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Résumés

Résumé

La présente étude s’est intéressé a 1’étude comparative des différents souches
d’actinobactéries précédemment isolés de différents régions et par plusieurs auteurs ainsi que
la mise en évidence des activités biologiques a savoir antioxydante, antimicrobienne et
enzymatique de ces souches

L’identification des souches a porté sur les caractéristiques morphologiques,
chimiotaxonomiques, physiologiques et moléculaires, dont les résultats, révélent que la
pluparts des souches d’actinobactéries appartiennent au genre de Streptomyces. L'activité
antimicrobiennes a été réalisé par la méthode de stries croisées, cylindre d'agar et méthode de
puits, les résultats obtenus montrent que toutes les souches ont des activités antimicrobiennes
contre plusieurs germes pathogenes dont l'activité antifongique maximale est observée contre
Candida tropicalis avec une zone d’inhibition 32 mm. L'activité antioxydant a été réalisé par
le dosage de radicaux de DPPH° et ABTS®+, et révelent des résultats intéressantes, dont
I'activité antioxydants la plus élevée enregistré par la souche V002 avec un pourcentage de
71.48 = 1.30% a 97.43 + 0.87%. L’évaluation de I’activité enzymatique par la méthode de
plaques d’Api Zym et Api Coryne montré que la souche V002 présente des activités
enzymatiques élevée.

Les différents extraits révélent que quelques souches d'actinobacteries ont une
concentration des composés bioactif dans leur extrais, ces dernieres ont été extraite par la
méthode d’extraction liquide-liquide avec des solvants de différentes polarités.

Les auteurs ont effectués différentes techniques pour caractériser leurs molécules, a
savoir les techniques chromatographiques, I’HPLC...etc. Les auteurs ont identifié quelques
résidus de leurs molécules et pas la molécule complete

Mots clés : actinobactéries, identification, activité antimicrobienne, activité antioxydante,
activité enzymatique, extraction, caractérisation.



Résumés

Abstract

The present study was interested in the comparative study of different strains of
actinobacteria previously isolated from different regions and by several authors as well as the
demonstration of the biological activities, namely antioxidant, antimicrobial and enzymatic of
these strains.

The identification of strains focused on morphological, chemotaxonomic,
physiological and molecular characteristics, the results of which reveal that most strains of
actinobacteria belong to the genus Streptomyces. The antimicrobial activity was achieved by
the method of crossed streaks, agar cylinder and well method, the results obtained show that
all the strains have antimicrobial activities against several pathogenic germs whose maximum
antifungal activity is observed against Candida tropicalis with a 32 mm inhibition zone. The
antioxidant activity was achieved by assaying the radicals of DPPH® and ABTS® +, and reveal
interesting results, including the highest antioxidant activity recorded by the V002 strain with
a percentage of 71.48 £ 1.30% to 97.43 + 0.87%. The evaluation of the enzyme activity by the
plate method of Api Zym and Api Coryne showed that the V002 strain exhibits high enzyme
activities.

The different extracts reveal that some strains of actinobacteria have a concentration of
bioactive compounds in their extract, these extracts have been extracted by the liquid-liquid
extraction method with solvents of different polarities.

The authors performed different techniques to characterize their molecules, namely
chromatographic techniques, HPLC ... etc. The authors identified some residues of their
molecules and not the complete molecule

Key words: actinobacteria, identification, antimicrobial activity, antioxidant activity,
enzymatic activity, extraction, characterization.
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Introduction

Les microorganismes sont distribués dans de nombreux habitats dans notre
environnement (sol, air et eaux) et constituent 1’origine biologique pour la recherche de

nouvelles molécules antimicrobiennes (Melouah, 2015)

Les sols sahariens d’Algérie sont révélés tres diversifiés en ces microorganismes
particulierement les actinobactéries, ces derniers sont des procaryotes & Gram positif, ayant un
pourcentage de guanine-cytosine élevé (supérieur a 55%) (Lamari, 2006). Elles sont
caractérisées par une trés grande diversité morphologique, et physiologique, il y a également
des thermophiles, des psychrophiles, des alcalophiles, des acidophiles, des halophiles
(Goodfellow et al., 2012). Cette grande diversité leur permettre de vivre dans ces milieux
hostiles (Tiwari et Gupta, 2013).

La capacité naturelle de production des antibiotiques est associée aux actinobactéries
(Melouah, 2015), ce groupe représente la source de 70% ces antibiotiques et plus de 80%
de ces molécules sont produits par le genre Streptomyces (Watve et al., 2001). D’autres
molécules bioactives sont produites par les actinobactéries telles que, les enzymes, les
vitamines, les immunosuppresseurs, les insecticides, les herbicides, les antioxydants ...etc.
(Genilloud et al., 2011), ces métabolites jouent un r6le important dans différent domaines :

I’industrie, I’agriculture, science vétérinaire et pharmaceutique (Oskay et al., 2004).

Dans la présente étude, Nous avons cherché I’activité biologique des actinobactéries
(activité antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire et enzymatique) isolées du sol

saharien de la région de Ouargla.

Le premier chapitre de ce travail est une synthese bibliographique, qui représente des
informations génerales sur les actinobacteries qui traite leur taxonomie, leur écologie ainsi
qu’a leur importance. Les métabolites bioactifs produits par les actinobactéries et un
deuxiéme chapitre est consacré pour la synthése de quelques travaux de méme axe que notre

étude.
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Chapitre I : Synthese bibliographique
I. Actinobactéries

1. Définition des actinobactéries

Le mot Actinomycete a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut dire rayon et
«mykes» qui veut dire champignon « Champignons a  rayons » ou «Champignons
rayonnants» (Lamari, 2006).

2. Caractéristiques générales des actinobactéries

Les actinomycetes sont des bactéries a Gram positif (G+) (Williams et al., 1993), ces
bactéries ayant un % G+C supérieur a 55%et présentant une grande variabilité
morphologique (Harir, 2018).

Les actinobacteries reconnus depuis plus de cent ans. lls sont généralement considérés
comme des bactéries capacité a former des hyphes ramifiés, ces micro-organismes présentent
des similitudes a la fois avec les bactéries et avec les champignons (Andriambololona,
2010).

La paroi ne renferme ni chitine ni cellulose mais du peptidoglycane, et leur cytologie
est celle des bactéries (Hubert et Lechevalier, 1985), elles possédent des organites
flagellaires ressemblant a ceux des bactéries. Elles sont, pour la plupart, sensibles aux
lysozymes et aux agents antibactériens ; le diametre de leurs hyphes est plus petit que celui
des champignons (Gottleb, 1973). lls colonisent des milieux trés divers, a cause de leur
adaptation et leur résistance a certaines conditions hostiles (Sudhanshu et al., 2011). Sous la
forme de spores résistant a ces conditions : le froid, des teneurs en sels élevées ou des
pressions élevées (Zaitlin et al., 2003).

En géneral, les actinomycetes sont des hétérotrophes, mais plusieurs especes sont
capables aussi de croissance chimio-autotrophique (Ensign et al., 1993). Certaines ont des
exigences nutritionnelles telles que les vitamines et certains acides aminés. lls colonisent
fréqguemment les substrats insolubles tels que le charbon (Crawford, 1993).

La plupart des especes sont immobiles (Ensign et al., 1993 ), aérobies, mésophiles, Ils
ont une croissance lente par rapport aux autres bactéries, le temps de génération moyenne est

environ 2 a 3 heures (Beckers et al., 1982).



Chapitre I : Synthese bibliographique
3. Ecologie des actinobacteries

Les actinobacteries sont des micro-organismes essentiellement telluriques qui sont
distribués largement dans des écosystemes naturels (Patil et al., 2011). Les actinobacteries
peuvent étre présents dans les sols en surface, entre 0 et 2 m de profondeur, dans les eaux
douces ou salines et dans l'air. Toutefois, ils sont particulierement abondants dans le sol,
particulierement dans les sols alcalins et les sols riches en matiéres organiques ou ils
constituent une part importante de la population microbienne, Ils produisent des substances
specifiques telles que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsable de 1’odeur
caractéristique des sols (Omura, 1992; Zaitlin et al., 2003 ; Zaitlin et Watson, 2006 ;
Logman, 2009).

Certains actinobactéries se rencontrent dans les sols cultivés et sur les débris végétaux
qu’on trouve aux bords des riviéres et des lacs tel que les Actinoplanes et Actinosynnema,
alors que d’autre genres tel les Streptomyces se rencontrent presque partout (Xu, 1996, lacey
1997).

La majorité d’actinomycétes sont saprophytes, mais il existe des formes parasites et
symbiotiques des plantes et des animaux (Goodfolow, 1983) les actinobactéries appartenant
au genre Franki sont des symbiotes des plantes. Cette bactérie fixe 1’azote et confere donc un
avantage a la plante pour croitre en sol pauvre en azote (Prescott et al., 2007). Certaines
especes sont pathogenes (Theilleux, 1993). Peu de maladies des plantes sont provoquées par
les actinobactéries. Notons une gale de pomme de terre causée par Streptomyces scabiei
(Neeno-Eckwall et al., 2001) , et pathogénes pour les animaux tel que Actinomyces bovis
(Goodfellow et Williams, 1983). encore pathogenes pour I’Homme comme Mycobacterium
tuberculosis et Mycobacterium leprae (Peltola et al., 2001) (Peltola et al., 2001) (Tableau I)

4. Exigences des actinobactéries

Les actinobactéries sont influencée par les conditions telles que I’humidité, la température, le

pH, la salinité, le type de sol, la nature et I’abondance de la matié¢re organique e (Basilio, 2003).

Taux d’humidité : La plupart des actinobactéries se trouve dans les sol semi-arides, dans des taux

faibles jusqu'a modérés d’humidité dans des sols (Oskay et al., 2004 ; Prescott et al., 2007).
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Tableau I. Répartition des Actinomycétes dans la nature (Williams et al., 1983)

Genre Habitat
Actinomadura Sol
Actinoplanes Sol, eau, litiere
Frankia Nodule de racines
Microbispora Sol
Micromonospora Sol, eau
Nocardia Sol, eau
Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiére
Saccharomonospora Matiére en décomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere
Streptosporangium Sol
Thermomonospora Matiere  en décomposition et

fermentation

Température : les actinobactéries sont des mésophiles et thermophiles dont la température
optimale de croissance est généralement entre 25 & 30 °C, mais les espéces thermophiles
peuvent croitre a des températures de 55 a 65 °C ( Rangaswami et al., 2004). Comme il
existe des espéeces psychrophyles appartiennent aux genres Cryobacterium et

Frigoribacterium dont la température est stable a 7 °C (Mannisto et al., 2000).

