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Introduction

Découvert par hasard au début du vingtiéme siécle, les antibiotiques ont révolutionné
Phistoire de la médecine en permettant de traiter des mullions de vie humaine contre des
maladies bactériennes mortelles comme la tuberculose, la pneumonie, la syphilis ou le
tétanos. Les premiers anti-infectieux furent les sulfamides et la pénicilline G, ensuite 1l v a eu

toute une gamme d’antibiotiques (Levy S B., 1992).

Jusqu’a une période récente, les antibiotiques étatent désignés comme « remeéde miracle 3,
leur usage a augmenté I’ espérance de vie movenne d’une quinzaine d’années. La découverte
des antibiotiques constitue done un événement majeur dans ’histoire de la médecine (Levy S

B, 1992).

Malheureusement, leur introduction en médecine humaine fut rapidement suivie par
I’apparition de bactéries devenues résistantes (Courvalin et Philipon, 1990). Depuis
Pintroduction des antibiotiques dans 1’arsenal thérapeutique des maladies infectieuses, les
mi croorganismes ont développé des moyens de défense leur conférant une insensibilité aux
antibactériens. Ces résistances aux antibiotiques a doses thérapeutiques apparaissent plus au
moins rapidement selon la complexité chimique des antibiotiques et du patrimoine génétique
de la bacténie. Actuellement quel que soit IPantibiotique utilisé, il existe des souches de
différentes espéces bactériennes qui leur sont résistantes & part quelque exception comme la

souche de streptococcus pyogénes qui reste toujours sensible a la pénicilline G (Genneé et

Siegrist, 2003).

L’apparnition de nouvelles souches pathogénes multi résistantes cause un taux de morbidité

et de mortalité importante en particulier chez les personnes figées etles immunodéprimés.

En effet, ces derniéres années ont été marquées par la résurgence de maladies infectieuses
que I’ on croyait parfaitement maitrisées ainsi par I’émergence de nouveaux pathogénes et ceci
particuliérement dans les pays en voie de développement. Pour remédier a cette situation, il v
a un grand intérét a améliorer ou a découvrir de nouveaux antibiotiques a différents mode

d’action (Barshy et 4l., 2001 ; Parungao et al, 2007 ; OMS, 1997).
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Pour ces raisons, ce travaill s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules
antimicrobienne capables de jouer un réle important dans le domaine de la santé publique.
Ces molécules sont souvent recherchées a partir des microorganismes isolés d’échantillons
prélevés de différents écosystémes, dans le but de découvrir des taxons originaux et par-la de
nouvelles molécules biologiquement actives. Les Actinomycétes (bactéries dont la croissance
donne lieu i des colonies constituées de filaments), sont les plus prolifiques de tous les micro-
orgamsmes en tant que producteurs de moléeules a activités biologiques (Challis et

Hopwood, 2003).

En effet, 70 a 80% des métabolites secondaires dispombles dans le marché ont été isolées
et caractérisées & partir de plusieurs espéces d'Actinomycétes (Khanna et af, 2011). Ces
métabolites secondaires représentent une riche source de composés bioactifs tels que des
antibiotiques, des produits agrochimiques, enzymes, immunosuppresseurs, antiparasitaires et
agents anticancéreux, qui sont considérées comme le paradigme de e¢es microorganismes
capables de les synthétisées par le biais de leur métabolisme secondaire (Iwai et Takahashi,

1992).

L'isolement d’Actinomycétes actifs a partir d’écosystémes non ou peu exploités permet,
éventuellement, la découverte de souches rares ou des souches pouvant avoir un potentiel de
productivité élevé inexploité. Comme la fréquence de découvertes de composés bioactifs a
partir d'Actinomycétes a diminué avee le temps, beaucoup d'attentions ont été portées sur le

dépistage d’ Actinomycétes dans des environnements variés (Thenmozhi et Krishnan, 2011).

La diversité des Actinomycétes dans les écosystémes sermi-andes, n’a pas ét€ largement

explorée. Ainsi, peu d'information sur le potentiel antimicrobien des Actinamycétes 1solés a

partir d°échantillon du sol ont été reportés (Kitouni et ai., 2005 ; Boughachiche et #1., 2005).

L’objectif principal de notre étude consiste 4 :

o Tsoler et sélectionner, a partir d°écosystéme rhizospherique, des souches
d’ Actinomy cétes rares de différentes régions d’est algérien caractérisé par un sol semi-
arides (Khenchela), sol rnisosphérique (Batna) et d’un écosystéme extréme (sebkha
GuerrahGuellif, Oum elbouaghi).
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o  Sélectionner des souches d’Actinamycétes les plus productrices d’antibactériens par la
mise en évidence de leurs activités antibactériennes par la technique des evlindres

d’agar envers 11 bactéries-tests.

o Evaluer [’activité antifongi que vis 4 vis quelques champignons phytopathogénes.

o Extraire les molécules bioactives, par un solvant organique, produites par les souches

sél ectionnée s hautement actives.

o Test d’activité de D’extrait organique de 'antibiotique contre des souches tests

hautement sensibles.

o Séparation particlles des moléeules bioactives par chromatographie sur couche mince

