foﬁé’ée\) 5

Les figure25 (Al et A2) montrent I’effet de la caséine et du NaCl\ sur Dactivité

antibactérienne. D’aprés le tableau XXI d’ANOVA on remarque que la Valeur de P-value est

supérieure a 0.05, donc pas d’interaction entre ces deux parametres ce[q apparalt dans la
figure 25 Al.

Les flgures 25 (B1 et BZ) montrent ’effet de la caselne etwde l’amldon sur activité

L AN -/

lé/trace du contour montre
que:
([ (

e Les zones de contour représentent des réponses goﬁrrls\tén;tes‘,/;qui correspondent aux activités
de 20, 22.5, 25, 27.5 et 30 mm ‘ ( )

e Le contour avec la couleur verte la plus foncée ( a/n"s/ le coin supérieur gauche indique le
contour ou I’activité est la plus élevéee (>30 my,
e D’apres la figure 25 B1, on obs‘ ’activité augmente lorsqu’on se déplace du

centre vers le coin supérieur droit, en d

tres termes I’activité augmente lorsqu’on réduit
simultanément la caséine et on augmenfe I’amldon cela suggére qu’on peut maximiser

activité & une concentration de casew\e Iegerement inférieure & 0,24 g/l et une concentration

d’amidon supérieure a 13 g/l.{

La méme tendance est. observee dans les effets de I’amidon et du NaCl sur l'activité
antibactérienne, les flgures 25 Cl et C2 montrent que :

e Les zones de conteur representent des réponses constantes qui correspondent aux activités
de 12, 15, 18, 21e 24, >

o Le contour avec la couleur verte la plus foncée dans le coin supérieur droit et le coin

mferleur gauche mdlquent les contours ou I’activité est la plus élevée (>24) (figure 25 C1).

o D’ apres a f{gu re 25 C1, on observe que ’activité augmente lorsqu’on se déplace vers le
com mferleur droit ou vers le coin supérieur gauche, en d'autres termes I’activité augmente

Iorsqu on réduit simultanément I’amidon et le NaCl ou on augmente leur concentration, cela

Su ge xe\qu on peut maximiser I’activité a une concentration minimale d’amidon et de NaCl
"nferleure a 6,5 g/l et 1,5 g/l respectivement ou maximale supérieure a 13 g/l et 2,2 g/l

;respectlvement.
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Avec l'aide de I'optimisation numérique, le modele quadratique prédit que les valeurs
optimales des facteurs de test a savoir caseine= 0.2 g/ I, amidon = 14 g / | et NaCI=3 g/I,

devrait donner un maximum d’activité antibactérienne avec une zone d'inhibition de 34 mm

(figure 26).
Optimal Hioh Caseine Amidon
D:1,000 9 0,40 14,0

Cur [0,20] [14,0]
Predict Low

Activité
Maximum

y =340
d = 1,0000

Figure 26. Réponse optimiseée, ConﬁéA n‘\‘de‘surface de réponse sélectionnée en utilisant
I'optimalite baséé su{ la dlstance de 14 sur M2,

Validation expérimentale de I' opt]mlsatfoﬁ

Les parameétres des composants3du milieu prédit a partir du RSM sont réalisés
expérimentalement en trlpllcata pour ~vérifier les résultats de la modélisation. L'activité
antibactérienne contre B subtms obtenue expérimentalement est de 33 + 1,5 mm, ce qui
correspond ala valeur predne de 34 mm. Le milieu final optimiseé contient : 0.2 g/ |, 14 g/l
amidon soluble, 3 g/i NaCI

La bonne\correlatlon entre les valeurs prédites et expérimentales aprés optimisation

justifie la valldl\te;\;‘d‘umodele de réponse et I'existence d'un point optimal.

Souche} TAl dans le milieu Bennett

Le résultats RSM de l'effet de trois variables indépendantes a partir du milieu

/

Bennett( casammoaude extrait de levure et extrait de viande) sont présentés avec les

epons/'"s\pre dictées et observées dans le tableau XXII. Le tableau montre les maxima et
mlnlma des variables dans le RSM et que le total des trois points centraux est révelé aux
\essals n° 4, 10 et 12 et des activités antibactériennes similaires sont également observées.

Toutefois, la production maximale anticipée est atteinte a I’essai n°. 06 avec 2 g/ I de
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casaminoacide, 1 g /1 d’extrait de levure et 1 g / 1 d’extrait de viandes, alors que la
production antibactérienne minimale ou nulle est observée dans I’essai n°. 01 avec une
quantité de ’ordre de 1g /1 de casaminoacide, 1 g /1 d’extrait de levure et 1.4 g / 1 d’extrait

de viande.

Tableau XXII. Conception expérimentale et résultats RSM pour la prf/cj'd\[jctign |

(
1 1 1 1,0 1,4 0 \723{,1250 -3,1250
2 1 1 /) 12,3750 2,6250
3 1 3 ) 11,8750 3,1250
4 1 3 % 18,6250 -0,6250
5 1 2 22,6667 -6,6667
6 1 2 22,6667 10,3333
7 1 3 15,8750 0,1250
8 1 2 15,7500 3,2500
9 1 3 21,6250 -2,6250
10 1 2 16,5000 -0,5000
11 1 1 16,3750 0,6250
12 1 1 14,1250 -0,1250
13 1 2 22,6667 -3,6667
14 1 2 15,2500 -3,2500
15 1 2 9,5000 0,5000

Le tableau XXI11 montre Hall/j‘/se de la variance ANOVA qui permet d’évaluer la

signification statistique du médéle

Le plan est vallde pwsque P -value (valeur P) du modéle est inferieure a celle de
Lack-of-fit (tableau XXIII) Lanalyse des parameétres linéaires indique que les variables
individuelles ou mdependantes de casaminoacide et d’extrait de levure ont un effet tres

significatif pmsque le-P-value est inferieur a 0.05, c'est-a-dire qu’il influence 1’activité

antlbacterlenne\ \ar contre I’effet individuel de I’extrait de viande n’a pas un effet significatif

pwsque P—value ‘est supérieur a 0.05. Il en est de méme pour l'interaction entre les

C pQur I’effet combiné des parameétres ou quadratique "Square” les P-value sont
'0.05 donc ils ont des effets hautement significatifs. Pour les interactions entre
déu; \ﬁ;‘ra\fﬁétres (Way Interaction), on observe une influence significative sur 1’activité
acterienne . La P-value est <0.05 pour I’interaction entre la casaminoacide et I’extrait de
ande et ce dernier avec I’extrait de levure par contre cette P-value est >0.05 dans le cas de

'Interaction entre la casaminoacide et D’extrait de levure donc une influence non

significative. Le coefficient de détermination "R?." dans ce cas est de 52,71 %, le modéle est
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satisfaisant ainsi que la valeur de I'ajustement représentée par le coefficient de détermination
(AdjR?) qui est de 50,86 %, et qui indique la signification du modéle.
La conception a l'erreur de prédiction moyenne (Error) est supérieure a 4, donc la

discrimination est adéquate (Tableau XXII1).

Tableau XXIII. Analyse de la variance du modeéle quadratique ajusté (Régression de surface

~ \
N\

de réponse:( Activité antibactérienne d’ITA1 par rapport a la Casamigbje}qircil@;/E. levure; E.

viande). (<
N.—/

Model 9 4835,83 537 31 0,000
Linear 3 508,14 0,000
Casaminoacide 1 102,00 102 0,021
E. levure 1 37461 // 372,;,%{ 0,000
E. viande 1 0,00 0,00/ 0,993
Square 3 4411,381~ 77,62 0,000
Casaminoacide*Casaminoacide 1 77296\ ) 772 96 40,80 0,000
E. levure*E. levure 1 69 1307,69 69,03 0,000
E. viande*E. viande 1 147397 77,81 0,000
2-Way Interaction 3 76,34 4,03 0,008
Casaminoacide*E. levure 1 50,41 2,66 0,104
Casaminoacide*E. viande 1 99,27 5,24 0,023
E. levure*E. viande 1 92,67 4,89 0,028
Error 229 ~4337,98 18,94
Lack-of-Fit 246,51 123,26 6,84 0,001
Pure Error 4091,47 18,02
Total 9173,82

DF : Degrees of freedom, SS : S\Uinpf\sﬁuares, Ms : Mean Sum of squares, adj : adjustement.
S R-sq R-sq(adj) —R-sq(pred)
4,35237 52,71% 50,86% ! 51,05%

Surface de répoﬁse et parcelles de contour

Les parcelles‘*\de contour 2D et de surface de réponse tridimensionnelle (3D) sont
|Ilustrees dans Ies figures 27 (A1, Bl et C1; A2, B2 et C2) décrites par le modéle de

regressmﬂ obtenu avec le design Box-Behnken.