PH : la majorité des actinomycetes du sol présentent une croissance optimale a pH neutre ou
Iégerement alcalin, ils peuvent se développent dans un pH compris entre 5 et 9 (Lee et
Hwang, 2002). Mais on peut observer certaines espéces acidophiles qui différent
morphologiquement des especes neutrophiles peuvent croitre a des valeurs de pH inférieurs a
4 (McKinney, 2004), comme Streptacidiphillus jiangxiensis et Streptacidiphilus oryzae
(Basilio, 2003 ; Huang et al., 2004 ; Wang et al., 2006).

Rapports avec I’oxygéne : les actinomycétes sont généralement aérobie qui abondantes
dans la nature en particulier sur le sol (Avril et al., 1992). Mais certains genres peuvent étre
anaérobies facultatifs voir méme anaérobies stricts comme est le cas du genre Actinomyces

(Actinomyces meyeri) (Avril et al., 1992).
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5. Taxonomie et classification des actinobacteries

La taxonomie des actinomycetes est basée sur plusieurs criteres : morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les
études morphologiques et chimiques tandis que les criteres physiologiques et moléculaires
séparent les especes (Badji, 2006).

Les actinomycétes sont classés dans le domaine Bacteria et phylum des
Actinobacteria. Le phylum Actinobacteria est divisé actuellement en cing classes qui sont-
elles méme subdivisees en plus de 15 ordres. Les plus importants sont ceux des

Actinomycetales et Streptomycetales (Goodfellow et al, 2012).

5.1. Criteres morphologiques
5.1.1. Criteres macromorphologiques
Ces caracteres reposent sur une observation a 1’oeil nu. Il s’agit de noter :

e Laproduction d’'un mycélium aérien ou non

e La présence ou non de mycélium du substrat (Harire, 2018).

e Présence ou absence des pigments diffusibles dans le milieu de culture (Saker, 2015).
5.1.1.1 Mycélium aérien
Le mycelium aérien est habituellement plus épais que le mycélium du substrat. Ceci est
désigné comme l'un des criteres les plus importants pour la classification du genre

Streptomyces (Boudjella, 2007)

5.1.1.2 Mycélium de Substrat

Le mycélium de substrat d'actinobactéries a différentes tailles, formes et épaisseurs. Sa
couleur varie de blanc ou pratiqguement incolore a jaune, marron, rouge, rose, orange, vert ou
noir (Bouras, 2006).

5.1.2. Criteres micro-morphologiques
Réalisée par observation au microscope optique et parfois électronique des colonies Il

s’agit de noter :
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(A)Nocardia (B)Streptomyces

Figure 01. Micromorphologies de deux genres d’actinobactéries halophiles (Observations au
microscope électronique a balayage) (Belyagoubi, 2014).

e La fragmentation ou non des mycéliums.

e La présence des spores (forme, mobilité, surface, disposition sur les hyphes, nombre)

e La présence ou non de sporanges sur le mycélium aérien (MA). ou sur le mycélium de
substrat (MS). , la forme et la taille des sporanges (Harir, 2018) (figure 02).
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Figure 02. Micromorphologie des principaux genres d’actinomyceétes (Zitouni, 2005).

MA, mycélium aérien; MS, mycélium du substrat; RF, Rectus Flexibilis (chaines de spores droites a flexueuses);
RA, Retinaculum Apertum (chaines en crochets ou en boucles fermées); S, Spira (chaines spiralées); s,
sporophore; c. sp.; chaines de spores; sp. i.; spores isolées; sp. m.; spores mobiles; sg., sporanges.
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5.2. Criteres chimiotaxonomiques

La détermination des caractéres chimiotaxonomiques est basée sur 1’analyse des
constituants cellulaires tels les acides aminés, les sucres. Chez certains genres
d’actinomycetes la composition en acides aminés et en sucres n’est pas suffisante pour leur
identification. Pour cette raison, il est indispensable d’utiliser d’autres critéres chimiques,
notamment la composition en lipides cellulaires. Les plus importants chez les actinomycetes
sont les phospholipides, leur analyse a permis de distinguer plusieurs genres ayant entre eux

méme morphologie et le méme type pariétal (Lechevalier et al., 1977).

5.3. Criteres physiologiques

Les criteres physiologiques sont basés sur des tests de dégradation de différents
composés glucidiques, lipidiques et protidiques, et a la résistance a certains agents
antimicrobiens et a leur tolérance a des différentes valeurs de température, de pH, et de
salinité (Lamari, 2006) (Tableau II).

Tableau I1. Principaux caractéres physiologiques des actinobactéries (Djaballah, 2010).

Caracteres Caractéristiques
physiologiques
Taux d’humidité Faible & modérés (Oskay et al., 2004 ; Prescott et
al., 2010)
Température Mésophile a thermophile 50 °C- 60 °C (Holt et al.,
1994)
PH Neutrophile : 5 - 9 (Lee et Hwang, 2002)
0, 1-Aérobie (sol)
2- Fermentatif (cavité naturel homme animale)
e anaérobie facultatif.
e Anaérobie (Silini, 2012)

5.4 Criteres moléculaire

Parmi les principales techniques moléculaires utilisées en taxonomie :
e [’analyse des séquences de I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S (ADNr 16S),
e [’hybridation ADN-ADN
La détermination du pourcentage de guanine-cytosine (GC%) (Tableau I11).
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e L’analyse des séquences des protéines ribosomiques.
La fiabilit¢ et la rapidité d’exécution de ces techniques ont ainsi permis de réviser la
phylogénie des actinobactéries (Figure 03) (Stackebrandt et Woese, 1981 ; Stackebrandt
etal., 1997).

Tableau I11. Coefficient de Chargaff (GC %) des différents genres d’actinomycetes
(Colombié, 2005).

Genre GC%
Mycobacterium 64a70
Actinomyces 63473
Nocardia 67 a69,4
Streptomyces 69276
Micromonospora 71,4a74,8
Actinoplanes 70,6 476
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6. Cycle de développement des actinobacteéries

Le cycle de vie de nombreuses actinobactéries commence par la germination des
spores (Messoudi, 2013). Cette germination donne naissance a un mycélium primaire ramifié
(O'Gara et al., 2008). Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium végétatif, en
utilisant ce dernier comme substrat. En effet, le mycélium végétatif s’autolyse et les produits
de la lyse sont utilisés par le mycélium aérien (Miguélez et al ., 1999). La croissance des
hyphes est apicale (se fait par le sommet) (Flardh, 2003), c’est a ce moment que les
composés d’intérét sont synthétisés. Ces composés appartiennent aux métabolites secondaires
(Smaoui, 2010). A I’extrémité du mycélium aérien se forme des spores asexuées a paroi fine
appelées conidies ou conidiospores. Ces spores naissent par fragmentation du mycélium
primaire en réponse a un stress environnemental tel que le manque d’éléments nutritifs
(Figure 04) (Prescott et al., 2010).
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Figure 04. Cycle de développement des actinomycetes sur milieu solide
(Breton et al., 1989).

7. Importance des actinobactéries

Les actinobactéries sont les microorganismes les plus recherchés pour leur capacité de
produire beaucoup de métabolites primaires et secondaires (Barakat et al., 2002). Car ils
jouent un réle primordial dans les domaines, agronomique, alimentaire et environnemental

(Nouioui, 2014), ainsi que le domaine pharmacologique (Ortiz- Ortiz et al., 1984).

10
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7.1. Importance en agronomie

Les actinobacteries sont des microorganismes qu’on rencontre sur tous les substrats
naturels courants, et en particulier le sol (Lacey, 1973 ; Williams et al., 1984). lls jouent un
réle considérable dans la minéralisation de la matiére organique (Dastager et al., 2013), cette
activité est due a la présence d’une large gamme d’enzymes hydrolytiques, comme les
protéases, les nucléases, les lipases,... (Prakash et al., 2012). Certains genres comme
Nocardia, Rhodococcus, capables de dégrader des hydrocarbures, souvent a 1’origine de
pollution grave (Crawford et al., 1993). Ainsi que. L’immobilisation d'éléments nutritifs
minéraux, la fixation d'azote, la solubilisation du phosphate et 1’amélioration des paramétres

physiques (Dastager et al., 2013).

7.2. Importance dans le domaine pharmaceutique

La recherche de nouveaux actinomycetes constitue une composante essentielle a la
découverte de médicaments a base de produits naturels et a large spectre d’activité biologique,
tels que les antibiotiques antibactériens et antifongiques et des antioxydant cytotoxique, des
agents antitumoraux, antivirales et anticancéreuses (Newman et Cragg, 2007 ; Williams,
2009 ; Chen et al., 2010). Ces produits naturels ont des potentialités de lutter contre certaines
maladies majeures comme le cancer, le HIV, ’infection du protozoaire et d’inflammations

sévéres (Hassan et al., 2017).

7.3. Importance en biotechnologique

Les actinobacteries sont des microorganismes d’intérét industriel par excellence, un
producteur important des antibiotiques. 1l a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus,
8700 (53%) sont produits par les actinobactéries dont 6550 (40%) par des espéces de
Streptomyces (Choulet, 2006), telles que la blasticidine et les polyoxines qui jouent
également un rdle important dans la biotechnologie végétale, sont utiles contre certaines
maladies du riz (Misato, 1982). En plus de la production d’antibiotiques, les actinobactéries
sont la source la plus importante des enzymes tels que isomérase du glucose, ce dernier est
utilisé dans I’industrie alimentaire, il est produite par I’espéce Actinoplanes missouriensis et
plusieurs especes de Streptomyces, est utilisée pour obtenir des sirops riches en D-fructose

(Mukesh, 2014), et d’autres molécules et substances bioactives (Figure 05) (Yala, 2001).

11
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T
Probiotics o o
g

- bl 4

Figure 05. Applications biotechnologiques des actinomycetes (Anandan, 2016).

I1. Métabolites bioactif produit par les actinobactéries
1. Production des antibiotiques
1.1. Définition des antibiotiques

Les actinobactéries sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berdy, 2005). En 1941, Waksman, découvreur de la
streptomycine, a proposé le mot antibiotique pour désigner toute substance produite par un
micro-organisme et qui a le pouvoir d’inhiber la croissance d’autres micro-organismes et
méme de les détruire. Par extension, toute substance naturelle ou synthétique susceptible

d’empécher le développement des microorganismes est appelée antibiotique (Mazri, 2015).