(CCMD.

s Détection des molécules bioactives séparées par une technique de la bioautographie.
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Chapitre I

Les Actinomycetes
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1. Historique

Waksman divise en quatre grandes catégories L'histoire des Actinomycetes. La premiére, est
celle de la découverte de leur role dans la pathologie et va de 1874 aux années 1900. La seconde
periode (1900-1919) se rapporte a la mise en évidence et a 1’étude des Actinomyceértes du sol,
avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis. C’est ensuite 1a période (1919-
1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance des germes a été acquise griace aux
recherches de Waksman, de Lieske, de Krassilnikov entre autre. La derniere époque historique,
enfin, est celle des antibiotiques produits par les Actinomycétes. Elle commence en 1940 et le

nom de Selman Waksman lui est indissolublement lié (Leminor et Veron, 1989).

2. Définition et caractéristiques principales

Les Actinomycetes constituent un groupe de microorganismes fascinant. Ils sont la source de
la plupart des antibiotiques utilisés en meédecine aujourd’hui (Linda ef ¢f., 2010). s sont
abondamment distribués dans la nature. Les Actinomyceétes sont importants en raison surtout de
leur r6le dans la fertilisation des sols par la décomposition de la matiére organique (humus)

ainsi que le cycle du carbone (Woznicka, 1964 ; Larpent et Sanglier, 1989).

Les Actinomycetes ont longtemps eté considérés comme des champignons primitifs ou
comme étant des microorganismes intermediaires entre le régne des champignons et celu des
bactéries, du fait de leur mycélium, souvent ala fois aérien et pénétrant dans le substrat nutritif,
du fait également de la fructification par sporanges liberant des spores chez nombre d’entre eux
(Williams et Wihs, 1986 ; Haslay et Lecderc, 1993 ; Horinouchi, 2002). Aujourdhui, il est
bien connu que ce sont des bactéries dépourvues de membrane nucléaire, contrairement aux
eucaryotes doni le matériel genétique est compris dans un noyau entoure d'une enveloppe
nucléaire (Williams et Wihs, 1986). Leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose
mais une glycoprotéine contenant de la lysine (formes fermentatives) ou de 1’acide
diaminopimélique (formes oxydatives), et leur cytologie est celle des bactéries (Mariat et
Sebald, 1990). Ces caractéres s’ ajoutant a d’autres (leur parasitage par des bactériophages, leur
sensibilite aux antibiotiques antibactériens) ne permet pas de les classer parmi les mycetes
(Haslay et Leclerc, 1993).

Les Actinomycetes sont des bactéries a Gram positifs, dont le coefficient de chargaff
(G+C%) est supérieur a 55 %, géneralement compris entre 60 et 75 % (Abebe er al., 2013 ;
Gonzalez et Robles, 2009 ; Ogunmwonyi ef al., 2010 ; Usha, 2011 ; Ensign, 1978 ; Larpent
et Sanglier, 1989 ; Chun ef al., 1997 ; Williams ef al., 1993 ; Hogan, 2010 ).
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La plupart d’enire eux sont toujours immobiles (Larpent et Sanglier, 1989). Toutefois,
certains types produisent des spores flagellées, permettant leur dispersion dans les habitats
aquatiques (Djaballah, 2010). Elles tendent a croitre lentement comme des filaments ramifiés
(0,5-1,0 pm de diamétre) (Funice et Prosser, 1983), le diamétre des hyphes est plus petit que
celui des champignons (Gottlieb, 1973). Leur croissance est plus lente que celle des autres
bactéries ; le temps de génération moyen est d’environ 2 a 3 heures (Gottlieb, 1973 ; Larpent
et Sanglier, 1989) elles donnent lieu a des colonies circulaires constituées d hyphes (Eunice et
Prosser, 1983), c’est-a-dire de filaments qui irradient par croissance centrifuge, tout autour du
germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981 ; Eunice
et Prosser, 1983). Celaexplique leur dénomination : le mot « Actinomycetes » provient de deux
substantifs grecs « Actino » et «Mycete » et signifie « Champignons a rayons » ou «

Champignons rayonnants » (Gottlieb, 1973).

3. Morphologie

La morphologie des différents groupes d’Actinomycetes est trés variable. Elle va de simples
bacilles diphtéroides (la plus part des mycobactéries) a des formes mycéliennes complexes
(comme le genre Streptomyces) (Gottlieb, 1973). Certains peuvent présenter un mycélinm se
développant sur et dans les milieux (mycélium végétatif ou mycélium de substrat) ou dans 1'air
au-dessus du substrat (mycélium aérien). Les filaments peuvent produire des spores soit isolées,
soit groupées en chaines ou méme enfermées dans un sporange ou conidies qui liberent des
spores de formes variées, d aspects lisses, ridée, soit isolées soit groupées en chaines. Certains
Actinomycetes forment un mycélium non persistant rapidement transformeé en une masse de
formes bactéroides irréguliéres. D'autres enfin, ne présentent que des mycéliums trés
rudimentaires (Mariat et Sebland, 1990 ; Lacey, 1997) L’analyse morphologique des
Actinomycetes révele la présence de deux catégories d’hyphes : Les hyphes disperses et les
hyphes en pellets. Dans les hyphes dispersés, la forme "Freely dispersed” et les "mycelial
clumps" sont rencontrées. La premiere forme c’est des hyphes indépendanis disperses, la
seconde est une masse ou agrégats de mycélium. Les Actinomycetes donnant des hyphes en
pellets, posent en fermentation des problemes de limitation de diffusion de 1’oxygéne et des
nutriments & travers 1"hyphe. Ceci engendre une dimimution de la croissance et peut conduire a
une autolyse. Ce point doit étre pris en considération, pour éviter ce genre de probléme 1°ors