Les flgur ’,\27 Al et A2 montrent I’effet de I’extrait de levure et de 1’extrait de viande sur

,'/

ctmte antlbacterlenne Les données d’interaction et le tracé du contour montrent que :

Les ones de contour représentent des réponses constantes correspondant aux activites de
14,16, 18, 20, 22 et 24,

/Le contour avec la couleur verte la plus foncee au centre indique le contour ou I’activité est
la plus élevée (>24).
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e D’aprés la figure 27 Al, on observe que I’activité augmente lorsqu’on se déplace vers le
centre donc I’activité augmente et peut étre maximale lorsqu’on est dans un intervalle de
concentration compris entre 0.88 g/l et 1.28 g/l d’extrait de levure et une concentration
d’extrait de viande supérieure & 0.80 g/l et inférieure a 1.20 g/ I.

Les figures 27 B1 et B2 illustrent I’effet de la casaminoacide et de I’ extraut d Vlg,nde sur
Iactivité antibactérienne. Les données d’interaction et le trace du contour, monu’ent que :

o Les zones de contour représentent des réponses constantes qui cogr,,espgnd,ebyt aux activités
de 15, 17.5, 20, 22.5 et 25. (<

A\
N\

\ \
e Le contour avec la couleur verte la plus foncée au centre |nd|que Ie confour ou I’activité est

la plus élevée (>25).

e Dans la figure B1, on observe que I’activité augmente loréqu OI'/f/SC déplace vers le centre.
Donc I’activité augmente et elle est maximale Iorsqu\On ‘est dans un intervalle de
concentration compris entre 1.9 g/l et 2.3 g/l de casammoar:lde et une concentration d’extrait
‘gJ . ‘,w

Les figures 27 C1 et C2 montrent I’ effet de la caSa;mlnoamde et de I’extrait de levure, selon

de viande supérieure a 0.80 g/l et inférieure a 1

le tableau XXI11 d’ANOVA, ces deu& pafémetres n‘ont pas d’effet sur Dactivité

antibactérienne puisque le P-value est Sup
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Al
Contour Plot of Activité antimicrobienne vs E. viande; E. levure

A2

Surface Plot of Activité antimicrobienne vs E. viande; E. levure
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W U5 - 200
W20 - 225
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[ ] > 250

Hold Values
E.viande 1 &

vité antimicrobienne
20

Casaminoacide

. <
Q\J}igu re 27. Surface de reponse et parcelle de contour correspondant a 1’activité

‘ \Q\t srienne de la souche Streptomyces fradiae. ITA1 avec la casaminoacide, I’extrait de

@

levure et ’extrait de viande.

(A1, Bl et C1: parcelles de contour 2D des parametres ; A2, B2 et C2 : surfaces de réponse 3D des paramétres).
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L’optimisation numérique du modele quadratique prédit que les valeurs optimales des
facteurs de test & savoir casaminoacide=2.1717 g/ I, E. levure = 1.0768 g / | et E.
viande=1.0202 g/l, devrait donner un maximum d’activité antibactérienne avec une zone

d'inhibition de 25.3583 mm (figure 28).

Optimal Casamino E. levur E viand N

i High 30 1,40

Predict Low 10 0,60 m 060

Activité
Maximum
y = 25,3583
d = 0,66775

Validation expérimentale de I' optlmlsatro‘ ‘
Les paramétres des composants du m|I|eu predit & partir du RSM sont réalises

expérimentalement en trlpllcata pour verlfler les résultats de la modélisation. L'activité

antibactérienne contre B. subtllls 0 \ue expérimentalement était de 29 + 1,1 mm ce qui
correspond relativement a ia valeur predlte de 25.35 mm. Le milieu final optimisé contient :

casaminoacide= 2. 1717¢ g / I E Ievure = 1.0768 g / | et E. viande=1.0202 g / I. La bonne

corrélation entre les. valeurs predltes et expérimentales aprés optimisation a justifié la validité
du modeéle de rep@nse et leX|stence d'un point optimal.

La capacu \de productlon d'antibiotiques peut étre affectée de maniere significative

par Ies censtltuants du milieu. Des études antérieures sur la production de métabolites

secondalres ont ete réalisées en utilisant des méthodes conventionnelles. Des méthodes

b

statlanues\; optimisation de la production des
antlbmthues Dans la présente étude, la production d’antibiotique est affectée par les sources

de\ ulnments des milieux. Pour améliorer cette production, la concentration optimale de

midon doit étre de 14 g / | au lieu de 10 g / | dans le milieu non optimisé. Plusieurs
“chercheurs ont signalé l'augmentation de la production d'antibiotiques  avec des

concentrations de maltose chez Streptomyces sp. 19 G-317 (Juntao et al., 2011). On signale
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que différentes sources de carbone influencent la production de métabolites secondaires.
Jubi et al. (2017) ont trouvé qu’une concentration modérée en amidon affectait la production
de métabolites de Streptomyces nogalater NIIST A30 isolé de Western Ghats d’un sol

forestier de Kerala, India. En revanche, il n'y avait aucune production( d'\f‘compose

antimicrobien par Nocardiopsis sp. MADO8 lorsque le milieu a été comple § ' par. dlfferentes

sources de carbone a une concentration de 1% (p / v) (Selvin et al., 2009) Pou \ \,‘plupart des
antibiotiques issues des microorganismes, une source de carbone rapldement assimilable
engendre un effet négatif sur la biosynthese (répression catabollque ous effet de glucose™)
(Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990). Une source complexe de carbone comme les

polysaccharides (amidon, dextrines) est souvent mellleure Un exemple de réaction

catabolique du métabolisme secondaire chez les actlno\‘ . ites,eSI celui de la synthése de
I'actinomycine par S. antibioticus apreés l'addition de giucoae ans les milieux (Singh et al.,
2009). La concentration optimale de caséine doit etre dtmmuee a0,2g/laulieude03g/l.

| d

Des résultats similaires ont montré que la source azote |peut réduire la bonne synthése des

métabolites secondaires (Singh et al., 2008 /aC|des aminés non appropriés utilisés

comme sources d'azote peuvent inhibe ,fbonne synthése des métabolites secondaires,
alors que des acides aminés spécifiqué uvent améliorer la production d'antibiotiques dans
certains cas. La phénylalanine, I |soleucme 1a‘meth|on|ne et la tyrosine sont les acides aminés

les plus appropriés pour la production de métabolltes antifongiques (Singh et al., 2008).

La concentration optimale de NaCl doi :etre augmentée a3 g/ laulieude 2g/1l. Yang et al.
(2006) ont constaté que la productlon d'antibiotiques produits par Xenorhabdus ssp. D43 est
favorisée par MgSO4, MgCIZ "NaCl, KH2PO4, KNO3 et (NH4) 2SO4. D43, mais la
production d' antlblothues par ‘addition de Zn (NO3) 2 et de CuCO4 diminue. De méme Jubi
et al. (2017) ont trouve qu "une concentration en (NH4);SO4 et K;HPO, modérée  favorise

la production maXImaIe de métabolites par NIIST A30.

Souagm et al ,(2015) ont montré que des concentrations de 3,476 g/l de glucose et de
3,876 g/l d extralt 'de levure avec une concentration de 41,14 g/l de NaCl améliorent

mgmﬁcaﬂVement la production d’antifongiques par Streptomyces sp. SY-BS5. Elibol (2004)

rapporte qu\l a production d’actinorhodin produite par Streptomyces coelicolor A3(2) dans un

"i'eu complexe augmente de 32 % dans le milieu optimisé par rapport a celui non optimisé.