1.2. Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs critéres de classification des antibiotiques, qui sont basés soit sur le
spectre d'action ou la cible ou la famille chimique. Cette derniére celle-ci est la plus
fréquemment rencontrée (Cohen et Jacquot, 2001).

Selon la classification basée sur le groupement chimique, les antibiotiques sont classés
en sept familles différentes a savoir :

12
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e Les aminoglycosides : Ils se fixent sur la sous unité 30S du ribosome et interférent avec la
synthése protéique et cela par I’inhibition de 1’¢longation de la chaine peptidique et en
bloquant le complexe d’initiation (Prescott, 2013).
e Les macrolides : se sont des molécules a propriétés antibiotiques bactériostatiques. Elles
constituent une famille d’antibiotiques capables de diffuser dans les tissus de I’organisme et a
I’intérieur des cellules. Les macrolides se présentent sous forme de comprimés, de
sirops........ (Lavigne, 2007).
e Les béta-lactames : ou antibiotique B-lactame sont une large classe d’antibiotiques qui
comprennent les dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les monobactames et les
inhibiteurs de la B-lactamase (Prescott, 2013).
e Les peptides: se sont des polymeéres d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons
peptidiques (Cohen et Jacquot, 2001).
e Les tétracyclines : sont des antibiotiques bactériostatiques, produits par une bactérie du
genre Strepotomyces. Elle est indiquée contre nombre d’infections bactériennes (Lavigne,
2007).
1.3. Mode d’action des antibiotiques
Le mode d'action des antibiotiques varie d'une classe a une autre, on distingue des

antibiotiques :

e inhiber directement ou indirectement la synthése des acides nucléiques

e inhiber la synthése du peptidoglycane, matériau de base de la paroi bactérienne

e inhiber la synthese des protéines bactériennes (Figure 06).

Inhibiteurs de la syn!ha ;ie
la paroi bactérienne -
les B-lactamines
la fosfomycine

les glycopeptides

Destructeurs de la membrane
cyloplasmique :
les polymyxines

ME

Inhibiteurs du fonctionnement | Inhibiteurs de la synthése
de I'ADN : ! des protéines :
les quinolones tes aminosides
les imidazolés les macrolides
les sulfamides les tétracyclines
I le triméthoprime la rifampicine

Figure 06. Mécanismes d’action des principales familles d’antibiotiques sur une bactérie a
Gram positif (gauche) et a Gram négatif (droite) (Tandé, 2005 cité par Gaudy et Buxeraud,

2005). EP : espace périplasmique ; ME : membrane externe ; MC : membrane cytoplasmique ; PG :
peptidoglycane
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1.4. Intéréts des antibiotiques

Les actinomycétes possedent une importance économique majeure (Djini, 2009).
D’aprés (Anibou et al., 2008), une analyse a été réalisé sur le nombre de substances
médicamenteuses utilisées en chimiothérapie cancéreuse indique que plus de 60% des
médicaments approuvés derivent de composés naturels et la plupart ont été extraient a partir
d’actinomycétes, tels que 1’actinomycine D et la mitomycine (Demain et Lancini, 2006), et
enzymes telles que des cellulases et des xylanases utilisés dans le traitement des effluents
(Basilio et al., 2003 ; Oskay et al., 2004). Les actinomycetes ont fourni un nombre
considérable de composeés bioactifs de haute valeur commerciale, et sont recherchés de fagon
routiniere dans le but de découvrir de nouvelles substances bioactives (Vijayakumar et al.,
2007).

2. Production des enzymes
2.1. Définition des enzymes

Les enzymes sont des protéines qui exercent une activité catalytique spécifique d’un
tres grand nombre de réactions chimiques (Navarre et Francoise, 2010). Les principaux
facteurs du milieu qui contrdlent la fonction des enzymes sont la température, le pH et
I’activité de 1’eau etc. En général, leur activité croit de maniere exponentielle avec 1’élévation
de la température du milieu réactionnel jusqu’aux environs de 60-70°C, au-dela de cet
intervalle, elles perdent leur activité. Leurs pH optimum varient avec la nature des enzymes et
des réactions. Le plus sont souvent est compris entre 4 et 9 (Pierre, 2000).

Les micro-organismes qui vivent dans le sol ne peuvent pas transporter des molécules
complexes a l'intérieur de leurs cytoplasmes. lls synthétisent des enzymes extracellulaires
pour décomposer ces molécules en nutriments utiles et essentiels. Les enzymes provenant de
micro-organismes sont des bio-catalyseurs et sont aprés les antibiotiques les plus importants
produits des actinobactéries. Ils constituent d’excellentes sources de substances bioactives, car
ces derniéres possedent une capacité hydrolytique extracellulaire qui a des applications dans
les industries, de textile, des bio-raffineries, d’agroalimentaires, les papéteries et

pharmaceutiques (Janaki, 2017).

14



Chapitre I : Synthese bibliographique

2.2. Exemples d’enzymes produits par les actinobactéries
2.2.1. Amylases

Les amylases sont des enzymes capables d’hydrolysées les molécules d'amidon en une
variété de produits comprenant des dextrines et des polymeres composeés de plus petits
d'unités de glucose qui donne un sirops riches en fructose, en glucose et en maltose (Figure
07) (Florimont, 2013 cité par Meziani et Mahcene, 2017).
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Figure 07. Mode d’action de 1’alpha-amylase (Florimont, 2013 cité par Meziani et
Mabhcene, 2017).
2.2.2. Lipases

Les triacylglycérol-hydrolases ou les lipases forment une famille hétérogene
d'enzymes et constituent une classe particuliére d'estérases (Fickers et al., 2008). Les lipases
sont largement répandues chez les bactéries, les levures et les champignons filamenteux.

Les actinomycetes tels que Streptomyces rimosus, Rhodococcus, Nocardia
erythropolis ; Streptomyces exfoliates et Nocardiopsis alba, produisent des lipases qui
hydrolysent les liaisons ester des triglycérides en glycérol et en acides gras respectivement
(Gerard Meurant et al., 1988 ; Maheshwari, 2015 ).

Les lipases microbiennes présentent plus d’avantages comme les procédés de
fabrication trés simples et une grande stabilité vis-a-vis de la tempeérature, les détergents et les
enzymes protéolytiques comparés aux lipases d'origine animale. Les lipases peuvent étre
utilisées dans le traitement des huiles et des graisses, des cosmétiques, des diagnostics et des
détergents. Ces caractéristiques ont permis le développement de nombreuses applications pour
les lipases microbiennes qui ont abouti a de nombreux produits commerciaux dont elles
présentent une classe importante d'enzymes industrielles d'interét récent dans la recherche

fondamentale et appliquée (Patrick et al., 2008 ; Geraldine et al., 2009).
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2.2.3. Cellulases

Les cellulases sont des enzymes qui convertissent la cellulose en glucose et d'autres
produits chimiques de base. Les cellulases sont des enzymes inductibles synthétisées par une
grande diversité de microorganismes comprenant a la fois des champignons, les bactéries et
les actinobactéries au cours de leur croissance sur la matiére cellulosique (Ramesh et al.,
2011). Actuellement, les cellulases sont utilisées dans l'industrie alimentaire, la brasserie,
I'alimentation animale, le textile et la blanchisserie, les pates papiers, ainsi que dans

I'agriculture et dans la recherche (Bhat, 2000).

2.2.4. Pectinases

Les pectinases sont un groupe d'enzymes qui contribuent a la dégradation de la pectine
par divers mécanismes et peuvent étre classées en tant qu'estérases, dépolymérases lyases et
dépolymérases hydrolytiques (polygalacturonases) (Nicemol et al., 2008).

Les pectinases sont produites par plusieurs especes de Streptomyces telles que S.
lydicus. Ces enzymes sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour l'extraction et la
clarification des vins, des jus, des huiles, des aromatisants et de I'industrie textile pour la
préparation des tissus de lin. La polygalacturonase est l'une des pectinases les plus

importantes qui est largement utilisée dans les différentes industries (Mukhtar, 2017).

2.2.5. Xylanases

Les xylanases sont des glycosidases, qui catalysent les liaisons 1,4-D-xylosidiques
dans les régions non substituées des chaines de xylanes pour aboutir a la xylose (Geraois,
2000). Elles constituent un complexe multi-enzymatique (Larreta-Garde, 1997), elles sont
aussi secrétées par de nombreux champignons (pathogénes et saprophytes), par des bactéries
marines et telluriques ainsi que par les micro-organismes du rumen (protozoaires et bactéries)
et les levures (Mouranche et Costes, 1985).

Les Xylanases sont des enzymes synthétisées par une grande diversité de
microorganismes comprenant a la fois des champignons Aspergillus niger (Ronald et al.,
1999)et des bactéries thermophiles comme Bacillus stearothermophilus, Clostridium
sterconariuma (Mouranche et Costes, 1985) et les actinomycetes telles que I’espece
Actinomadura keratinilytica (Taibi et al., 2011) et Thermoactiomyces thalophilus (Kohli et
al ., 2001).
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Les xylanases sont frequemment utilisées dans la formulation d’aliments pour les

animaux (amelioration de la digestibilité et de la valeur nutritive), en industries des jus de

fruits et brassicoles (amélioration de I’extraction ou la filtration) (Collins et al., 2005).

2.3. Caractéristiques des enzymes synthétisees par les actinomycétes

Les principales caractéristiques physicochimiques des enzymes synthétisées par les

actinobactéries sont ullustrées dans le tableau V.

Tableau

actinobacteéries (Divya et al., 2013).

IVV. Paramétres physico-chimiques des enzymes produites par les

Enzymes | Souches Productrices pH T°C Substrats spécifiques
Cellulase | Recombinant 5-12 40-50°C
Streptomyces sp. 6-8 40-50°C
Thermobifida halotolerans 7-10 50°C
Thermomonospora sp. 5,5-7 35-40°C
Streptomyces ruber
Xylanase | Actinomadura sp 4 70°C Xylan
Streptomyces spp. 8-11 45-60°C
Amylase | Streptomyces sp. 5-7 45-50°C Starch
Streptomyces erumpens 9-10 45-50°C
Nocardiopsis sp. 8-6 70-80°C
5-7 60°C
Pectinase | Streptomyces lydicus 4-7 45°C Acide
Pdlygalacturonique
Protéase | Thermooactinomyces sp. 4 50°C Casein
Nocardiopsis sp. 10 40-50°C Casein
Streptomyces pactum 7,5 40°C Keratin
Streptomyces thermoviolaceus | 6,5 65°C Keratin azure
Streptomyces sp. 4-11 30-60°C
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3. Production des substances antioxydant
3.1. Antioxydants
D’aprés (Antolovich et al., 2002), un antioxydant peut étre défini comme toute
substance, qui présente a faible concentration par rapport au substrat oxydable, est capable
d’atténuer 1’oxydation de ce substrat. (Halliwell , 1990 1990) rappelle que le terme de
substrat oxydable inclut toutes sortes de molécules in vivo. Selon Vergely et Rochette (2003),
on distingue :
e sclon leur cible et leur mécanisme d’action : les antioxydants primaires et les
antioxydants secondaires.
e selon leur origine : les antioxydants naturels (synthétisés dans 1’organisme ou amenés

par I’alimentation) ou synthétiques.