des fermentations industrielles. Heureusement, pour plusieurs souches productrices de
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métabolites secondaire, 1a forme "Clups" ou masse est 1a prédominante dans les fermenteurs
(90% des cas) (Perry ef al., 2004).

Les colonies qu'ils forment sur milieux solides sont caractéristiques, elles résultent de
I’accumulation des hyphes ramifiés et non pas des cellules comme c’est le cas chez les bactéries
non filamenteuses. Le diamétre des colonies est de 1 44 mm. L. aspect des colonies est compact,
sec, lisse ou rugueux en chou-fleur a contours lisse ou échancré. Elles sont trés souvent

pigmentées en blanc, creme, jaune, violet, rose, gris, etc (Perry ef ai., 2004).

4. Ecologie et distribution dans la nature

Les Actinomycetes sont tres largement distribués dans la nature et principalement dans les
sols de différentes natures (tableau 1). Tls ont été trouvés dans les eaux douces ou salées, dans
les compostes, dans 1’atmospheére et dans les substrats les plus divers. Dans le sol, ils sont
présents depuis la surface jusqu’a plus de 2 metres de profondeur. Le nombre de ces
microorganismes atteint d’aprés (Goodfellow ef ai., 2004) généralement les 10° germes par
gramme de sol séché. D’aprés (Waksman, 1967), le rapport Microorganisme totaux /
Actinomycetes, diminue au fur et 2 mesure que la profondeur augmente. Selon ce méme auteur,
alors que la couche superficielle contient au moins 80 % de bactéries actinomycétales, par
rapport au nombre total de microorganismes, la couche située a une profondeur de 80 centimétre
ne contient que (40%) ou beaucoup moins jusqu’a seulement 16 %. Les Actinomycetes sont
geéneralement plus nombreux que les champignons, mais moins abondants que les autres
bactéries. Les Actinomyceétes préférent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement
meésophiles, d'autres sont thermophiles tolérants des températures avoisinant 50°C et peuvent
aller jusqu’a 60°C (Goodfellow et Williams, 1983).

Lamajorité des Actinomycetes crolent dans des conditions humides mais aérobies et peuvent
se développer dans des endroits ou 1’activité de 1’eaun (aw) est trés basse (Davies et Williams,
1983 ; Goodfellow et Williams, 1983). Les sols sahariens sont caractérisés par une teneur
mimme en eau avec un degré de pluviomeétrie souvent inférieur a 100 mm par an, des
températures extrémement élevées et de faibles quantités d’humus. Des travaux anciens ont
prouvé définitivement que les sols désertiques ne sont pas stériles, ils sont peuplés d’une flore
microbienne trés variée (Killian et Feher, 1939). Parm les bactéries isolées, les Actinomycetes
font partie essentielle de cette microflore, leurs présence est considérable dans ce type

d’écosystéme extréme (Killian et Feher, 1939).
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Tableau 1. Répartition de quelques genres d’Actinomycétes par type d’habitat (Goodfellow et
Williams, 1983)

Genre Habitat

Actinomadura Sol

Actinoplane Sol, Eau, Litiére

Frankia Nodules des racines

Microbiospora Sol

Micromonospora Sol, Ean

Rhodococcus Sol, Eau, Fumier, Litiére, Matiére en décomposition
Saccharomonospard Sol, Eau, Litiére

Streptomyces Sol et Ean

Steptosporangium matiére en décomposition et en fermentation

S. Physiologie et métabolisme des Actinomycetes

Les Actinomycetes sont aérobies plus rarement anaérobies, les premiers a métabolisme
oxydatif représentent les espéces telluriques, lses seconds a métabolisme fermentatif
correspondant aux especes parasites saprophytes de la cavité buccale éventuellement
pathogénes pour ’homme (Actinomyces) par exemple. Ce sont généralement des organismes
hétérotrophes, qui ont des exigences réduites et tirent leur énergie a partir d’une source trés
variée de substrats azoteés et carbonés. En conséquence, ils sont trés largement distribués dans
la nature. De nombreuses especes sont fortement protéolytiques et agarolytiques (Hsu et
Lockwood, 1975).