N\

/eu optimisé est constitué de 339 g / | de saccharose, 1 g / | de glucose, 1,95 g / |

-d Xfralt de levure et 2,72 g/ 1 de peptone. Les quantités de glucose, d’extrait de levure et de

\;peptone requises sont également réduites avec la RSM.
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7. Extraction, semi-purification et essai de caractérisation des principes

actifs des souches sélectionnées

La production des antibiotiques est réalisée en milieu liquide dans des erlensf;de 500

ml contenant 100 ml de milieu respectivement de Bennett et M2 pour les lsolats ITAl et 14.

Les souches sont cultivées pendant 8 a 10 jours dans un incubateur aglte a 28°C‘et 240 rpm.
L’extraction des antibiotiques a partir du mycélium seche est reahsee avec du

méthanol. L’extrait de couleur marron foncé présente une act|V|te contre BaC|IIus subtilis

N>/

avec un diameétre d’inhibition de I’ordre 16 mm.
Le filtrat de culture a fait d’abord 1’objet d’ un ch(nx dc solvant susceptible de

réaliser une meilleure extraction de 1’antibiotique ou du p Clpe actlf Le filtrat a subi une

extraction avec quatre solvants de polarités crmssantes n- heXahe dichlorométhane, acétate
d’éthyle et n-butanol. Les résultats des antlblographles des eXtralts pour les deux isolats ITA1
et 14 sont illustrés dans les figures 29 et 31. Leﬁ act|v1tes résiduelles des phases aqueuses
obtenues apres extraction sont également ver‘lkfle B

/>
7.1. Extraction des principes actifs et cl}a'

' solvént d’extraction de L’isolat ITA1

Les figures 29 et 30, montrerit es. activités antimicrobiennes extractibles avec les

solvants organiques non miscibles ave&i eau D apres les figures, il apparait que la meilleure
activité est retrouvée au niveau dc l extralt avec le n-butanol avec un diamétre d’inhibition

de 16 mm contre B. subtilis ATCC “33 et de 14 mm vis-a-vis A. ochraceus, I’activité est

absente dans les phases aqueuses mals presente au niveau du mycélium. Sachant que les trois
solvants testés ont tous permls lextractlon des principes actifs, ce qui suppose que les
activités mesurées par antlblographle sont dues a un grand nombre de molécules ayant des
structures de polarltes d{fferentes (polaires, polarité moyenne ou apolaires). Selon Franco et
Countinho, (1991) et Augustme et al., (2005), la plupart des antifongiques connus a ce jour,
sont extralts par l acetate d’éthyle. Remya et Vijayakumar (2008) cité par Oskay (2011)
rapportent egalement que Dl’acétate d’éthyle est le meilleur solvant d’extraction des
molecules antlbacterlennes et antifongiques de la souche Streptomyces RM42. Ahmed (2007)

Cl/tej;,pgr\H«szeln et al. (2011), rapporte aussi que 1’activité antimicrobienne de Streptomyces

violachromogenes est mieux extraite avec ce méme solvant.

- Ibest a signaler aussi que de nombreux travaux dont ceux réalisé par Boudjella et al.
2006) et Zitouni et al. (2005) ont souligné I'efficacité du butanol, du dichlorométhane et

“de l’acétate d’éthyle dans I’extraction des antibiotiques synthétisés chez les genres
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Streptosporangium, Saccharothrix et Nocardiopsis. Cependant il y’a lieu de relever que le n-
butanol extrait aussi beaucoup d'impuretés non actives qui risquent de géner la purification,

comme il existe des actinomycétes « métaboliqguement » intéressants qui sont signalés dans la

littérature, pouvant synthétiser plus d’une trentaine d’antibiotiques, (Trujillo e fellow,
1997).
16 1 IDl@des Fones
Tl (i vis-avis B

14 - subtil
’E‘ 12 9 M Diarnétres des Zenes
£ linhibition en(mm) vis-4-vis A
~ 10 A hraceus
g
b=
= 8 A .
= M Diameétres des Zones
= d'inhibition en(mm)de la phass
= 6 - aquense vis-2-vis B subtilis
Z
§ o

2 =

0 T T T v

W&
46 ﬂ;g#q’ &6{&& 3 ) % o_z\;.@'@' Solvants
& \0‘0 A & &
Q\é‘ &

Figure 29. Activité antimicrobie &wcgzts organiques du filtrat de culture de la souche

ur milieu Bennett.

8

tibiographie des extraits organiques du filtrat de culture de la souche ITAL
contre A.ochraceus ATCC3174 par la méthode des puits.

s
<
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7.2. Extraction des principes actifs et choix du solvant d’extraction de L’isolat 14

D’aprés la  figure 31, il apparait que la meilleure activité est retrouvée au niveau de
la phase organique de 1’extrait hexanoique avec des diamétres d’inhibition d} 27 mm et
de 12 mm vis-a-vis Aspergillus niger et A. ochraceus respectivement /i“\ ( x

((C

apparait aussi dans les deux autres extraits « dichloron@@ acétate

d’éthyle et elle est absente dans les phases aqueuses. Par ailleurs, l’ext@f‘
(

L’activité
1\n\é;\t nolique du
mycélium ne montre qu’une faible activité contre A. niger. Cela p?ﬁ}ﬂété\d%ﬁdpposer que le
composé actif secrété par la souche 14 est hydrophobe et mieux ekf@:}ﬂ}ﬂe par les solvants
apolaires et moyennement polaires. Ces résultats sont en }cgord 2\>/ec ceux obtenus par
Augustine et al. (2005) qui ont pu extraire des ac 'viték%%ngiques en utilisant de
%le/ culture de Streptomyces
(2006), utilisant des solvants

I’hexane comme solvant d’extraction I

albidoflavus. D’autres études telles que celle de Bad] et\\a\x

/). C . G .
apolaires avec le genre Actinomadura ont abouti gﬁa rpe{atlon des activités antibiotiques
par le benzeéne. | ‘“\\¥ //

De nombreuses autres études pﬂrtan‘?%x\ >

antibiotiques a partir des souches d’acti

citons les travaux de Zitouni et al. (2(%,\5% et al. (2006), Boudjella et al. (2007), .....

W
) )

dans les surr?ge

choix des solvants d’extractions des

¢ries ont ¢ét¢é menées parmi lesquelles nous

M Diametre de zones
d'inhibition (mm): A
niger

xi\ -
®

30 ~

H Diametre de zones
d'inhibition (mm): A
ochraceus

25 1

M Diametre de zones
d'inhibition (mm)dela
phase ageues contre A
niger

Zones d'inhibition (mm)
= =
ﬁ o wu
L / 1 1
/ /

/
/7
/

>
S
&

Solvants

& 0\‘3& -
AL

./

s

G

‘ N;@rg}%l. Activité antimicrobienne des extraits organiques du filtrat de culture de la souche
%\ 14 sur milieu M2,

: L’apparition de 1’activité antibactérienne dans un solvant polaire (acétate d’éthyle), de
Nolarit

¢ moyenne (dichlorométhane) et apolaire (n-hexane) suppose qu’il s’agit soit de
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plusieurs molécules de polarités différentes soluble chacune dans un solvant différent ou bien
de une ou plusieurs molécules solubles dans différents solvants. Cette derniére hypothése est
plus probable puisque selon Guernet et Hamon (1981), les antibiotiques dont la structure est
généralement complexe comprennent des caractéres polaires et apolaires entramar/lt une

affinité pour des solvants tres divers.

L'activité antifongique et antibactérienne retrouvee également dans IeTnycellum des

souches ITAL et 14 serait soit de méme nature que celle sécrétée dans Ie flltrat de culture, soit

de nature différente. “\\lfi‘

8. Caractérisation partielle des principes “iéteti‘:\\ par Chromatographie

analytique sur couche mince
8.1. Choix du systeme de solvant de migration \ 7
Les molécules bioactives présentes dans les extralts butanoliques pour I’isolat ITA1 et

hexanoique pour la souche 14 sont analysées pe \chromatographle analytique sur couche

/>
mince de gel de silice pour séparer les st

yces actives et détecter le meilleur systeme de

séparation. Cing systemes de solvants{d Iutm -sont testés, il s’agit de :

F. Méthanol-acétate d’éthyle (100 15) M*.A’.E

G. N-butanol-acide acétique- eau;(3 1 \1) ot (6:1,5:2) : B.A.E et B.A.E.M (B.A.E modifie).
H. Ethanol-triéthylamine-eau (8 11 1)’,‘, ETE.