3.1.1. Stress oxydatif

Morelle (2003), défini le stress oxydatif comme étant un état au cours duquel les
substances oxydantes interviennent sur la capacité de défense antioxydative de la cellule.
Conséquemment, il peut s’en suivre un déséquilibre induit non seulement par une production
excessive de radicaux libres mais aussi par une diminution de défenses antioxydantes ; on
parle alors de stress oxydant a I’origine bien souvent d’altérations moléculaires source d’une
physiopathologie incluant I’athérosclérose, I’inflammation, la fibrose, la dégénérescence

neuronale... (Baudin, 2006).

3.1.2. Conséquences biochimiques du stress oxydant
3.1.2.1. Oxydation de ’ADN

La molécule de ’ADN constitue une cible cellulaire importante pour les attaques
radicalaires. Les modifications observées aprés 1’action du radical HOe sont trés nombreuses:
conversion des résidus thymines en thymine glycol et 5-hydroxy méthyluracile, de la guanine
en 8-hydroxy guanine, oxydation du deésoxyribose entrainent une coupure des brins de la
double hélice. Ces dénaturations peuvent avoir de graves conséquences sur la réplication du
génome (Leverse et al., 2001) et conduisant ainsi a la mutagénese, la carcinogénese et la mort

cellulaire (Pasquier, 1995).
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3.1.2.2. Oxydation des protéines

L’¢électron non appari¢ des radicaux libres peut s’attaquer a la structure de certaines
protéines, en particulier les protéines porteuses d’un groupement sulfhydryle (-SH), c’est le
cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et
entrainer la formation de ponts entre protéines, une fragmentation ou une dénaturation de la
protéine (Lacolley et al., 2007).

Les protéines sont sensibles a 1’action du radical HOe, celui-ci peut, en effet, réagir
avec différents acides aminés des chaines de protéines, les plus sensibles a son action sont les
acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, ou celui ayant un noyau
imidazole comme ['histidine, sur lesquels le radical HOe s'additionne et provoque un

changement de conformation de la molécule de protéine (Pasquier, 1995).

3.1.2. Définition d’un radical libre

Gards (2000), explique que I’oxygéne est un élément essentiel pour les organismes
multicellulaires parce qu’il permet de produire de I’énergie en oxydant la matieére organique.
Mais nos cellules convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques : les
radicaux libres organiques. Morelle (2003), a défini les radicaux libres comme étant des
particules chimiques (molécules ou atomes) ayant un électron non apparié dans leur
périphérie. Cet €lectron cherchera a se lier avec un autre €lectron, en s’arrachant a une autre
molécule qui devient alors déséquilibrée donc instable. Selon les mémes auteurs, un tel
mécanisme peut enclencher une réaction en chaine conduisant a la dégradation des molécules
et a leur désintégration en plus petites molécules.

Cependant Peynet et al. (2005), ont rapporté qu’ils jouent un réle essentiel dans le
bon déroulement de la réaction immunitaire ; la phagocytose et la communication cellulaire.
Selon Anderson et al. (1996), bien que le terme de radical libre ait souvent été assimilé a une
espece réactive ou un oxydant, il est important de signaler que tous les radicaux libres ne sont

pas forcément des oxydants. De méme que tous les oxydants ne sont pas des radicaux libres.
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3.1.3. Nature et sources cellulaires des espéces réactives de ’oxygéne
3.1.3.1. Anion superoxyde

L’anion superoxyde est considéré comme le type le moins réactif des ERO et le radical

le plus fréquemment produit dans 1’organisme (Scheibmeir et al., 2005). Il est chargé
négativement et généré par la réduction monovalente de 1’oxygéne moléculaire (Lacolley et
al., 2007). Cette réaction semble surtout catalysée par des NADPH oxydases membranaires
(Wolin, 2009).
02 + & 02+ Dans des conditions physiologiques et physiopathologiques, 1’0O2e- peut
également étre formé dans certains organites cellulaires (Gardeés-Albert et al., 2005). Tels
que les peroxysomes, via la conversion de I’hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique,
catalysée par la xanthine oxydase (Wolin, 2009), et les mitochondries ot 2% a 5% d’oxygéne
consommeés sont transformes en radicaux superoxydes (Favier, 2003).

Il existe également des sources exogeénes d’anion superoxyde comme la fumée de
cigarette ou les radiations ionisantes particulierement impliquées dans les pathologies
pulmonaires (Ames et al., 1993).

L’O2 est relativement stable, peu toxique pour I’organisme. Cette faible réactivité
permet d'ailleurs son utilisation par l'organisme comme médiateur régulant des fonctions
biologiques (Favier, 2003).

Le radical superoxyde ne traverse pas rapidement la membrane plasmique et se
dismute spontanément au pH physiologique en produisant du peroxyde d’hydrogéne :

20p-+2H > 0O, + H,O;

Bien que le radical superoxyde ne soit pas considéré comme particulierement réactif,

son principal danger vient de sa réaction de neutralisation productrice de peroxyde
d’hydrogéne ou d’acide hypochloreux nettement plus puissants. L’Oye- est régulé par des
enzymes, les superoxydes dismutases qui catalysent sa dismutation (Halliwell, 1989).
3.1.3.2. Peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), qui n’est pas un radical libre, peut étre formé
secondairement a la dismutation d’O, par le superoxyde dismutase ou produit par réduction
bivalente de I’oxygeéne grace a un grand nombre de déshydrogénases, notamment ’acylCoA
déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, 1’uricase, la mono-
amineoxydase...etc.

Oye-+ Oge- + 2H » H0,+0;

4
L’H,0; n’est pas un radical libre mais a la capacité de générer des radicaux hautement

réactifs. En présence de métaux de transition (fer et cuivre), 1’H,O, donne naissance via la
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réaction de Fenton a un radical hydroxyle HO+ hautement réactif (Wardman et Candeias,
1996). Contrairement a 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne est capable de traverser
les membranes des cellules et des organites cellulaires pour engendrer des dommages loin de

son site de production (Gutteridge, 1996).

3.1.3.3. Radical hydroxyle HO-
Le radical hydroxyle est I’oxydant le plus réactif et le plus puissant (Marusawa et al.,
2002 ). Le peroxysome grace a des oxydases spécifiques représente I’une des sources les plus
importantes productrices de ce radical (Poortmans et Boisseau, 2009). Parmi les voies
conduisant a la formation de ce radical on peut citer celle qui implique les métaux de
transition, le cuivre et le fer sous leur forme réduit par une réaction appelée réaction de fenton
(Favier, 2003).
H,0, +Fe=

OHe+ OH-+ Fe**

v

L’ H,0, peut aussi réagir avec le radical superoxyde, aboutissant a la production du

HOe, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss (Sorge, 2004).

H,0; + O%-OH- » OH-+0?
Le radical hydroxyle a une durée de vie extrémement faible (inférieure a la

microseconde) et les distances qu’ils peuvent parcourir sont également trés faibles. Ce sont
donc des radicaux qui diffusent peu et qui réagissent quasiment sur le lieu de leur production.
Le HOe est capable de réagir avec la plupart des molécules biologiques comme I’ADN, les
protéines, les sucres et les lipides membranaires. Parmi les ERO le radical hydroxyle est de
loin le plus réactif.

Le radical O2 - a une demi vie plus longue et bien qu’il soit moins réactif il est aussi délétere

que le radical HO- (Delattre et al., 2005).
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3.2. Les antioxydants

3.2.1. Défenses antioxydantes

Au-dela de I'importance du dioxygene dans les processus vitaux (respiration par
exemple) des milieux biologiques, cette molécule peut s’avérer dangercuse par ses dérivés
activés lesquels sont physiologiquement inévitables. Néanmoins, cette toxicité est contrdlée
par la présence de systemes de défenses efficaces veillant & minorer la concentration en

radicaux libres (Vergely, 2003).

3.2.2. Systémes de defenses antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et
ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Droge, 2002). Cette deéfinition
fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux
propriétés catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites molécules hydro-liposolubles
(Droge, 2002)

Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005) (Figure 08) .

3.2.2.1. Systéme d’antioxydants endogénes

3.2.2.1.1. Antioxydants enzymatiques
D’aprés Mates et al. (1999) et Sharma et al. (2012), les principaux systemes

enzymatiques antioxydants (Figure 08) les plus efficaces chez I’homme ainsi que chez les

plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase
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2) Les molécules piégeuses d'électrons

I Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments... I

Figure 08. Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).

3.2.2.1.1.1. Les superoxydes dismutases
Les superoxydes dismutases ou SOD (EC. 1.15.1.1) sont des antioxydants
enzymatiques ubiquitaires. Ces métalloprotéines représentent I’une des premicéres lignes de
défense contre le stress oxydant en assurant 1’élimination de 1’anion superoxyde Oz*- par une
réaction de dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene
moléculaire selon la réaction suivante: (Haleng et al., 2007).
Oy - + 2H+ SOD » O, +HO;

Ces enzymes accélerent la vitesse de cette réaction spontanée rendant trés rapide la
disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogéne. Celui-ci est un composé
oxydant diffusible et dangereux a distance (Goudable et al., 1997) mais il peut étre
ultérieurement catabolisé par la catalase et les glutathion peroxydases. Chez I’homme, trois
isoformes de 1’enzyme SOD SOD, qui different par leur structure et leur localisation
cellulaire ont été caractérisées de fagon biochimique et moléculaire. La Cu/Zn-SOD SOD ou
SOD1SOD1 cytosolique, et la ECSOD ou SOD3 ECSOD ou SOD3 extracellulaire, utilisent
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le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a 1’activité enzymatique, lorsque la SOD2

SOD2, mitochondriale, utilise le manganése (Afonso et al., 2007 ).