Les Actinomycetes sont fréquemment bactériolytiques grace a des enzymes hydrolytiques
capables de fragmenter les peptides de la paroi, leurs propriétés anti microbienne sont aussi
bien conmnues et un bon nombre d’antibiotique sont produits lors de leur croissance {(Craxford
et al., 1993). L’ equipement enzymatique des Actinomyceétes est trés diversifiés, il est a1’ origine
du réle écologique majeur de ces organismes. Leur variété et leur importance quantitative,
dépendent de nombreux facteurs comme le pH, la matiere organique, les saisons, traitement
agricole, etc. Les Actinomycetes sont aussi important en milieu hydrique, dans les eaux douces,
les riviéres et les fleuves, les membres des genres : Micromonospora, Actinoplana prédominent.
Ceux des eaux usées traiteées par acération favorisent la multiplication de certains Actinomycetes
comme les Nocardia. En milieu marin de nombreuses espéces ont été isolées mais il est difficile
de connaitre I’importance de leur role dans la décomposition de la matiere orgamque.

Les Actinomycetes au cours de leur évolution dans les eaux de surface a usage alimentaire,

peuvent produire des substances a forte odeur de terre ou de moisi ces odeurs indésirables qui
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caractérisent certaines eaux d’alimentation sont dues a des métabolites produits par les
Actinomycetes notamment la géosmine (le methyle isobarrnéol) (Cross, 1981). La majorité
d’Actinomycétes sont saprophytes, mais il existe des formes parasites et symbiotiques des
plantes ou des ammaux. Les Nocardia sont aussi des agents redoutables des nocardiose humaine

ou amimale {Goodfellow et Williams, 1983).

6. Biologie

Les Actinomycetes possédent une structure de procaryotes mais un cycle biologique
semblable a certains champignons (Floyd ef al., 1997 ; Sanglier et Trujillo, 1997). La
germination des spores passe par quatre étapes : L. activation, 1’initiation, 1’émergence du tube
germinale et enfin la croissance (Figure 1). Le degré hygrométrique joue le role prépondérant
dans la germination des spores. Dans certains cas, un choc thermique induit 1’ activation, par
exemple un traitement de 5 mimutes a 50 °C pour les spores de certaines especes de
Streptomyces. Le tube de germination croit et donne des hyphes qui se ramifient intensément.
Le mycélium se développe sur et dans le substrat il est dénommé, un mycélium primaire, ou
mycelium vegeétatif ou méme quelque fois du mycélium du substrat. La croissance des hyphes
est apicale et ’ensemble de la colonie se développe radialement. Le mycélium éventuellement
pigmenté, forme de parois transversale isolant les zones les plus dgees. Sur le mycelium
primaire se développe un mycélium secondaire aérien, les hyphes sont peu ramifiés et pourvus
d'une enveloppe hydrophobe. L.e mycélium secondaire est plus épais que celui du primaire, il

est généralement pigmenté (Locci, 1976).

Les spores se forment surle mycélium aérien. Dans le cas de la majorité des Actinomycetes,
notamment les streptomycetes, il s agit d’exospores. Des parois transversales se forment pour
délimiter les spores, ces parois s’épaississent autour de chaque spore individualisée. Des
omementations externes peuvent se former, pour donner 1'aspect externe important dans la
taxonomie. Ces spores permettent la propagation de 1’espéce et la survie dans des conditions
défavorable ala croissance vegétative, certaines spores de Streplomyces peuvent survivre plus
de 20 ans, elles sont plus ou moins résistantes a la chaleur. La formation et la maturation d’une
colonie requiere de 3 a 7 jours au laboratoire pour la plupart des espéces du genre Streptomyces.
Dans la nature ce cycle est de durée variable parfois tres bréve. Les especes des autres groupes
d’Actinomycetes présentent des différences plus ou moins marquées par rapport au cycle
biologique des streptomycétes. Elles vont de 1a fragmentation du mycélium (Nocardioformes)

a la formation de sporange (Actinoplana et Streptosporangium) a des mobiles (Actinoplana et
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Actinosynemma) ou aun développement d’endospores semblables a celles des bacillacea
(Thermoactinomyces). Ces caracteres morphologiques constituent une des bases de la
classification des Actinomycetes (Pine, 1970 ; Locci et Sharples 1984 ; McBride et Ensign,
1986).

spore libre germmation sporale myceélium du substre

8 —> o —> W —> Emmmr

10 heures 18 heures 30 heures

iy T

chame sporale ..l b

septation

mycellum agrien

3 o ";‘
4 a 10 jous 3 jouwrs 2 jours

Figure 1. Cycle de développement de Streptomyces griseus (Horinouchi, 2002).

7. Thermorésistance des spores

En générale, la plus part des spores d’Actiromycétes comme par exemple les Streptomyces
ne résistent pas a des tempeératures supérieures a 50°C en chaleur hummde et a 70°C en
température séche (L.arpent et Sanglier, 1989). Il existe cependant plusieurs autres espéces qui
resistent a des températures plus élevées (El-nakeeb et le chevalier, 1963). C’est le cas de
I’espéce Actinomyces mvulnerabilis, que les spores ne se détruisent qu’a une température de
130°C, le traitement a 120°C inhibe seulement leur germination. Les spores des genres
thermophiles tel que Thermoactinomyces, Saccharomonospora, ou thermotolérants tel que
Pseudonocardia, Microbispora, etc., sont également résistantes a des températures elevées