I. Etherde petrole-acetate d’ethyle (7:3) :E.AE.

J. Chloroforme- methano} (8 2) iC.M
La V|suaI|sat|on sous UV a 245 nm des chromatogrammes des extraits bruts

développés sur les Q\I\[]\q sy§temes de solvants différents révélent une bonne séparation des
bandes avec le BA EM N butanol-acide acétique-eau-modifie (6 :1,5 :2 v/v/v) par rapport
aux autres systemes‘ Ce systéme a permis de mettre en évidence huit taches pour la souche
14 et 5 tat:hes pour ITAl (figure 32). Ce systeme a été retenu pour les bioautographies et les

revelatlens chlmlques

8.2. Bloautographles
La révélation microbiologique de I’extrait butanolique avec le systtme B.A.E.M, a

ermis /g mettre en évidence une seule tache active (T3) sur B. subtilis ATCC 6633, avec un

f : é=0,”’34. La bioautographie de I’extrait hexanoique avec le systtme B.A.E.M permet

\ggalement de mettre en évidence une seule tache active (T4) contre Aspergillus niger

2CA936 avec un Rf de 0,35. La bioautographie ayant réveélé une seule tache active sur les
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deux souches suggere que 1’on est en présence soit d’un seul antibiotique soit d’un complexe
d’antibiotiques a structure chimique proche et difficile a séparer par CCM. Ce phénomene été

signalé par (Trujillo et Goodfellow, 1997).

N —
14 (( Ial
. 0N/, \ Y N
Figure 32. Chromatogramme des exafézus\%{)us/(ampe UV (254 nm) du systeme
B.A.E.M. (n-Butanol-Acide acé@&l}eﬂéau, 6:1.5:2, v/viv, modifié).

KV<
@%\

8.3. Réactions chromogéniques des axﬁﬁ)\ tiques

Des tests chromogéniques/gon\t\\\yéaﬁé/és parallélement au bioautographies par des
révélations chimiques dans les r&é@e&jbnditions. Le principe actif codé T4 de la souche 14
réagit positivement avec l’apisaldérré,i\léstozl et le Diphénylamine-aniline révélateur des

glucides (figure 33). 1l ne réagit <y:fas avec le chlorure ferrique (FeCls), la ninhydrine, le

e . . ..
que le sides, les aromatiques, les polyénes, les nucléosides, ... etc. Ces structures

différentes expliquent les activités, antibactériennes, antifongiques, antivirales et autres
mggtes\d’aé)zion des antibiotiques sécrétés par les actinobactéries dont le genre Streptomyces
‘\@Li\ppgf/rlenico, 1999 ; Boudjella et al., 2007). Les résultats obtenus permettent de suggérer

h3

%V] Aqﬁ\&/g} tre principe actif n’est pas de nature polyénique, Ces derniers sont en effet bien

/

/z;;\\e);(fraits par le n-butanol et trés peu solubles dans 1’eau. Ces résultats sont intéressants car

QI

\\ fes molécules polyéniques sont indésirables dans les programmes de screening de nouvelles
RN
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molécules antifongiques en raison des problemes liés a leur toxicite, a leur instabilité et a leur
mauvaise solubilité dans I’eau (Drouhet et al., 1987 ; Gupte et al., 2002)

L’ensemble des résultats et données préliminaires nous a permis de conclure que

I’antibiotique produit par la souche 14 contient des résidus glucidiques.

A B

Pour la souche A
Diphénylamine-anilir \ :

‘“t € .I
A
’i% ferrique (FeCls), la formaldéhyde—-H,SO, et le réactif de Tollens.
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A B c 0 €
Figure 34. Chromatogramme des extraits organigue ouche ITAL en présence de

amine-aniline, C : ninhydrine , D : formaldéhyde—

(2005), la production

environnementaux ,température, pH... (Vilches et al., 1990 ; Bhattacharyya et al., 1998 ;
Holmalahti et al., 1998 ; ., 2008).

Il est évident pothéses avancées sur les éventuelles structures chimiques
doivent étre confir ar des tests complémentaires indispensables notamment : la
purification des ces actives et leur caractérisation par différentes méthodes

(bioautographie, HPL.C, RMN, IR, spectroscopie de masse...etc).
hotométrie UV- visible

spectrophotométrique est une technique utilisée par plusieurs auteurs
, 1964 ; Bastide et al., 1986) pour révéler la présence de structures

|f|er une structure, mais elle permet pour de faibles quantités d’antibiotiques d’avoir une

remiére idée générale sur les produits obtenus et de détecter les composés aromatiques et les

93



Chapitre lll.- Résultats et Discussions BOUAZIZ S.

systémes insaturés et conjugues. Les polyenes présentent des spectres caractérisés par une
série de pics entre 260-405 nm (Hamilton-Miller, 1973 ; Bastide et al., 1986)
La recherche d’éventuels composés polyéniques dans les extraits butanoliques et

hexanoique bruts actifs de nos isolat, sont réalisée par spectrophotométrie U\/«vmble entre

\

~

190 et 600 nm. Les spectres UV-visible des extraits de ces souches sont Qre(senté§ dans les

\

\

figures 36 et 37 respectivement. o \\\ >
Le spectre obtenu pour I’isolat ITA1 (Fig. 35) de I’extrait butagohq}ie présente des
/ J ~_
pics a 305 nm, 395 nm et 400 nm avec des absorbances respectlve$ de 2 ng 0,943 et 0,907.
N/
Ahs ((
2,5 7 QN\T2))
305 nm SO~/
NN _
2 o \\\\
/7N \\J
2 \ ;‘\\ \‘ :
N
™)
1,5 - ))
{9"/ nm
~ KN 0,943
1 - . SE 400 nm
RN NN 0,907
s N/
V4 \\
0,5 - :,,S}: //7
\// \\\ \
0 A\ ‘ nm
T 1 \\ \/ 1 T 1 1 1
0 100 /\ 200, ~) 300 400 500 600 700

Figure 35. Spectfe\ V>v1s1ble d’extrait butanolique brut de I’isolat ITA1.
AN

\\ ~/

Le spectreLU\ \é:\1>extrait hexanoique de 1’isolat 14 (Fig. 36) présente des pics de

300 nm et 305 ﬁm\\ presente avec des absorbance respectives de 0,564 et 0,563.

Kdon \’es elatives aux spectres UV visibles des deux isolats suggerent que les
substa‘i%es%intlbl&lques produites par les souches testées n’appartiennent pas a la famille des
antiforggi s\mlyenlques lesquels sont caractérisées par la présence de trois maxima tres
ca;aetgrlsuques entre 260 et 405 nm (Bastide, 1986). A titre d’exemple les Tri¢nes : le

\
o P(e(mer plc apparait a une longueur d’onde de 283 nm, le second a 272 nm et le troisiéme a

‘\\f> %anwoudjella 2007)
— \\\Lﬂ)’% polyéenes sont connus pour leur toxicité et leur instabilité, et sont de ce fait écartés des

(7~
\‘\\ \Jprogrammes de recherche des nouveaux antifongiques (Dynia et Sztaricskai, 1986).
AN
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Ahc
0,6
300 305

05 | 0.564 0.563

0] T T T T T 1 nm
0 100 200 300 400///:;S§§> 600 700

Figure 36. Spectre UV-visible d’extra' ique brut de Iisolat I4.
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Conclusion et perspectives BOUAZIZ S.

Parmi les nombreuses substances bioactives produites par les actinobactéries, les
antibiotiques occupent la premiére place. Ceux-ci ont été largement étudiés notamment chez

le genre Streptomyces qui domine dans de nombreux écosystémes. Cependant dans I esp01r

d’augmenter la probabilit¢ de découverte de nouveaux antibiotiques, les (1 cferches sont

orientées vers des genres peu fréquents et rares provenant d’environnements peu communs

voir extrémes (Demain et Lancini, 2006). ( *L\ )
En Algérie, plusieurs études portant sur I’isolement des actmomycetes la taxonomie
des souches isolées et 1’étude préliminaire des antibiotiques sec“retes ont été réalisées.

plusieurs travaux ont montré que les sols sahariens, qui represen{eni un £cosysteme particulier

renferment un potentiel assez riche en actinomycetes tan du p01nt de vue quantitatif, de la

998) Cependant, aucun travail a

biodiversité et propriétés antimicrobiennes (Sabaou et al.,-
\ partlr des Chott Ain Beida et de

notre connaissance n’ait fait I’objet de prélévement

Sebkha de Bamendil de la région de Ouargla pour l‘etude dés actinobactéries

L’objet de ce travail a porté sur 1’i iso ent de’ souches actinobactéries a partir des

zones arides et semi-arides des sites d@ la région ;d Ouargla. L’identification des souches

sélectionnées, 1’extraction et la caractéri

n partielle des molécules bioactives synthétisées
ont été également abordés.