3.2.2.1.1.2. Catalase
La catalase (EC1.11.1.6) est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde
d’hydrogeéne produit dans les conditions physiologiques (Niki et al., 2007). Elle est localisée
principalement dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le cytoplasme
(pour les cellules qui ne possédent cette organelle ex ; érythrocytes) (Lindau-Sehpard et al.,
1993). La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogene :
2H,0; » 2H,0+ 0,

La catalase est formée de quatre sous-unités, chaque sous-unité comporte un

groupement ferri-protoporphyrine dans son site actif avec un atome de Fer a 1’état Fe % et une
molécule de NADPH. La fixation du NADPH par la catalase lui confere une protection contre
I’attaque de I’ H,O, (Delattre et al., 2005). La catalase et la glutathion peroxydase ont des
roles protecteurs similaires et leur contribution relative est assez variable. La catalase est
surtout active lorsque le niveau de stress oxydatif est élevé ou que la quantité de glutathion
peroxydase est limitée et elle joue un role significatif en permettant d'éliminer I'exces de
peroxyde d'hydrogene afin que la réaction de Fentonne ne puisse pas s'amplifier (Cantin,
1999).

GSSG 2 HZO

2 GSH

+ GP
2H 0, "

20 M H.O,

SOD
Catalase
H.0,
. 2H,0

Figure 09. Réaction de détoxification du radical-anion superoxyde et du peroxyde
d’hydrogene (Hennebelle, 2006).

e Le rble majeur du superoxyde dismutase ou SOD SOD est de catalyser la dismutation
des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogene et en oxygene moléeculaire. La

catalase,
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e essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est capable de
transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire

e L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx GPX, est de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction

de I’hydroperoxyde avec 1I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al., 2005).

3.2.2.1.2 Antioxydants non-enzymatiques

L'action protectrice enzymatique est renforcée par celle de différents composés
réducteurs d’origine métabolique. Ces composés antioxydants sont produits dans les cellules
de I'organisme et parmi lesquels on peut citer le glutathion, 1’acide lipoique, L-arginine,
ubiquinone, I’acide urique, la mélatonine, la transferrine etc. (Pham-Huy et al., 2008).
De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute
le glutathion qui protege, non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les

peroxydes ou le monoxyde d’azote (Favier, 2003).

3.2.2.2. Antioxydants exogenes

L’organisme possede une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres »
qui sont des composés pour la plupart apportés par I’alimentation et dont le réle essentiel est
de neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

4. Production des substances anti- inflammatoires
4.1. Généralités sur ’inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularises, a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de
maintenir son intégrité. L'inflammation est un processus habituellement bénefique (Diebold
et al., 1995). Son but est de mobiliser le systtme immunitaire afin d'éliminer l'agent
pathogene et de réparer les Iésions tissulaires. Parfois I'inflammation peut étre néfaste du fait
de l'agressivité de l'agent pathogene, de sa persistance, du siége de l'inflammation, ou encore

de régulations anormales du processus inflammatoire (Noack et Colopp-Sarda, 2018).
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4.2. Types d’inflammation
4.2.1. Inflammation aigué

Il s'agit de la réponse immeédiate & un agent agresseur, de courte durée (quelques jours
a quelques semaines), dinstallation souvent brutale et caractérisée par des phénomeénes
vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante
(Serhan et al., 2010). L’inflammation aigué se constitue en trois phases : phase vasculaire,

phase cellulaire et phase de résolution.

4.2.2. Inflammation chronique

Morphologiquement, l'inflammation chronique est definie par la présence de
lymphocytes, macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse
inflammatoire chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou
années). Elle est considérée comme é&tre cause par I’engagement persistant des réponses de
I’'immunité innée et acquise, comme dans la polyarthrite rhumatoide, rejet de Il'allogreffe
chronique, dans la bérylliose, et dans l'inflammation granulomatose. Il est prouvé que les
macrophages dans ces lésions produisent une série de médiateurs pro-inflammatoires qui
activent les fibroblastes pour fixer le collagéne et activer les autres macrophages et
lymphocytes pour libérer des médiateurs responsables des réponses inflammatoires.
L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui
impliquent l'apparition de molécule d’adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui
vont spécifiquement entrainer 1’adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent
leur transmigration dans le compartiment extravasculaire (Serhan et al., 2010). Tout comme
dans la réponse inflammatoire aigué, les lymphocytes et les monocytes, subissent un
processus d'activation qui favorise 1’adhésion et la transmigration de ces cellules dans le
compartiment extravasculaire. En tout type de réponse inflammatoire, les différences entre les
types de molécules d'adhésion exprimées sur les cellules endothéliales détermineront le type
de leucocytes qui migrent (Serhan et al., 2010).
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4.3. Anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont utilisés dans tous les domaines de la pathologie, ils sont
destinés a controler I’exces de la réaction aspécifique des tissus et a éviter la transformation

de la phase aigué vers la phase chronique de I’inflammation (Muster, 2005).
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I11. Synthese des articles
Les articles choisis regroupent 1’isolement des actinobactéries isolées a travers

différents milieux a savoir le sol :
1. Isolements

Gacem et al. (2020), ont isolé 54 souches d’actinobactéries a partir de sol de la région
de Saida, Ouest de 1I’Algérie, par la méthode de suspension dilution, la méme méthode a été
utilisée par Dohlakiya et al. (2017) et Badji et al. (2006), dont ils ont pu isoler 11 et une
seule souche a partir de sol de Gujarat de I’Inde et Sol saharien de Beni Abbes de 1’Algérie
respectivement. Messaoudi et al. (2015), ont isolé 18 souches d’actinobactéries, on utilisant
la méme méthode de Sebkha de Kenadsa, de la région de Bechar, Sud-Ouest de 1’ Algérie, on

utilisant la méme méthode d’isolement, alors que Boudemagh et al. (2005), ont pu isoler 27

souches des régions de Biskra, EI-Oued et Ouargla Sud Est de 1’Algérie (tableau V).

Tableau V. Isolement d’actinobactéries par différents auteurs

Espece Région Méthode d’isolement | Nombre d’isolats | Références
Actinobacteria sp. | Sol de | Suspensions-dilutions 11 Dohlakiya et
Gujarat de al. (2017)
I’Inde
Streptomyces sp. Sol de Saida, | Suspensions-dilutions 54 Gacem et al.
(V002) Algérie (2020)
Actinomycete Sebkha de | Suspensions-dilutions 18 Messaoudi et
(LAM143cG3) Kenadsa, al. 2015
becher, Algérie
Actinomycete Sol  saharien | Suspensions-dilutions 27 Boudemagh et
souche 30 et C3 Biskra, El- al. (2004)
Oued et
Ouargla
Actinomadura sp. | Sol beni | Suspensions-dilutions 01 Badji et al.
(AC104) Abbes, Algérie (2006)
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Les résultats précédents présentent une différence dans le nombre des isolats obtenus

bien qu’on utilisant la méme méthode d’isolement, la raison peut é&tre la diversité des sites

d’échantillonnage (sol saharien, sol de Ouest d’Algérie, sebkha) et les sols subissent un

prétraitement tel que 1’addition de CaCOg3 ce qui permet de donner un nombre plus important

d’isolats. De méme, il semble que la méthode de suspension dilution est la meilleure de point

de vue isolement, dont 100 % des références choisi ont 1’utilisé.

En Algérie, plusieurs études portant sur I’isolement des actinobactéries, ces travaux

ont montré que les sols sahariens, qui représentent un écosysteme particulier, renferment un

potentiel assez riche en actinobactéries tant du point de vue quantitatif de biodiversité et

qualitative.
2. Activité antimicrobienne

Tableau VI. Activités antimicrobiennes

Espece Méthode Souche testé Zl (mm) Références
Actinobacteria sp. | Stries croisées | Klebsiella pneumonia 27 Dohlakiya

etal. (2017)
Streptomyces sp. | Méthode  des | Staphylococcus aureus | 0.195x 10° | Gacem et
(V002) puis Micrococcus luteus al. (2020)
Actinomycete Cylindres Escherichia coli 16 Messaoudi
(LAM143cG3) d’agar et al. (2015)
Actinomycete Cylindres Candida tropicalis R2 32 Boudemagh
souche 30 et C3 d’agar et al. (2004)
Actinomadura sp. | Des essais | Salmonella enterica | 30 Badji et al.
(AC104) biologiques Bacillus subtilis (2006)

Alternaria sp. 27
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Pour déterminer les spectres antimicrobiens des actinobactéries isolées, les auteurs ont
utilise des microorganismes cibles catalogués dans des collections mondiales telles que
I’American Type Culture Collection (ATCC) et autres, pour faire un screening antimicrobien
de I’ensemble des souches isolées.

Pour réaliser I’activité antimicrobienne, les chercheurs ont utilisé plusieurs techniques,
telles que la méthode des stries croisées utilisée par Dohlakiya et al. (2017), ou ils ont trouvé
une activité maximale de 24 mm vis-a-vis Klebsiella pneumonia. Gacem et al. (2020), ont
utilisé la méthode des puits, ou ils ont estimé la CMI, dont le meilleur résultat est observe
avec la bactérie S. aureus Newman et Micrococcus luteus  d’ou la CMI est de 1’ordre
0.195x 102 pour chacun, alors que Badji et al. (2006), ont utilisé la méthode des essais
biologiques, dont ils ont trouvé une activité maximale de 30 mm de diameétre vis-a-vis
Salmonella enterica et Bacillus subtilis et aucune activité n’a été observé contre Pseudomonas
aeruginosa, ainsi une activité antifongique importante est observée vis-a-vis Alternaria sp.
avec 27 mm de diametre. Messaoudi et al. (2015), ont trouvé une activité maximale de 16
mm de diamétre vis-a-vis Escherichia coli par la méthode des cylindres d’agar, la méme
méthode a été utilisé par Boudemagh et al. (2005), qui ont trouvé une activité maximale de
32 mm de diamétre vis-a-vis Candida tropicalis R2 par la souche 30 et C3 (Tableau V1).

Les auteurs ont utilisé plusieurs méthodes pour estimer les activités antimicrobiennes,
comme la méthode des stries croisées, des essais biologiques, des cylindres d’agar et
d’estimation de la CMI vis-a-vis différentes souches pathogenes, bactéries et champignons.
Les résultats obtenus sont variables, ils montrent un large spectre vis a vis les bactéries que les
champignons, ainsi vis-a-vis une large gamme des bactéries a Gram positif et a Gram négatif.
Ces variations des zones d’inhibition sont dues au fait qu’une souche d’actinobactérie peut
produire plusieurs molécules antimicrobiennes avec différents modes d'action selon la
composition du milieu de culture.