{(Kitouni ef ai., 2005).
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8. Structure pariétale
Les parois cellulaites des Actinomycetes sont extraordinairement variées, cependant parm
les groupes, les parois ont souvent une composition constante conférant un réle majeur dans la
taxonomie de ces bactéries. L’ étude de la paroi cellulaire des Actinomyceétes, montre qu’elle ne
renferme ni chitine ni cellulose elle est composée soit de :
e Glycoprotéine contenant de la lysine (ce type de paroi est rencontré chez la forme
fermentative).
e Glycoprotéine contenant le plus souvent I’acide diaminopimélique (DAP), ce type de
paroi se renconire chez les formes oxydatives.
Les chaines des glycanes sont reliées enire elles par des sub-unités peptidiques dont la
composition en acides aminés ainsi que les liaisons entre ces derniers sont variables, ce qui
explique ’existence de différents peptidoglycanes chez les Actinomyceétes (Lechevalier et
Lechevalier 1985). Les principaux composants pariétaux qui permettent de déterminer les

différents types de paroi chez les Actinomycetes sont regroupés dans le (tableau 2).

Tableau 2. Types pariétaux en fonction des constituants majeurs des parois cellulaires

(Lechevalier et lechevalier, 1970).

Type pariétal Constituants majeurs Exemple de genre
I LL-DAP Streplomyoes
Méso ou hydroxy-DAP Micromonosparae
I Glycine, Xylose+ Arabinose
111 Méso-DAP, Madurose ou aucun sucre Actinomadira
v Méso-DAP, Arabinose+Galactose Nocardia
v Lysine, Omithine Actinomyces israelii
VI Lysine Oerskovia
VII DABRB, Glycine Agromyces
VIII Ornithine Cellulomonas

D.AP. : Acide 2,6-diaminopimélique. D.A.B. : Acide 2, 4-diaminobutyrique.

L.a composition de 1a paroi en sucres a permis également de classer les Actinomycétes en quatre

classes distinctes (tableau 3).
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Tableau 3. Composition de la paroi en sucres caracteristiques de quelques genres

d’ Actinomycetes (Prker, 2000).

Type de paroi selon

- Sucres caractéristiques Genres représentatifs
La composition en sucre

Nocardia, Rhodococciss,

A Arabinose, Galactose
Saccharomonospora

Actinomadire,
B Madurose Dermatophitus,
Streptosporangium

Thermomonospora,
Actinosynnema,
Thermoactinomyces,
Streplomyces. ..

C Aucun

Micromonospora,

b Arabinose, Xylose Actinoplanes

9. Génétique et structure de ’ADN

La taille de I’ADN des Actinomycetes est de 3.7 Méga Daltons c’est a dire deux fois celui
de E.coli, ladurée de réplication de 1’ ADN est de 50 4 65 minutes. Les bactéries actinomycétales
possédent un remarquable degré de variabilité génétique due a des réarrangements du génome
a cause de plusieurs types de mutations essentiellement chromosomiques, les plasmides
peuvent aussi étre sujets a des réarrangements. A la suite de croisements des Actinomycetes,
des parties du chromosome de la souche donmeuse peuvent devenir plasmides dans la souche
receveuse. Ces dermers jouent un role de régulation dans la synthése des antibiotiques. Il est
rare de trouver des genes codant pour la biosynthése d’antibiotiques localisés sur le plasmide.
[ls sont normalement chromosomiques, regroupés en plusieurs unités de transcription, ils ont

pour voisinage des genes de regulation specifiques (Larpent et Sanglier, 1989).

Les genres d’ Actinomycetes peuvent étre définies par 1’étude du coefficient de Chargaff
ou GC % (tableau 4), qui représente le nombre de paires de base Guanine Cytosine pour 100
paires de base dans I’ADN, les espéces ne sont pas identifiées par cette techmique.
Historiquement, la classification des bactéries était basée sur la similarité des caracteres
phénotipiques. Bien que cette méthode ait donné toute satisfaction, elle est coliteuse, lente et
pas assez précise pour permettre la distinction entre les organismes les plus proches. L’étude

des acides nucléiques a apporte des renseignements plus précis (Williams ef al., 1989). Des

11
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auteurs insistent cependant, sur la nécessité de jumeler les études phénotipiques et moléculaires

pour une identification encore plus précise (Goodfellow ef al., 2004).

Tableau 4. Différentes valeurs de GC % rencontrées dans le groupe d’Actinomycetes

(Williams ef al., 1989).