La premiére partie de ce trafvall esﬁ consacrée a I’isolement et le criblage des souches

d’actinobactéries productrices d : \bstances antimicrobiennes. Une analyse physicochimique

du sol nous a permis de connaltre d /abord les caractéristiques et les conditions de croissance
des especes d’ actlnobacterles dans leur environnement. L’analyse de sol est un parametre
important a étudier, |I’<ymﬂue dlrectement la composante des microorganismes du sol et
particuliérement Celie des actlnobacterles L’isolement a été réalisé a partir trois échantillons

prélevés de trois &

\osys\temes différents : une palmeraie, un Chott et une Sebkha de la région
de Ouargla Chaqueléchantlllon représente un lot moyen de 10 prélevements. L’isolement des

actlnobacterles sur cing milieux de culture a savoir M2, Bennett, GLM, ISP4 et GA a permis

d’obtenf 1\12 isolats dont 91 a partir d'échantillons préeleves de la palmeraie de la faculté, 20
a partixr d\ \Chott Ain El Beida et un seul isolat a partlr de Sabkha de Bamendil. 81% des

ose asparagine (GA) s’avére étre le meilleur pour I’isolement, suivi des milieux M2 et
SP4, ils ont permis ensemble 1’isolement de plus de 90% des souches d’actinobactéries,

compare au milieux Bennett et GLM qui représentent seulement 10% des isolats.

96



Conclusion et perspectives BOUAZIZ S.

Par ailleurs, il est a signaler que le nombre de souches d’actinobactéries isolées a
partir de milieux additionnés d’antifongiques est nettement supérieur et les sols ayant subi un

prétraitement avec le CaCO3 ont permis I’isolement d’un nombre important d’acﬁﬁobgctéries

par rapport aux sols non traités.

>

Afin d’évaluer le pouvoir antagoniste des actinomycetes 1sole n screening

préliminaire de I’activité antimicrobienne contre 16 germes cibles a ete effectue Parmi les

112 isolats d'actinobactéries, 37 ont été sélectionnées pour leurs caracterlsthues culturales
spéecifiques notamment pour leur croissance rapide. 24 isolats (65 Of) présentent une activité
antibactérienne et antifongique contre au moins un germe C|ble parml lesquelles 15 isolats soit

62,50% présentent une activité antibactérienne, 07 isolats soit 2 ’f ,% présentent une activité

antifongique. Seulement deux isolats soit 8,33 % ont un larg spectre sur I’ensemble des

isolats actifs, il s’agit de ITAL et 14 notamment vus-a—v;s les especes B. subtilis et A.

ochraceus. ((

La deuxiéme partie de ce travail est’ acrée a I’identification taxonomique des

souches sélectionnées ITAL et 14. Elles (ont fai / objéf d’une identification polyphasique, une
combinaison entre les techniques *'orphologlques préconisées par 1’international
Streptomyces Project, 1’analyse des qonstl’[uants parié¢taux et I’analyse physiologique ainsi

que les analyses moléculaires et phylogqnenques

L’isolat ITA1 est constltue\‘ d ‘\‘/,»mycehurn aérien de type RA (Retinaculum Apertum

ramifié, le mycélium de substrat est trés dense et se

(chaines en crochets ou en boucles\/
présente sous forme de fllaments epals L’isolat 14 posséde un mycélium de substrat tres
dense et épais, il est constltUe de filaments ramifiés non fragmentés chapeauté par un
mycélium aérien pr@dulsant des chaines de spores en spirales de type S. L’identification
morphologique des deux isolats rapproche les deux souches au genre Streptomyces. Les
résultats des ¢ COHStltuants parietaux révelent la présence de I’isomére LL de 1’acide

dlammopm]ehque et Ia glycine pour la souche 14, 1ls possedent tout les deux une paroi de type

I correspondant au chimiotype IC selon la classification de Lechevalier et Lechevalier (1970
a, b) et L\ beda et Kroppensted (2000), ce qui confirme les résultats d’identification
morthIoglques La souche ITA1 révéle une similarité avec Streptomyces fradiae.

- I optimisation de la production d’antibiotique chez la souche 14 par la méthode des
su,\éc’es‘“de réponses « RSM » basée sur les composants du milieu révele un milieu final
p/t/imisé avec : 0.2 g/ | de caséine, 14 g/l d’amidon soluble, 3 g/l NaCl pour le mileu M2.

I"activité a augmenté a 33 mm au lieu de 18 mm dans le milieu non optimisé. L’optimisation
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du milieu Bennet a montré un milieu final optimisé contenant : casaminoacide=2.1717 g/ |,
E. levure =1.0768 g / | et E. viande=1.0202 g / I.
La derniere partie de ce travail concerne I’extraction et la caracterlsatlon partlelle des

des antibiotiques produits par les deux souches ITAL et 14. Dans une premlere etape un suivi

de la cinétique de croissance et de production des antibiotiques secrete ealﬁlse afin de

détecter I’optimum de production. Les résultats révélent que la productlbn est max1male au 5

6 éme 5 éme

jour d’incubation pour la souche ITA1 et jour pour |4 On remarque un

phénomeéne de diauxie pour les deux souches qui a été signalé par pfusreurs auteurs pour des
souches isolées du Sahara. NN

La deuxiéme étape concerne la production desantlbrothues par culture en milieu
liquide en Erlenmeyer suivi d’une extraction liquide- Ilqmdep > des solvants organiques de
polarités différentes. Des antibiographies d’extralts orgamques vis-a-vis B. subtilis et A.

ochraceus pour ITAL et contre A. niger et A. ochraceus pour 14 ont été réalisées.

Les résultats indiquent que le n- “butai est\le meilleur solvant d’extraction pour la
souche ITA1 et I’hexane pour 4. Les autres soly ante utilisés ont tous permis 1’extraction des
principes actifs ce qui suppose que les: tes mesurées par antibiographie sont dues a un
grand nombre de molécules ayant des/‘,"/éti*de Tre‘é/ et degrés de polarités différents. L’activité
est aussi retrouvée au niveau de myCEHLmL |

Une caractérisation partlelle “*des antibiotiques secrétés a été effectuée par

chromatographie sur couche’ mlnce CCM), en utilisant différents systémes d’élution, les
résultats révelent que le¢ 'systeme n-butanol-acide acétique-eau modifié (6:1,5:2) est le
meilleur de point de v separatlon

La bloautographi\ \:(r\;evelatlon microbiologique) réalisée a révélé deux taches actives,
avec des Rf de 0”j‘34‘et\€5\35 pour les souches ITAL et 14 respectivement.
Les reactlo S\ chromogenlques ou révelations chimiques ont révele la présence des

fractlons g"Umdques et protelques au niveau des antlblothues secrétés de la souche ITAL,

pré/duites par les souches testées n’appartiennent pas a la famille des antifongiques
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polyéniques lesquels sont caractérisées par la présence de trois maxima trés caractéristiques
entre 260 et 405 nm (Bastide, 1986).

Les perspectives sont nombreuses et diversifiees :

Une meilleure exploration des sites de ces stations non etudlee§ auparavant pour

N
mieux connaitre leur biodiversité microbienne et actlnobacterlenne en particulier.
Ces sites peuvent en effet étre un réservoir de nouvelles sou¢hes m’teressantes a la fois
du point de vue taxonomique et pour leur potentiel met&boﬂque notamment en

antibiotiques.

Réalisation des tests complémentaires tel que : activités ép}cjiinflammatoire, activités
antitumorale, antivirale, inhibition d’enzymes, . et

Approfondir I’identification moléculaire des souches /)

Purification des antibiotiques par d’autres \techmques chromatographiques telles que :

colonne de séphadex, HPLC.. et une ca cterlsatlon plus poussée avec les techniques

spectroscopiques a savoir :

IR, la spectroscopie de masse...etc., afin de

déterminer la structure chimiqﬁé‘\d;s\a tibiotiques synthétisés par les actinobactéries.