Le screening antimicrobien est une étape importante qui permet aux chercheurs de
sélectionner les souches ayant un large spectre antimicrobien (antibactérien et antifongique),
et cela pour orienter le travail vert I’étape d’extraction et d’identification des molécules

actives.
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3. Activité antioxydante

L’activité antioxydante est révélée par la réduction des radicaux DPPH' et ABTS™
par les auteurs Gacem et al. (2020), ou ils ont trouvé le pourcentage de piégeage des radicaux
DPPH' variait de 7.39 + 0.41% a 25.45 * 0.29%. Ainsi le piégeage des radicaux ABTS™ a
montré une activité antioxydante variait de 71.48 + 1.30% a 97.43 £ 0.87%. Alors que
Dohlakiya et al. (2017), suffisait juste par la méthode de DPPH, ou ils se trouvent le
pourcentage de piégeage des radicaux DPPH variait entre 43.67-82.86% (Tableau VII)

L’activité antioxydante de I’extrait était proportionnellement liée a la composition de

métabolite secondaire et liée de concentration de composés bioactifs.

Tableau VII. Activité antioxydante

Espece Méthode Solvant Nature Résultats trouvés Références
d’extrait
Streptomyces | Par réduction | Solution Composés | 7.39 £ 0.41% a 25.45 | Gacem et
du radical | DPPH (3,9 | bioactifs | +0.29%. al., 2020
V002 DPPH: mM)
Méthanol
Par réduction | Solution Composés | de 7148 = 1.30% a
du radical | ABTS bioactifs | 97.43 £ 0.87%.
ABTS” Méthanol
Actinobacteria | Par réduction | Solution composés | 43.67-82.86% Dohlakiya
du radical | DPPH bioactifs etal., 2017
DPPH 0,002%
Mélanine

4. Activité enzymatique

L’activité enzymatique est réalisée uniquement par Gacem et al. (2020) et elle est
déterminée par l’utilisation des plaques d’Api Zym et Api Coryne , la souche V002 a
présenté une activité enzymatique élevée en présence de leucine arylamidase, valine
arylamidase, cystine arylamidase, trypsine, chymotrypsine, phosphatase acide, naphtyl-AS-BI

phosphohydrolase, phosphatase alcaline, béta galactosidase, alpha glucosidase, N-acétyle-
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béta-glucoseamidase et alpha mannosidase alors que on estime presque des résultats négatifs

pour la nitrate réductase, pyraziamidase, béta glucuronidase, esculine et I’uréase (Tableau X).

Tableau X. Activité enzymatique

Espéce Meéthode Activité enzymatique Résultats | Références
Streptomyces | -Utilisation d’Api | -Nitrate réductase, | Presque Gacem et
Zym pyraziamidase, béta | négative | al. (2020)
(V002) glucuronidase, esculine et
et Api Coryne I’uréase

Leucine arylamidase, valine | Activité
arylamidase, cystine | Elevée
arylamidase, trypsine,
chymotrypsine, phosphatase
Acide, naphtyl-AS-BI
phosphohydrolase,
phosphatase alcaline, béta
galactosidase, alpha
glucosidase,
N-acetyl-béta-glucoseamidase

et alpha mannosidase.

5. ldentification
L’identification des souches ayant montré des capacités antimicrobiennes importantes
est une étape importante, qui a pour objectif de savoir I’espeéce avec la qu’elle I’étude va étre

continuée.

Les différents auteurs, ont passé, pour identifier leurs isolats, par deux étapes
principales, a savoir, une identification phénotypique qui regroupe 1’identification
morphologique, chimiotaxonomiques, qui est indispensable pour compléter 1’identification
des isolats au niveau du genre en plus des analyses morphologiques et physiologiques; suivies
par une identification moléculaire qui permettre une connaissance plus précise de I’espece

étudier.
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Dohlakiya et al. (2017), ont rattaché la souche isolée a Streptomyces variabilis avec
un degré de similitude de 84 %, Gacem et al. (2020), ont identifié les souches isolées aux
Streptomyces lasiicapitis et Streptomyces spectabilis avec des degrés de similitude de
99 ,93% et 98.96% avec respectivement. Badji et al. (2006), ont attaché 1’isolat désigné
AC104 a Actinomadura cremea avec une similitude de 97.5%. De méme Messaoudi et al.
(2015) et Boudemagh et al. (2005), ont utilisé les mémes méthodes d’identification, et ils ont
attaché leurs isolats aux genres Spirillospora et Streptomyces, respectivement (Tableau 1X).

L’étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques, des
souches d’actinobactéries est largement utilisée pour caractériser les genres des
actinobactéries. Les caractéres biochimiques et physiologiques sont ainsi d’une grande
importance dans la caractérisation des genres d’actinobactéries. L’identification moléculaire
est une étape importante qui permettre de préciser I’espéce et c’est la meilleure méthode
approuvee par la plupart des auteurs afin de déterminer la position phylogénétique des

souches avec pourcentage d’homologie élevée et identifie les microorganismes.
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Tableau IX. Identification des isolats

Espéce Meéthodes utilisé Résultats trouveés Référence
Actinobacteria sp. Morphologique, Streptomyces variabilis | Dohlakiya et al.

chimiotaxonomique, (2017)

physiologiques et

moléculaire
Streptomyces sp. Morphologique, Streptomyces Gacem et al. (2020)
(V002) physiologiques et | lasiicapitis

moléculaire Streptomyces spectabilis
Actinomycete Morphologique, Spirillospora sp. Messaoudi et al.
(LAM143cG3) chimiotaxonomique (2015)

et physiologiques
Actinomycete Moléculaire Streptomyces sp. Boudemagh et al.
souche 30 et C3 (2004)

Actinomadura  sp. | Morphologique, Actinomadura cremea

(AC104) chimiotaxonomique, Badji et al. (2006)
physiologiques et
moléculaire

6. Extraction des principes actifs et choix des solvants d’extraction

Les molécules bioactives sont des métabolites secondaires non essentiels pour la
croissance et la reproduction de certains microorganismes mais sont une forme de défense.
Ces molécules actives sont géneralement extracellulaires et leur purification a partir de

surnageant de culture complexe a besoin de I'application de divers techniques de separation

telle que [I'extraction par solvant, la précipitation chimique, HPLC, les études
spectroscopiques... etc. Le nombre de techniques a utiliser dépend de la nature de la
molécule.

La majorité des chercheurs, ont utilisé¢, pour I’extraction de leurs antibiotiques, la
technique d’extraction liquide-liquide, par les solvants organiques, dans la qu’elles, ont réalisé
des cultures liguides dans des Erlenmeyers pour chaque souche et obtenu le filtrat de culture,
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suivi d’une extraction par des solvants organiques de différentes polarités tels que: 1’hexane,
le dichlorométhane,le n-butanol et 1’acétate d’éthyle et cela pour choisir le meilleur solvant
d’extraction de point de vue qualitatif (la molécule qui représente la plus importante activité),
et quantitative, et cela par le choix de I’antibiotique ou la molécule qui représente le spectre le
plus large. Il est a signaler que les antibiotiques produits peuvent étre extraits a partir du

myceélium, du filtrat de culture ou a partir de la phase aqueuse.

Dohlakiya et al. (2017) et Gacem et al. (2020), ont utilisé 1’acétate d’éthyle pour
I’extraire les composés bioactifs. Badji et al. (2006), ont utilisé pour I’extraction, les solvants
suivants: 1I’hexane, le dichlorométhane, le n-butanol et I’acétate d’éthyle et ils ont utilisé
toutes les fractions des extraits pour continuer la caractérisation. Alors que Messaoudi et al.
(2015) ont utilisé 1’acétate d’éthyle et le butanol et ils ont gardé les fractions des deux extraits
pour continuer la purification (Tableau X).

Pour faire une extraction, il est préférable de tester 1’activité des différentes phases,
aqueuse et organique, ainsi qu’au niveau du mycélium, et d’utiliser différents solvants et cela
pour faire un balayage de ’activité au niveau des différentes phases et avoir une idée sur
I’antibiotique extrait.

Tableau X. Extraction des principes actifs et choix des solvants d’extraction

Espéce Méthode Solvants utilises | Références
utilisé
Streptomyces sp. | Extraction Acétate d’éthyle | Gacem et al.
(V002) liquide-liquide (2020)
Actinobacteria sp. | Extraction Acétate d’éthyle | Dohlakiya et
liquide-liquide al. (2017)
Actinomycete Extraction Acétate d’éthyle | Messaoudi et
(LAM143cG3) liquide-liquide | et butanol al. (2015)
Actinomadura sp. | Extraction Hexane, Badji et al.
(AC104) liquide-liquide | dichlorométhane, | (2006)
n-butanol et
acétate d’éthyle
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7. Caractérisation et purification des principes actifs

Les molécules bioactives présentes dans les extraits testés, sont analysées et purifiées
par différentes techniques de caractérisation a savoir les techniques chromatographiques,
I’HPLC.. .etc.

Gacem et al. (2020), ont utilisé chromatographie en phase liquide a haute
performance HPLC et la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse LC-MS pour caractériser leurs extraits, ils ont trouvé que leurs extraits contiennent la
spectinabiline, la undecylprodigiosine et la metacycloprodigiosine. Badji et al. (2006), ont
utilise différentes techniques pour caractériser leurs extraits a savoir: HPLC,
chromatographie a haute pression, des réactions chromogéniques et des méthodes
spectroscopiques et ils ont trouvé que les antibiotiques extraits font partie des familles des
polyéthers, des anthracyclines, des naphtoquinones et des macrolactames. Messaoudi et al.
(2015), ont utilisé la chromatographie sur couche mince, des réactions chromogéniques et des
méthodes spectroscopiques, ils ont abouti que les antibiotiques extraits contiennent des
résidus phénoliques et aminiques, et I’extrait butanolique ne contient pas des composés

polyéniques (tableau XIII).