Genre G + C % (Moles)
Actinomadura 64 2 69
Nocardia 64a72
Streptomyces 69278
Micromonospora 71a73
Actinoplanes 72a73
Actinopolyspora 64
Agromyces 71a77
Frankia 66471
Glycomyces 71a73
Nocardiopsis 64 469
Rodococcus 63a72
Streptosporangivm 692a7l1
Streptoverticillium 69273
Thermoactinomyces 53a55
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Tableau 5. Quelques exemples d’antibiotiques produits par les Actinomycetes.
Actinomycétes producteurs = Antibiotiques Références

1/Les agents antibactériens

Micromonospora sp. Clostomycine Takahashi ef al., 2003
Streptomyces griseus Candicidine Jinenez ef al, 2009
Streptomyces lydicus Streptolydigine Liuvef al, 2007

Streplomyce lindensis Rétamycine Inoue ef al., 2007
Marinispora sp. Marinomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
Verrucosispora sp. Abyssomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
2/ Les agents antifongiques

Streptomyces Blasticidine Fukunagak ef al., 2008
griseochromogenes

Streplomyces humidus Phenylacétate Hwang ef al., 2001
Nocardia transvalensis Transvalencine Mukai ef al., 2006
Streptomyces nodosus Amphotéricine B Carle ef al, 2003

3/Les bicherbicides et bioinsecticides produits par les Acfinomycétes

Saccharopolyspora spinosa Insecticide neurotoxique: Williamson ef al., 2006
Spinosad.
Herbicides :

Actinomadura sp. 2,4-Dihydro-4-(p-D- Schmitzer ef al.,, 2000
ribofuranosyl)-1, 2, 4 (3H)-
triazol-3-one

Streptomyces hygroscopicus. | Herbimycine Omura et al., 2006

1. Substances bioactives produites par les Actinomycétes
Les Actinomycétes représentent une grande proportion de la biomasse microbienne du sol.
[ls ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives entre autres des
antibiotiques et d’enzymes extracellulaires.
1.1. Les antibiotiques
Depuis 1940, 1a fabrication des antibiotiques a pris une part dominante dans 1’industrie
pharmaceutique, représentant prés de 25% de son chiffre d’affaire. Les (tableaux 6 et 7)
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illustrent quelques exemples d’antibiotiques et d’autres molécules bioactives non antibiotiques

produites par les Actinomycetes.

En ce qui concerne 1" activité antifongique des Actinomycetes, elle ne se limite pas seulement
aux champignons filamenteux mais s’étend aux levures et aux dermatophytes. A titre
d’exemple, la souche Streptomyces mugabilis présente une activité anticandidale envers

Candida albicans (Sanasam et Ningthoujam, 2010), et la souche Streptomyces rochel présente

une activité anti dermatophytique wvis-a-vis le

(Lakshmipathy et Krishnan, 2009).

Substances bioactives produites par les Actinomycétes
I

dermatophyte Trichophytum rubrum

Tableau 6. Quelques exemples de molécules bioactives non antibactériennes et non

antifongiques produites par les Actinomycetes.

Mol écules bioactives Actinomycéte producteur

1/ Les agents anti parasitaites

Trioxacarcine Streptomyces sp.
Prodiginine Streptomyces coelicolor
2/ Les agents anti viraux

9-p- Streptomyces antibioticus
Darabinofuranosyladémnine

Panosialine Streptomyces sp

3/ L’ agent hypocholestérolémique
Rapamycine Streptomyces hygroscopicits
4/ Les agents anti tumoraux
Asterobactine Nocardia asteroides

Salinosporamide A Salinispora tropica

Mechercharmycine Thermoactinomyces sp
Marinomycine Marinospora sp
Borrelidine Streptomyces sp
[B-00208 Actinomadiira sp

5/ Les agents immunostimulateurs

Rubratin Nocardia rubra
Bestatine Streptomyces olivoreticuli
FR-500454 Kitasatosporia kifunense

6/ Les agents immunosuppreésseurs

Références

Maskey ef al., 2004
Williamson er al, 2006

Madigan ef ai., 1997

Aoyagi ef al., 2006

Chen ef al, 1999

Nemoto ef al, 2002
Fenical er ai, 2006
Kanoh ef al., 2005

Kwon ef al., 2006

Vino et Lokesh, 2008
Malet-Cascon ef al., 2009

De boer ef al, 2000
Ikinose et al., 2003
Iwami ef al., 2006
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Pentalenolactone Streptomyces filipinensis Uyeda ef al, 2001
Bragilicardine A Nocardia brasiliensis Komatsu ef al., 2005

7/ Les enzymes a application thérapeutique (anti-tumorale)

L- asparaginase Streptomyces spp Saleem Basha ef al., 2009
_ Streptomyces
L- glutaminase Balagurunatha ef al, 2010
ofivochromogenes

Les (figures 2, 3) représentent respectivement la répartition de production d’antibiotiques
entre les bactéries et les champignons, et celles des molécules bioactives antibiotiques et non
antibiotiques entre les Strepromyces et autres genres d’ Actinomycetes dont la dominance de

production est affectée aux bactéries appartenant au genre Strepfomyces.

M Streptomyces.

W Champignons.

Bactéries non filamenteuses.
B D'autre Actinomyceetes.

Figure 2. Secteur angulaire montrant la répartition de production des antibiotiques entre les
Actinomyceétes, les champignons, et d’autres bactéries non filamenteuses (Berdy, 2005).

1.2. Les extremozymes
Apres les antibiotiques, les enzymes sont les plus importants produits des Actiromycétes.
Ces enzymes peuvent avoir des applications médicales, en Biologie moléculaire, en industrie
alimentaire ou celle des détergents, ...etc.
Les enzymes isolées a partir des Actinomyceétes des environnements extrémes, dites

Actinomycetes extrémophiles, sont commercialement tres importantes.
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Tableau 7. Quelques exemples d’extrémozymes produites par les Actinomycetes.