Enfin, la réalisation de tests de! genotoxmlte et toxicité en général vis-a-vis des cellules

animales, avant de pretendre a une appllcatlon possible des antibiotiques.
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Annexe 1. Analyse de sol BOUAZIZ S.

1. Analyses physico-chimiques
1.1. Mesure du pH
La mesure du pH s’effectue sur une suspension de terre fine, et le rapport liquide/poids de

terre doit étre constant (Aubert, 1978).

1.2. Mesure de la conductivité électrique (C.E.)

La mesure de conductivité permet d’obtenir rapidement une estlmatlon de la teneur

globale en sels dissous. De plus la connaissance de la conductivité est necessalre pour I’étude

du complexe absorbant des sols salés (Aubert, 1978).

1.3. Humidité du sol

Elle correspond a la teneur en eau d’un echaﬁtﬂl@h ‘de sol & un moment donné,

notamment au moment ou a été réalisé le prelevement (Aubert 1978).

fractions fines (<0,08 mm) et par tamlsagr a sec apres lavage pour les fractions supérieures en

utilisant une séries de tamis (1 mm, 04 mm 0,2 mm, 0,1 mm et 0,08 mm) (Dupain et al.
1955). N

1.5. Dosage du carbone organlque par a méthode Anne
Le principe COﬂSISte a I oxydatlon de la matiére organique d'un échantillon de sol par
un exces de dlchromate de potassmm en milieu sulfurique a ébullition et la titration en retour

de l'excés de dlchromate de Jpotassium en présence d'un indicateur.

Les résultats 3 e* \*rlment souvent en % ou %o ; connaissant le % de C, le taux de matieres
organique peut etre apprOX|mat|vement obtenu par la formule :

M.O. % =% de C * 1,72 (Aubert, 1978).

16Dosagedu calcaire total du sol (calcimetre de Bernard)

Le principe consiste a utilisé la propriété du carbonate de calcium a se décomposer
S| us action d'un acide (acide chlorhydrique, HCI) en H20 et CO2. Le volume de CO2

\egage est mesuré dans un tube gradué étanche, par la variation de niveau d'une colonne
~d'eau. La réaction est la suivante : CaCO3 + 2HCI —> CO2 + H20 + CaCl2.
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Une molécule-gramme de CaCO3 (100 g) donne 22.4 | de CO2 a pression normale et 0°C.
Dans les mémes conditions, 1 litre de gaz carbonique est engendré par 4.5 g de CaCO3 (regle
de 3). On en deduit que 100 ml de CO2 sont fournis par 0.45 g de CaCO3, ce qU| permet de
calculer toutes teneurs en CaCO3 par rapport au volume de gaz, pour autant que“l apparell ait

été étalonne en fonction de la température et de la pression atmosphérique.

Expression des résultats :

L ) )
La teneur du carbonate de calcium est exprimer en % et obtenue a pa[/tir/fdgl,ajo’rmule :

PV [

CaCO3 % =— ~ X 100. (Aubert, 1978) \\ )




Annexe 2. Milieux de cultures et révélateurs BOUAZIZ S.

1. Milieux d’isolement

o M2 (milieu Williams et Kuster) (Williams et Kuster, 1964)

Amidon
caséine
KNO3
NaCl
K2HPO4
MgS04,7H20
CaCO3
FeSO4,7H20
Agar
glucose E
Eau distillés g.s.q ... 1000 ml
pH S 7,2
e Gélose a I’extrait de malt (GLM)
Glucose 10g
extrait de levure 39
extrait de malt 39
peptone 59
Eau distillés g.s.q 1000 ml
pH 7,2
e Bennett
D-Glucose anhydre 10g
Casaminoacides 29
Extrait de levure 19
Extrait de viande 19
Agar 159
Eau distillés g.s. q 1000 ml
pH 7,2
e glucose asparaglne (GA)
Glucose N\ T e 10g
Asparagme R 0,59
K2HPO4 AN N 0,59
CAGEr T 15g
Eau distillés O:S:0 et 1000 ml
\{}pH e 6
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2. Milieux d’identification (Sherling et Gottlieb, 1966)

e ISP1 (Tryptone-extrait de levure-agar ou Tryptone-yeast extract-agar) :

Tryptone

Extrait de levure
Agar

Eau distillés g.s.q
pH

e |ISP2 (Extrait de levure-extrait de malt-agar ou Yeast extrac{A maIt extract -agar)

Extraitde levure — ......ooooeieeieieee x;:j:\ ‘ ..... 49
Extraitde malt — .........ooooiiiiiiiii T 109
Glucose e S 49
Agar A W B 209
Eau distillés 9.5.q ....ooovivii L A e, 1000 ml
pH AR NN S 7,2
e ISP3 (Farine d’avoine-agar ou oatmeal- agar)

Farine d’avoine S B 209

Solution saline standard ... e, 1ml

Agar e Y P 189

Eau distillés g.s.q (e, 1000 ml

pH A A OO 7,2

Solution saline standard

FeSo,, 7TH,0O
MnC|2, 4H,0
ZnS0q4, 7TH,0
Eau dlstllles q s q

e ISP4 (Amidon- sels mmer’aux -agar ou Inorganic salts-starch-agar)

Solutlon I
Atmdon .................................................. 10¢g
Eau. dlstllles [0 15300 500 ml
. Solution II
S KeHPOL 19
f\g\MgSO4, TH2O 19
NaCl 1g
(NH4):SOs e 29
CaCOs3 29
P Eau distilléS .5.0  .ovvivirii 500 ml
(( PH 7,2

SP5 (Glycerol asparagine-agar)

L-asparagine e 1lg
Glycérol 10g
Phosphate bipotassique anhydre
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Solution saline standard o, 1ml
Eau distillés 0.5.0 1000ml
A 209

e ISP6 (Peptone-extrait de levure-sel ferrique-agar ou peptone- yeast extract iron-
agar) )

Peptone bactériologique
Citrate ferrique d’ammonium
Phosphate bipotassique
Thiosulfate de sodium
Extrait de levure

Eau distillés g.s.q

Agar

e |ISP7 (Tyrosine-agar)

Glycerol
L-tyrosine
L-asparagine
K;HPO,
MgSQ,, 7H,0
NaCl

FeSQO,, 7H,0 ‘
Solution saline standard .. <5/

Eau distillés 0.5.0 i i 1000 ml
Agar PO PP PPRPN 20¢g

Extrait de levure 109
Glucose- 10G
Agar : 189
1000 ml
6,8
3. Milieux utllls our l’actwlte antimicrobienne
o |\/|I|IeU Sabouraud
DGIUCOSE oo 209
0 Peptone 109
S AGAr 209
V) Bau distillée ... ... 1000 ml

PH 6.5

Milieu Muller Hinton

infusion de viande de boeuf ..., 300,0 ml
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peptone de CastiNe i,
amidon
A0AN
PH

2. Révélateurs chimique utilises pour les antibiotiques

2.1. Diphénylamine-aniline : Révélateur des glucides

( ) )
* Solution a vaporiser : dissoudre 4 g de diphénylamine, 4 ml d’anilin/e,et\\z(),mL”d’acide

phosphorique dans 200 ml d’acétone } )
* Traitement complémentaire : chauffer pendant 5 min a 100° C Les taches apparaissent

roses, violettes ou bleues.

2.2. Chlorure de fer ferrique (FeCI3) : Révé‘jé;t'euﬁ\ae‘s phénols et des acides
hydroxamiques -

‘de 1 5% dans HCI 0,5 N. Les taches

Vert et celles des acides hydroxamiques,

*Solution de vaporisation : solution de FeCl

correspondant aux phénols sont colorées au bieu
/>

rouge. \Z

2.3. Ninhydrine : Révélateur des amlnes des acides aminés et des osamines
* Solution de vaporisation : dlssoudre 0\2 g de ninhydrine dans 100 ml d’acétone.

* Traitement complementalre chauffer ia"lOS °C jusqu’au développement optimal des taches

(couleur violette, rose).