Les réactions chromogéniques et la bioautographie permettent d’avoir une idée sur la
nature chimique des molécules présentes. L'étude spectrophotométrique permettant la
distinction entre les polyénes et les non polyenes, et CCM est couramment utilisée pour
séparer des composants dans un but d’analyse ou de purification. HPLC est une technique de
séparation analytique et préparatrice de molécule présentes dans un mélange. Les autres
techniques chromatographiques, RMN...etc. permets d’avoir une idée sur la composition et

la structure des molécules extraites.
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Tableau XI. Caractérisation et purification des principes actifs

Espéce Méthode utilisé Résultat obtenus Références
Streptomyces HPLC et LC-MS Spectinabiline, Gacem et al.(2020)
sp. (V002) undecylprodigiosine

metacycloprodigiosine

Actinomycete
(LAM143cG3)

CCM et méthodes
spectroscopique et

réactions chromogéniques

Reésidus phenolique et

aminique

Messaoudi et al.
(2015)

Actinomadura
sp. (AC104)

HPLC et réactions
chromogéniques et

méthodes spectroscopique

Des polyéthers, des

anthracyclines,  des
naphtoquinones et

des macrolactames

Badji et al. (2006)
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La présente étude vise a la mise en évidence des activités biologiques (antimicrobienne,
antioxydante et antiinflammatoire) de quelques souches d’actinobacteries isolées de sol

saharien de la région de Ouargla.

L’isolement des souches des actinobactéries par les différents auteurs des articles
choisis, révéle que les résultats précédents présentent une différence dans le nombre des
isolats obtenus bien qu’ils on utilisés la méme méthode d’isolement, d’ou le nombre d’isolat
le plus élevé est obtenu par Gacem et al. (2020), dont ils ont isolé 54 souches. Ces
différences peuvent étre dues a la diversité des sites d’échantillonnage (sol saharien, sol
d’ouest d’Algérie, sebkha...etc.), ou bien, les sols ont subi un prétraitement tel que 1’addition
de CaCO3 ce qui permet de donnée un nombre plus important d’isolats. De méme, il semble
que la méthode de suspension dilution est la meilleure de point de vue isolement, dont 100 %

des références ont I’utilisé.

Pour étudier I’activité antimicrobienne des souches d’actinobactéries isolées, les
auteurs ont utilisé des microorganismes cibles catalogués dans des collections mondiales
telles que I’American Type Culture Collection (ATCC) et autres, pour faire un screening

antimicrobien de I’ensemble des souches isolées,

Les auteurs ont utilisé plusieurs méthodes pour estimer les activités antimicrobiennes,
comme la méthode des stries croisees, des essais biologiques, des cylindres d’agar et
d’estimation de la CMI vis a vis différentes souches pathogeénes, bactéries et champignons.
Les résultats obtenus sont variables, Boudemagh et al. (2005), ont trouvé une activité
maximale de 32 mm de diametre vis-a-vis C. tropicalis R2. Les résultats obtenus montrent un
large spectre vis a vis les bactéries que les champignons, ainsi vis a vis une large gamme des
bactéries a Gram positif et & Gram négatif. Ces variations des zones d’inhibition sont dues au
fait qu’une souche d’actinobactérie peut produire plusieurs molécules antimicrobiennes avec

differents modes d'action selon la composition du milieu de culture.

Quelques auteurs ont estimé I’activité antioxydante, et cela par le dosage des
radicaux DPPH° et le dosage des radicaux ABTS°" par Gacem et al. (2020), ou ils ont trouvé
le pourcentage de piégeage des radicaux DPPH variait de 7.39 £ 0.41% a 25.45 * 0.29%.
Ainsi le dosage des radicaux ABTS" a montré une activité antioxydante variait de 71.48 +
1.30% a 97.43 £ 0.87%. Alors que Dohlakiya et al. (2017) suffisait juste par le dosage des
radicaux DPPH, ou ils ont trouvée que le pourcentage de piégeage des radicaux DPPH variait
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entre 43.67-82.86%. L’activité antioxydante de 1’extrait était proportionnellement liée a la

composition de métabolite secondaire et liée de concentration de composés bioactifs.

Gacem et al. (2020), ont réalisé 1’activité enzymatique par utilisation des plaques
d’Api Zym et Api coryne pour Streptomyces sp. (V002) uniquement. Cette derniere présente
des activités enzymatiques élevées contre une large gamme d’enzymes, alors des résultats
négatifs ont été trouvé pour la nitrate réductase, pyraziamidase, béta glucuronidase, esculine

et |’uréase.

Les différents auteurs, ont passé, pour identifier leurs isolats, par deux étapes
principales, a savoir, une identification phénotypique et une identification moléculaire qui
permettre une connaissance plus précise de 1’espéce étudiée. Plus de moitié (50%) des auteurs
ont trouvé des souches qui font partie au genre de Streptomyces. L’identification moléculaire
est une étape importante qui permettre de préciser 1’espéce et c’est la meilleure méthode
approuvee par la plupart des auteurs afin de déterminer la position phylogénétique des

souches avec pourcentage d’homologie élevée et identifie les microorganismes.

L’extraction des molécules bioactives produites par les souches d’actinobactérie, a été
effectuée par des solvants organiques de polarité différente telle que le dichlorométhane,
I’hexane, I’acétate d’éthyle et n- butanol, par la technique d’extraction liquide-liquide puis
décantation, suivi d’une évaporation a sec des solvants. Cela a pour but de choisir le meilleur
solvant d’extraction de point de vue qualitatif et quantitatif, dont le but est de choisir
I’antibiotique représentant le spectre le plus large. Les antibiotiques produits peuvent étre

extraits a partir du mycelium, du filtrat de culture ou a partir de la phase aqueuse.

Les auteurs ont utilisé différentes techniques pour caractériser leurs molécules, a
savoir les techniques chromatographiques, I’HPLC...etc. Les auteurs ont identifi¢ quelques
résidus de leurs molécules et pas la molécule complete, ce qui nécessite des techniques plus
sophistiquées. Parmi les méthodes utilisées pour la caractérisation, on note des réactions
chromogéniques, la bioautographies, spectrophotométriqgue, CCM, HPLC, LC-MS, RMN et

autres.

Les souches d’actinobactéries constituent un groupe fort utile dans le domaine des
biotechnologies. Leur diversité écologique et leur exceptionnelle capacité a produire des

métabolismes secondaires font d’eux des producteurs potentiels de nombreux composés
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intéressent utilisé dans le domaine de la médecine, en raison de leur assistance précieuse pour

sauver I’homme de maladie infectieuses et aussi utilisé dans le domaine de I’agroalimentaire.
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this study showed the GLM medium to be the most favorable for the isolation of
actinomycetes from these ecosystems, on its own providing 17 strains out of the total
number of actinomycetes isolated. Two strains presented very important antifungal
activity against most of the filamentous fungi and test yeasts used. Molecutar identifica-
tion by polymerase chain reaction using universal 165 rDNA primers allowed the two active
strains to be classified in the genus Streptomyces.
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Antimicrobial compounds produced by
Actinomadura sp. AC104 isolated from an Algerian
Saharan soil

B. Badji, A. Zitouni, F. Mathieu, A. Lebrihi, and N. Sabaou

Abstract: During a search for nonpolyenic antifungal antibiotics, sn actinomycete designated ACHM was isolated from
a Sahagan soil sample by a dilution agar plating method using & chitin - vitamins B medium supplemented with
rifampicin. Isolate AC104 presented the morphological and the chemical characteristics of the genus Actinomadiera, On
the basis of 76 physiological tests and 165 rDNA analysis, this isolste was determined to be quite different from the
known species of Actinomadura. It is sctive ageinst flamentous fungi and both Gram-positive and Gram-negutive
bacteria. The production of antibiotic substances was investigated using seversd culture media. The highest antimicrobial
sctivities were obtained on ISP2 medium. The benzenic extruct contained five bioactive spots detected on thin layer
chromutography plates. Among these antibjotics, & complex called 1MA, which showed the more interesting antifungal
activity, was selected and purified by reverse-phase high-pressure ligui! chromatography. This comples is composed of

four compounds. Ultraviolet-visible, infrared, mass, and 'H nuclear magnetic resonance spectroscopy studies showed
that these molecules contain an aromatic ring substituted by aliphatic chains. These compounds differ from the

known antibiotics produced by Actamadura species.

Key wards: Actinomaduera, taxonomy, antimicrobial compounds, Saharan soil.

Résumé : Dans le cadre d’un programme de screening d'actinomycdtes rares producteurs d'antifongiques non-polyéniques,
nous avons isolé & partir d'un sol saharien, un actinomycite nommé AC104 sur milien « chitine — vitamines B »
additionné de rifampicine. Sur lo base des caracténistigues morphologigques ot chimiques, cet isolat o été rattaché
geare Actinomadura. L' éwde physiologique (76 tests) et Panalyse de la séquence de PADNr 16S ont montré que

l'isolat ACIOH est assez différent des especes ¢o

Jergs et pourrait sinsi See original. Cet isobat présente

une ds forte activitd antimicrobienne vis-&-vis de ch

dAeni

s il
B

x et de bactéries & Gram positif et 3 Gram

négatif. La production d'antibiotiques a &té testée sur plusicurs milicux de culture, le meilleur éuant le miliew ISP,
Cing zones actives ont éé localizées par bioautographie. Parmi ces antibiotiques, le complexe nommé 104A qui a
présenté Ja plus forte activité antifongique, a &é purifié par HPLC en phase inverse. Ce complexe est composé par
quatre molécules. Les éudes spectroscopiques, notamment P'UV-visible, I'infrarouge, la spectrométrie de masse et la
RMN protonigue, ont permis de constater que ces molécules contiennent un noyan aromatique piara di-substitué par des
chaines aliphatigues, Ces composés different de ceux synthétisés par les espéces du genre Acrinomadura,

Mos olés @ At fera, 1axo .