Actinomycétes

Extremozymes

extremophiles

1/ Aetinomycétes Alkalithermophiles

Streptomyces sp. Cellulase
Streptomyces sp. K ératinase
Streptomyces sp. Endocellulase
Streptomyces

Dextranase
anlatiis
Thermomonospora

Endocellulase
Sp.

2/ Actinemyceéte thermophile

Glucose
Streptomyces sp. )

1SOMmErase
Streptomyces sp. Xylanase

3/ Actinomycéte alkaliphile

Streplomyces ) _
Aminopéptidase
fradiae
4/ Actinomycéte halo-alkaliphile
Streptomyces
Protease
clavuligeris

S/ Aetinemycéte psychrotrophe

Streptomyces sp. Alpha-amylase

Topt

60 °C 8§

50 °C

50 °C

50 °C

50°C 5
tve wvie : 3
heures a 70 °C

70 °C

60 °C

[NaCl]

5%

Topt

15 °C

pHopt

8

8,5

[7 - 10]

6,9

6,5

10

pH opt

Stabilité
thermique de

I’enzyme

T=[5 —20] °C

Références

Aboul-Enein
et al., 2010
Korkmaz ef
al., 2003

Van Soulinger
ef al,

Decker ef al,
2001

George ef al,
2001

Dhungel ef al.,
2007

Rawashdeh ef
al, 2005

Vitale, 1999

Thumar et

Singh, 2007

Cotarlet et al.,
2010
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Quelques exemples d’extrémozymes produites par les Actinomycetes extrémophiles sont

resumés dans le (tableau 7).

H Streptomyces et genres apparenteés.
B Maduromycétes.

Mocardioformes.
M Autres genres.

W Actinoplanaceae

Figure 3. Secteur angulaire montrant la répartition de production de molécules bioactives
antibiotiques et non antibiotiques entre les Streptomyces et autre genres apparentés, et autres

genres actinomycetales (sanglier et Trujilo, 1997)

1.3. Bio insecticides et bio pesticides
Les Actinomycetes sont employes en agriculture comme des agents biologiques, qui peuvent

étre utilisés pour tuer les insectes nuisibles et les mauvaises herbes (tableau 5)

2. Mécanismes de régulation dela production d’antibiotiques chez les A ctinomycetes
La production microbienne de meétabolites secondaires est généralement influencée et
comnecteée au métabolisme primaire de la souche productrice. Les métabolites intermediaires a
I’issue du métabolisme primaire servent de précurseurs pour la synthése de ces métabolites
secondaires bioactifs. Le niveau de production des métabolites secondaires, notamment chez
les Actinomycetes, dépend a la fois de la quantité de précurseurs disponibles et du nmiveau
d’activité des enzymes de la voie de biosynthése. Ces deux leviers de régulation du métabolisme
secondaire sont influencés par de nombreux paramétres, entre autres mutritionnelles et
physicochimiques et sont contrflés par des mécamismes de régulation particuliers (Strub,
2008).
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2.1. Influence des sources nutritionnelles sur la production des antibiotiques par les
Actinomycétes

La nature et la concentration de certains composés dans le milieu de culture ont un effet
éminent sur la production des metabolites secondaires biologiquement actifs (Strub, 2008)
entre autres chez les Actinomyceétes.

Parmi les sources mutritionnelles, les sources de carbone, d’azote et de phosphate affectant
fortement cette production. L épuisement de ces sources nutritionnelles pourrait déclencher
I'initiation de la synthese d’antibiotiques en permettant de lever la régulation négative exercee
par ces mutriments (IvIartin et Demain, 1980).

2.1.1. Influence des sources carbonées sur la production des antibiotiques
Pour la plupart des microorganismes producteurs d’antibiotiques, une source de carbone
rapidement assimilable exerce une action négative sur la biosynthése (répression catabolique
ou « effet glucose») (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990).
La production spécifique de meétabolites secondaires s’avere souvent meilleure sur une
source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les polysaccharides
(amidon, dextrines) (Lebrihi ef al., 1988 ; Lounés ef al., 1995) et les oligosaccharides que sur

une source de carbone rapidement assimilable telle que le glucose ou le glycérol (tableau 8).

2.1.2. Influence des sources azotées sur la production des antibiotiques
La forme sous laquelle 1’azote est apporté aux cultures influe sur les rendements. Les ions
ammonium exercent un effet négatif sur la production d’antibiotiques chez les Actinomyceétes,
cela se traduit par un effet de la concentration d’un substrat naturel approprié ou sous forme

d’acides aminés lentement métabolisés (tableau 9).

2.1.3. Influence des sources de phosphate sur la production des antibiotiques
Si la croissance des micro-organismes réclame des concentrations en phosphate variant 0,3
et 300 M, la synthese de trés nombreux meétabolites secondaires est inhibée par des
concentrations trop élevée (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990).
Le phosphate inorganique inhibe la synthése des antibiotiques, chez les Actinomyceétes. Non
seulement le phosphate affecte le niveau de production des antibiotiques et les vitesses de
formation mais il peut aussi retarder le délai d’initiation de la synthése des métabolites

secondaires (Gersh ef al., 1979 ; Dekleva ef ai .; 1985).