2.4. Formaldehyde aCJde sulfurlque révélateur des aromatiques polycycliques
* Solution de VaporlsatLon dlssoudre 0,2 mL d’une solution de formaldéhyde (37%) dans 10
mL de HZSO4 cohcentre Les taches apparaissent de diverses couleurs (brunes, blanchatres,

etc.).

2.5. Reactnc de Tollens: révélateur des substances réductrices

* Solutlon * solution de nitrate d’ argent 0,1 mol/l.

¥ "olutlon b ammoniaque 5 mol/l.

\ Iutlon de vaporisation : avant emploi, mélanger 1 volume de a et 5 volume de b.
\‘\/ raitement complémentaire : chauffer pendant 5 a 10 min a 105°C jusqu’a la coloration

\\xyfoncee maximale des taches.
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1. Classification des Actinobactéries

Tableau XXIV. Classification des Actinobactéries (Goodfellow, 2012).

Classe Ordre Famille Genre
AN
Actnobactesia Actmomycelales Actinomycelaceas Actinomyces, Arinaba
Arcanobactesnium, Mobfancis, Vanback
Actnopolysporales | Actmopolysporaceas Achinopolyspora
Bilidohacterales Bilidobacteracess Aifitohacteriim Adriscadiowa Aloscarndawia,
Gardmareia, el roowE, Pamseardowa
Seardowia
Catenulisporales Catenulisporaceas Catenilispiva ) |
Actinospicaceas Aclinosoicg
Conmebzcienales | Conmebacteraceae Corprepactenum, Tungeda
Dietziaceas Dv{:'ém%}
Mycobactenaceas Mycobagiertum
Mocardiaceas i3 Gordona, Miksia, Rhodocoecus
SkexmEima, Smarspincoscirsiitiamsia
Segniiparareae Segnilparus
Teukamurelacea” | Tsukameruila
Frankiales Frankiaceag./, Frankia
Acidothrmac Aciaothermus
Crpisporangiaceas
tophilaceas Geodermanphils, BEsiorcus,
Modeskobacher
Nakamuredacsae Nakamurels, Humicocsus
GhTomycetalss Glycomycetaceae Glycomyces, Slackelrania
Jiangetalkes ellaceas Jangeia
Hatoachnopolyspora
Kineosporiales | Kinetsporiaceae Kineospora, Kineoeoceus, Quadrisphacra
MiCrocoscale @wﬁﬂm'.camae Micrococcys, ACancomes, ArhroDacher
Ciicoccus, Komma, Neslerenkonia
Rerdhacterium, Rothia, Yaniels
Thikengiiuela
{enbergiaceas Beufenberpia, Winkmonas, Salana
Sermibacter
Bogonellaceas Bogonela, Georgema
Brevibacteriaceas Brewibacirim
N Celluomonanaceas Celliomaonas, Oerskovia, Tropheryma
Dermabacieraceas Lermabacter, Braghybacienim
Dermacoccaceas Dermacoccus, Demelria, Kylococous
O Dermatophilaceae Dermatophiis, Kineosphaera,
o IFHTASPOFARGINT, AFSonititoomus
Huthihabians, Janitacter, Knoglia
Knbbia, Lapificoceus, Omililiesccus
OmuinIRCroMIm, Oy Umos
Phycicorous, Sernicoccys, Temabacler
@ Terracocous, Telasphaera
Joneslaceas Jonesia
Microbacienaceae
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Classe

Crdre

Famille

l

Genre

F'TEII'I'ID:I'HI'IDI'EEFHHEI:EEE

Promicromonespora, Celuwlosimicrobium
Isontericoia, AMpceigernerans
Xylanhaclenum, Xylanmmicrobinm
XyEasmonas, Barnbastsr

Runaniaceae

MiCromonosporaises

MICIOmOonGs poraceas

Ruama, Hatactinobaclen /MQgﬁégmc

Dm:!ympwa.rrg\'
Longispara, L 51Tk
Poiymornp! mspnm S piiipianes
VEmIcosisn aranguAT

Propiondbacienales

Propionibacieriaceae

Propiombactenum, Aesiuammicrobinm

Mocardodaceae

[ Nocariondes, Actinopolymorpig
| eromicronum, Knobela, Mamoncoia

Pseudonocardiales

Peeudanoca

/P&euaonﬂmrﬂ'fa. Actinoatoteichius
A ;

clmokineosgora, Actsnosynnema
Amyooiaionss, Crossels Coodfedoraia
Kibdeiosporangum, Kulznena,
Lecheyvaliena, Leni2eq, Pralusereila
Sacohanmmonospors, Sace el snor
Sacchanpimy, Sireproatoreichns
Themmacrismm, Umezawede

Streptormyoetales ateae SirEpomyoes
Slreplosporanglales. | pumangal-es Streplosporangiurn, Acrecarpospon
Hertwdospora, Microbispom,
MICTORRirGERORE, MNOMNTILGSS
Pranobispora, Panomonospora
Flanoreiraspora, SoMaemsporangium
TheAmepolysoond
Mocardopsace e Nocardiogsis, Hatoactinespora,
Steptomonospora, Themmohiiaa
TR MLCNOTS PO C e Thefmomonaspong, Actinceaiia
Agimonradung, Spnispora, ThermoQsme
.ﬁ.ndlmitrumTi\Q%ﬁrﬁltmhlam Acidimicroblaceae Acihimicrotuum, Fermmcrobuim, Fermtng
Coriobaciii@ Coriobacieniales Coriobacieracess Conpbacierium, Afopobium, Colinseia
Cryptadactanum, Dendrobactannm,
& Eggertheda, Qseneliy. Slachia
Rq{mﬁaﬁqﬁ Rubrobacterales Fubrobacieraceae Ruprohacier
E ha ThemadecphiiEes | Themiolsophilaceas ThermoRophiuT
Soliubrobacierales | Solinubmobacieraceae SoiTubrobacter
Conexbacteraceae Conexibacher
V Patulibacieraceas Patwhbacier
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A

MA

Micromonospora

— [
L™

Actwormsidura

WI wernrdliopsis

> %‘_bll
gj"an L /@

\
MaA

1
LI .

YIRS Mwmm

Streplosporangiurm

S}‘"l”()spuru



rénes saturées par atomes d'hydrogeéne).
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2. Clés d’identification des Actinobactéries
Tableau XXV. Cl¢ d’identification des principaux genres d’ Actinobactér e@
caracteristiques chimiqmes caracteristigues mp@)
acides Phospho- i g e
SULTes myeoliquer | Evides (P) ménaquimones K] @\
T - I MES (HOHE) Sroprotiyoes
jy 8 - Fl MEE (He) Nocariicides
NC - FIO ME® (H4) Kimavsporia
wyl -amah. - Fi WER [H4) IS Afpcromomaspara
b n - Pl MES (He) 1HE) A -4 chaim Cotailetospors
- " - Pl MER [H4) LH4) i) Actinaniands
o " - Pl ME® [H4,His HE) % Ay W Diactilerparngim
. " - FI MER [He). I0HS Ohcomeas
madurase - Pl MER (HE) .-".f—] 2 a]'- sparss par chaime ar M4 Actmamadurg
. - IV ME® []-EJ-I-i Q LA (=), spores agencées par 1 sir MA Microbfsporn
o (9 ME2 2 H A (=), 2 4 15 spones par choine var MA Iflrroderaspora
2l 19 MEIOY REA-), 10 30 spees pog chatne au dessus du ME Herbddasparg
x - L S LA (), sporaspes aver uae spore mobide sy M4 Planompspora
- FTV LA [+), sporanpes aver dens spones mobdles sur MA Planobizpam
- 319 MA (=), sporanpe ave: pombaruses spooes non cobiles sur MA Sropifosporongmm
- (xgﬁm ] A (=), sporanpe avec pombdeuses sposes mobiles sur MA Spilioapora
Arzh-gal + MEE HHHY MA+L MA o MS frapmentss Nocardia
" i MEE [H4) 9H2) Ay (), cycle mmveelwen-batormet-oao fhodnearrus
' i} MER (HI Hd} MA{=), MA e M5 fagmesiés Amprolavoen
x Pl MES (HE) MA (=), spores isolees ag MA bl b ey e el e
v O MES (H4) MA{+), chaires de spores sur MA Soretropedyrpara
Bbitict -pl. - PIL PV | ME2 (H 10(H4) MA =), chaires d0 spoces i MA frapmets Sareturethi
i o MELIO0HLHA.B) MAY : <), chaires de spores awr WA fiapmetd Novaraiopsls
\% - FILFIV | ME2 (HXH4) LOYB4HG) A {—]. spaores isoddes s A Themmamansipers
I - MD ME7T g MED MEA {+), endbospors isolées sur b4 of M5 Thermmagconicds

diaminopimélique; NC, non caractéristique; ND, non déterminé; arab., arabinose; gala., galactose; xyl., xylose; MA, mycélium aérien; MS, mycélium du substrat.
1, pas de phospholipides azotés; P11, présence de phosphatidyléthanolamine (PE); PII1, présence de phosphatydylcholine; PIV, prése nce de PE et de phospholipide avec
amine (PG); PV, PG avec phosphatidylglycérol. Ménaquinones prédominants (=MK): exemple MK9 (H4) = ménaquinone a 9 unités isoprenes possédant 4 sites d’hydrogénation (2 unités
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Souche ITA1 sur milieu Bennett