Introduction

The search for new and safe antimicrobial antibiotics with
greater potency is a major challenge to the pharmaceutical
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¢s antimicrobiens, sols sahartens.

industry today, espectally with the increase in opportunistic
infections in the mmmunocompromised host, However, the
search of antifungal compounds has been progressing slowly
(Gupte et al. 2002), The reason for the slow progress com-
pared to antibacterials is that, like mammalian cells, fung:
are eukaryotic and have machinery for protein and nucleic
acid synthesis similar to that of higher animals,

The history of new drug discovery shows that novel skeletons
have come, in the majority of cases, from uctinomycetes
{Sanglier et al. 1996). However, the rate of discovery of new
compounds has decreased since the ubiquitous species have
been studied extensively. Several research studies are currently
oriented towards 1solation of rare actinomycetes from different
ccosystems (Lazzanni et al. 2001). Therefore, selective
isolation methods have been developed for tuxa thut are
rarely isolated by conventional dilution plate methods
{Hayakawa et al. 1995),

Among the rare sctinomycetes, the genus Actinomadura 18
reported to be the most predominant (Miyadoh 1993) and

£ 2006 NRC Canuda
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Antimicrobial and Antioxidant Effects of a Forest Actinobacterium
Vo2 as New Producer of Spectinabilin, Undecylprodigiosin

and Metacycloprodigiosin
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Abstract

The aim of the stixly bs the research and identiication of & Strepromyces strain as & pew producer of spectinabilin, undecyl-
proshigionin and metacycloprodigiosin. Among 54 actinomycete salates ivolated from El-Ogbane forest sotls in Algeria,
only one ssolate, designated V., was selected for ity ability o produce prodigiosing, The selected struin was snalysed for
its ability to produce three different secondary metubalites as well as their blological activities, V.. belongs 1o the Soep-
tamvees geous and his significant antimicrobial and antioxkdant activities, The tixonomic position of Vi, by 165 (RNA
sequence anadysis showed i similarity of 99,93% with Strepaomyces laxticapinis DSM 1031247 and 98 96% with Strepromyces
spectubilis DSM 405127, Fractionation of crude secondary metabalites produced by the struin using HPLC-MS revealed the
presence of xpectinabilin, undecylprodigiosin and metacycloprodiglosin, which demonstrated sigalficant activity. Strwn Vo
i consddered a new praducer of spectinabilin, undecylprodigiosin and metacycloprodigiosin with significant antimscrobial

and antioxidant activity,

Introduction

The ideatfication of anubiotics was o wondrous inaovation
aned descovery that humanity recognized upon its appearance,
but the Hame of thas miracle was quickly extnguished just
after the appearance of antimicrobial resistance in pathao-
gens 1] mareaver, the phennmenon of bioresistance has
not ceased to develog and spread In microorganisms | 2], In
vonfronting this serioas problem, cancer vonstitutes anothes
challenge that humanity has tried 1o canguer, although its
pathology s perhaps more serous following the fulure of
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ity eradicanan because of cytotaxicity of chemicals used
during treatment against narmad cells (3], Thexe disturh-
ing situations have pushed researchers (o leave classical
research platforms 10 pursee other new strategies based on
the detection of new microbial stradns, in pasticulse Acting-
hacteria strains producing new bloactive compounds |4)
New scunobacterial stratns con be isolated from marine
{5), desertic 6] and glacier sosl ecosystems | 7), of yolkcanic
fumarodes (8], Following this strategy. several sew bioactive
compaunds have been discovered in recent years, citing fur
example e-pyrone [9], the polybydroxy! macrolide lactones
PMIOOILT and PMIOOLIR [10], novonestmycing A and B
(11 and venturicidio C [12],

Other previously discoverad substaoces, 1o particular
spectinabilin, undecylprodigionsn and metucycloprodigiosin,
are well known for their biological activities, Spectinabilin
is & rare palyketide metabolite, and its chemical strocture is
substituted by a nitrophenyl; specunabilin was ixalased for
the first time from a crude streptovasicin complex produced
by Streptowyees spectabilis |13}, Undecylprodigiosin and
metacycloprodigiosin are red pigments, belonging to the
prodigiosing, these compounds are peoduced by certun spe-
cies of the Strepramvees genus, such as § coelicalor A3 wnd
S. longisparuy ruber M-3 [14, 15]. Given the importaoce
and the atractive activities of these thaee compounds, some

€ Springer



& frontiers
in Microbiology

Annexes

ORIGINAL RESEARCH
putdichent: (07 Docerriees 2097
doe' 10 3 Yrich 2017 02820

OPEN ACCESS

Edited by:

Jom Stach,

Newcaute Uaverndy, Liated Kepdon
Roviewed by:

Qemar Nssowmenfo Sivar,
Unsversirdage Catdice Dom Bosen,
Bran)

Atte Vor Vi,

LUnwersty of Ensiem Fintond, Frsand
“Comespondence:

Arvirash Miatra

st Gosmon resn,
svwmsteratig 1 1 Grachfimal oo,
avioashmishio canarBgmud com
Bhwrariath M

byralicsmot e

. ohavarathgmal.com

Specialty section:

Thit articie was subenitted 1o
Ansencrobiah, Resstance

anxt Chevrotheayy,

4 seciors of e ounal
Frovers i Mcrolxodagy
Received: 25 Jy 2017
Accepted: 23 Novernber 2017
Published: (7 Decermbey 2017
Citation:

Dholaear AN, Sumar 7 M A
Idody KW and e 8 @2017)
Arihbeciors’ ahd Andacdant Acthales
of Nove Actmobaciena Sirad fspdrled
hom G of Khambhat, Gusaral,
Front, Mcrobiol 2420

dor 103380 %nich 201 7.0MI0

Antibacterial and Antioxidant
Activities of Novel Actinobacteria
Strain Isolated from Gulf of
Khambhat, Gujarat
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Bhavanath Jha*
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Bactenal secondary metabolites possess a wide range of biclogically active compounds
including antibacterial and antioxidants. In this study, a Gram-positive novel marine
Actinobacteria was Isolated from sea sediment which showed 84% 165 rRNA
gene sequence (KTSEB8655) simiartty with Streptomyces variabis (EUB41661) and
designated as Streptomyces vadabils RD-5. The genus Streptamyces Is considered
as a promising source of bioactive secondary metabolites, The Isolated novel bacterial
stran was characterized by antibacterial charactenstics and antiodant activities. The
BIOLOG based analysis suggested that S. vanabils RD-5 utiized a wide range of
substrates compared to the reference strain, The result is further supported by statistical
analysis such as AWCD (average well color development), heat-map and PCA {principal
component analysis). The whole cell fatty acid profiing showed the dominance of
iso/anteiso brenched C15-C17 long chain fatty acids. The identified strain S, vanabilis
RD-5 exhibited a broad spectrum of antibacterial activities for the Gram-negatve
bacteria (Escherichia colf NCIM 2065, Shigells boydii NCIM, Kiebsiella pneunoniae,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas sp. NCIM 2200 and Salmonelia enteritidis NCIM),
and Gram-positive bactena (Bacilus subtiis NCIM 2820 and Staphylococcus auwreus
MTCC 96). Extract of S. varabiis strain RD-5 showed 82.86 and 89% of 2,2-diphenyl-
1-picrythydrazyl (DPPH) free radical scavenging and metal chelating activity, raspectively,
at 5.0 mg/mL. While Hz0, scavenging activity was 74.5% at 0.05 mg/mL concentration.
Furthermore, polyketide synthases (PKSs types | and ), an enzyme compiex that
produces polyketides, the encoding gene(s] detected n the strain RD-5 which may
probably involve for the synthesis of antibactenal compound(s). In conclusion, a nove!
bacterial strain of Actinobacteria, isolated from the unexpiored sea sediment of Alang,
Gulf of Khambhat (Gujarat), India showed promising antibacienal activities. However,
fractionation and further characterization of active compounds from S, vanabiis RD-5
are needed for ther optimum utilization toward antibacternial purposes.
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Identification and preliminary characterization of non-polyene antibiotics secreted ®c‘mwk
by new strain of actinomycete isolated from sebkha of Kenadsa, Algeria
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Faculty of SNV STU Ex Imama Biomedical Comples, P8 119, Tiemcen 13000, Algeria

“Faculty of Science, Department of Biolegy, Universits of Amar Telidit. Laghouat 03000, Algeria

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Objective: To study the antimicrobial activity of actinomycetes isolated from subkha of
Reccived 30 Jun 2014 Kenadsa and identification of the isolate interesting.

Received in revised form 12 Feb, 2nd Methods: Eighteen strains were isolated, using four culture media from scbhkha of
revised form 26 Feb, 3rd revised form Kenadsa (Bechar, Southwestern Algeria). Screening of antimicrobial activity consisted of
24 Mar 2015 two steps: in primiry screening, antibacterial activity was determined by using the agar
Accepted 2 Apr 2015 plug method against test strains; in secondiry screening, better isolate which showed a
Available online 23 May 2015 good activity in the first screening was selected 1o extract antimicrobial substances, The

antimicrobial activities of extracts were evaluated by using Kirby-Bauer disc diffusion
method. Partial characterization of antimicrobial products was performed on the basis of

lt:.:::h chemical revelations, UV-vis spectrometry and infrared spectroscopy. The identification

AR of isolate imeresting was performed through morphological, chemical, biochemical and

Sebkha ~ physiological characteristion.

Kenad Roesults: All isolates showed antimicrobial activity against at least one microorganism

Noa-polyene test. One isolate, LAMI430G3, was sclected for ity broad spectrum and high antimi-

Idcntification crobial activity. The isolate LAMIA3cG3 was identified as Spirillospora sp. The com-

Spiriliospora parison between the species of this genus (Spirillospera rubra and Spirillospora albida)
and our isolate indicated the existence of several physiological and biochemical differ-
ences which led us to suppose that this was a new member of this genus, Primary
characterization of antimicrobial substances produced by the isolme LAMI143¢G3 indi-
cated the presence of amines and phenols, The UV-vis spectrum suggested 4 bon-
polyenic nature of substances secrcted by our isolate, while infrared confirmed the
presence of amine groups.
Conclusions: The result of the present study revealed that sebkha of Kenadsa was rich in
rare actinomycetes. that secreted interesting antimicrobial substance

1. Introduction have uscful applications in human and veterinary medicine

and agncalture 51, such as enzyme immuno-modulatons, anti-
The rapid emergence of drug resistance among pathogenic  biotics, insecticides, herbicides and  anticancer agents 101,
bacteria, especially multi-drug rosistant bacteria, underdines the Among actinomycetes, Streptomyees which has long been

nead to Jook for new  antibiotics Filamentous recognized as a4 major source of bioactive molecules covers
actinomycetes ase known to have the ability to produce a  amund 70%  of the total antibiotic  products
wide vancty of secondary mctabolites , many of which  Actinomycetes are widely distibuted and are next 10 bacteria
in the order of abundance in soil V), In the past two decades,

‘Crmmmgemding suthor Onus Mewaondl, Facdty of Schence. Depurtness of there has been a decline in the discovery of new lead
Whalogy, ¢ y of Ama Telad)l. Laghutaaie, Algciia compounds from common soil<derived actinomycetes 119,
i hence the scientists have tied to investigate unexplored

adcs trpottulty of Hawmas Medoad Usiveniny habitats for novel actinomycetes as possible candidates of

Yoyt Supgranad by the Matunary of Huphcr Educ ass and Sicseinc new antimicrobials substances 111770 Among them, sebkha is
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