Tableau XXVI. Analyse statistique des effets de variables (composants de milieu Bennet) de

la souche Streptomyces fradiae ITAL sur I'activite antibactérienne utilisant la conception de

~

Plackett-Burman. O

RunOrder Block Casam E.levure E.viande AB

1 1 1 1,0 1,4 ‘@;,:7 ; —
2 1 1 0’6 //

3 1 3 10
Q

10

A\
AN . . e - .
TabIeai:i\)g)(vl]\Estlmatlons de l'effet de production d’antibiotique a partir du résultat de "
Qi}\ \Q\Box-éehnken " de Streptomyces fradiae ITAlsur le milieu Bennet.

Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
25,088 0,528 47,53 0,000
2,196 1,098 0,473 2,32 0,021 1,32
3,577 1,788 0,402 4,45 0,000 1,02
-0,009 =-0,004 0,498 -0,01 0,993 1,39
-7,977 -3,988 0,624 -6,39 0,000 1,23
-10,191 -5,096 0,613 -8,31 0,000 1,19
\\\\Ew/viande*E. viande -10,819 -5,410 0,613 -8,82 0,000 1,17
\\igasaminoacide*E. levure 1,783 0,892 0,546 1,63 0,104 1,01
NN Casaminoacide*E. viande 3,585 1,793 0,783 2,29 0,023 1,56

\\§> E. levure*E. viande 2,609 1,304 0,590 2,21 0,028 1,04
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Residual Plots for Activité antimicrobienne

Normal Probability Plot Versus Fits
%9 10-
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Figure 38. Parcelles rési e lactivité antibactérienne de S. fradiae ITAL sur le milieu
§ Bennett.
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Souche 14 sur milieu M2

Tableau XXVIII. Analyse statistique des effets de variables (composants de milieu M2) de la

souche Streptomyces sp. 14 sur l'activité antibactérienne utilisant la conception de Plackett-

~

Burman. O
RunOrder Block Caseine Amidon NaCl Activité Mic“,ré;; \\\\\/
)
1 1 03 10 2 20—/
c‘/ \‘/ QO N
2 1 0.2 22 )
—/
3 1 0,2
4 1 0,3
5 1 0,4
6 1 0,2
7 2 17
8 3 27
9 1 25
10 2 30
1 2 15
y
f/ ‘/
12 1 18
3 11
1 0,4 10 3 17
1 03 14 1 16
=
AN
N\ . -/ . . Py g . - \ - /4 n
Tableau XXIX: Estimation de l'effet de production d’antibiotique a partir du résultat de
AN .
g\\\ ox-Behnken " de Streptomyces sp. 14 sur le milieu M2.
N \\i\\ \‘\/
N\ O\
\\i\\ \\\\\\
\s\ N Term Coef SE Coef T P
AN Constant 50,625 20,189 2,508 0,054
Caseien -31,250 86,745 -0,360 0,733
Amidon -2,656 1,959 -1,356 0,233
NaCl -11,125 7,074 -1,573 0,177
Caseien*Caseien 175,000 128,006 1,367 0,230
Amidon*Amidon 0,141 0,080 1,758 0,139
NaCl*NaCl -1,500 1,280 -1,172 0,294
Caseien*Amidon -10,000 3,075 -=3,252 0,023
Caseien*NaCl 2,500 12,298 0,203 0,847

Amidon*NaCl 1,563 0,307 5,082 0,004
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99

Residual Plots for Activité Micro
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Résumé

La presente etude s interesse d’ une part a lisolement et taxonomLe de\ quelques souches d’ actmomycetes

antibiotiques sécrétés.

Un total de 112 souches d’actinobactéries ont été isolées a partir de sols ﬁrOvenant lde trois écosystémes de la région de
Ouargla : il s’agit d’une palmeraie, d’un Chott et d’une Sebkha. Deux. 1solats ‘codés ITAL et 14 ont été sélectionnés pour
leurs propriétés antagonistes importantes vis-a-vis de 16 germes 01b1ffs quentlﬁcatlon taxonomique par une approche
polyphasique basée sur les analyses morphologiques, chlmlotaxonormques‘ physmloglques et moléculaires a permis de
rattacher la souche ITAL a I’espéce S. fradiae, I’isolat 14 au e Streptomyces sp. La cinétique de production des
antibiotiques révele que la production maximale est au 5 et 6 r-d’incubation pour ITAI, et au 6°™ jour pour 14.
L’optimisation de la productlon d’antibiotique de la soviche 14 sur/ ‘le milieu M2 révele que le mlheu final est optimisé
avec : 0.2 g/ 1 de caséine, 14 g/l d’amidon soluble, 3 g/lN ét/que I’activité passe & 33 mm au lieu de 18 mm dans le
milieu non optimisé. L’optimisation de milieu Ber montré que le milieu final est optimis¢ avec :
casaminoacide=2.1717 g/ 1, E. levure = 1.0768 g / I ot -V e=1.0202 g / 1. L’extraction des antibiotiques secrétés
par les différentes souches montre que le n-butanol est ‘e meilleur solvant pour ITA1 et I’hexane pour 14. La
caractérisation partielle par CCM révéle une menleure -séparation avec le systtme BAEM (6/1,5/2), la révélation
chimique montre la présence de fractions gluudlque?s eT protéiques au niveau des antibiotiques de la souche ITAL, et la
présence des fractions glucides dans les antlbrotiques de la souche 14. La bioautographie révele la présence de taches
actives dans les extraits des deux souches

Mots clés : Actinobactéries, Sahara, Ouargla Streptomyces Taxonomie, activité antimicrobienne, RSM, antibiotiques.

Summary [ '
This study investigates the |solat|en and taxonomy of a few Actinomycetes (Actinobacteria), as well as their
antagonistic properties, extractlon and partlal characterization of the secreted antibiotics.

A total of 112 strains of acklnobac{erla were isolated from soils from three ecosystems in the Ouargla region: a palm
grove, Chott and Sebkha. TWO isolates encoded ITAL and 14 were selected for their important antagonist properties
against 16 target germs -The taxonomic identification by a polyphasic approach based on morphological,
chemotaxonomicy physmleglcal and molecular analyzes allowed the strain ITAL to be attached to the species S. fradiae,
the isolate 14 to the. genus Streptomyces sp. The production kinetics of antibiotics reveals that the maximum production
is on the 5th to. 6th day of incubation for ITA1, and on the 6th day for 14. The optimization of the antibiotic production
of strain 14 on Wmedtdm reveals that the final medium is optimized with: 0.2 g /| of casein, 14 g/ | of soluble starch,
3 g/1of NaCt, and that the activity increases to 33 mm instead of 18 mm in the non-optimized medium. Optimization
of Bennett medlum shoWed that the final medium is optimized with: casamino acid =2.1717 g /|, E. yeast = 1.0768 g / |
and E. me/at— L 0202 g/ |. The extraction of the antibiotics secreted by the different strains shows that n-butanol is the
best solvent for’ ITAl and hexane for 14. The partial characterization by TLC reveals better separation with the BAEM
syStem 6/ 154 2) the chemical revelation shows the presence of carbohydrate and proteln fractlons in the antibiotics

//'/Kte\{wgfds: Actinobacteria, Sahara, Ouargla, Streptomyces, Taxonomy, antimicrobial activity, RSM, antibiotics.