Chapitre IT Substances bioactives produttes par les Actinomycétes
e

2.1.4. Effet du pH, de la température et du temps d’incubation

Les conditions de culture comme le pH, la température et le temps d’incubation affectant
énormément la production des métabolites secondaires (Smaoui, 2010). Depuis longtemps, il
a ete démonire I’influence du pH sur la production de plusieurs meétabolites organiques du
meétabolisme secondaire. Chez Streptomyces aureofaciens, le changement de pH pendant le
procédeé de fermentation peut induire des modifications de 1’équilibre entre la production du
chlorotétracycline et de la tétracycline dans le milieu de culture ; un pH acide favorise la
production de chlorotétracycline et un pH basique favorise la sécretion de tétracycline (Asanza-

Ternuel ef al., 1997).

Concemnant la température, la souche Streptomyces B T-408 possede une gamme assez large
de température de croissance, entre 20 et 40 °C avec un optimum a 30 °C. La gamme
correspondante pour la production de 1’ antibiotique polykétide est variable d’une espece a une
autre. En effet, pour la souche de Streptomyces TN 58, la production de biomolécules
commence aprés 60 heures d’incubation pour atteindre un maximum apres 72 heures. Elle reste
stable jusqu’a 80 heures puis elle décroit progressivement pour disparaitre 4 partir de 120 heures

(Mellouli et al, 2004).
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Tableau 8. Effet inhubiteur de certaines sources de carbone rapidement assimilable sur

Famille

chimique

Béta- lactamine

Aminoglycosides

Macrolides

Anthracycline

la biosynthése d’antibiotiques.

Antibiotiques

Céphamycine C

Gentamycine

Spiramycine

Rétamycine

Producteurs

Streptomyces
lactamadurans
Streptomyces
clavuligerus
Micromonospora
purpured
Streptomyces
ambofaciens
Streptomyces

lindensis

Source de
carbone avant
un effet négatif

sur la
production des

antibiotiques

Glucose

Glycérol

Glucose,

Xylose

Glycérol

Glucose

Références

Cortes ef al,
1986

Lebrihi ef ai,
1988
Escalante et
al., 1992
Lounés ef ai,
1995

Inoue ef ai,

2007

Tableau 9. Production d’antibiotiques chez les Actinomycetes favorisée par les acides

Famille

chimique

Aminoglycoside

Béta-lactamines

Phénicolés

Macrolides

Antibiotiques

Streptomycine

Céphamycine

Chloramphénicol

Spiramycine

amines.
Producteurs

Streptomyces
griseus
Streptomyces
clavudigerus
Streptomyces
venezuelae
Streptomyces

ambofaciens

Acides aminés

Proline

Asparagine  /

Glutamine

Proline

Valine

Références

Dulaney, 1948

Brana ef «al,
1985

Shapiro et
Vining, 1983
Untrau ef ai,
1994
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1. Les agents phytopathogénes

Les pertes en agriculture due aux phytopathogénes sont énormes, estimées de 25% en
Europe, 29% aux USA, 42% en Afrique, et 43% en Asie (Agrios, 1997). Les champignons en
sont la principale cause, 83% des maladies des plantes sont dues aux champignons, 17% étant
provoqueées par des bacteries et des virus. La FAO estime quau moins 25% de la recolte
mondiales des denrées agricoles est contaminée par les mycotoxines (IVlanfred et Nicole,
2000).

Au cours de ces derniéres annees, les Champignons phytopathogénes ont été contrdlés
principalement par 1’utilisation des fongicides synthétiques d’origine chimique qui permettent
de protéger les cultures et les récoltes contre ces organismes muisibles. Pourtant, leur emploi
inconsidére pourrait faire courir des risques aux consommateurs et déstabiliser dangereusement

les écosystémes (Elarbi ef al., 2012).

2. La lutte biologique

La lutte biologique connait ces dernieres années un regain de popularité dil en partie a un
certain échec de la Iutte chimique. La lutte biologique a pour principe d'utiliser des agents
biologiques capables d’entrer en compétition (antagonisme) avec les agents pathogeénes et les
ravageurs sans avoir d’activité néfaste pour la plante (Souad, 2009). Plusieurs microorganismes
du sol ont été utilisés pour lutter contre les maladies des plantes (Mao ef ai., 1998 , Emmert et
handelsma, 1999 ; whipps, 2001; Singh ef al., 2003 ; Reys ef al., 2004 ; Haas et Defago,
2005 ; Valdebenito ef al., 2006 ; Rahman et Shoda, 2007). Ces microorganismes utilisent
différents mécanismes pour lutter contre les agents phytopathogénes du sol, a savoir :
L’ antibiose, la compétition, le parasitisme et/oul’induction des mécanismes de la résistance de
la plante (Paulitz et Bélanger, 2001 ; Spadaro et Gullino, 2004 ; Bouizgarne ef al., 2006 ;
Prevost ef ai., 2006 ; Lehr ef ai., 2008).

2.1. L’antibiose et la production d’antibiotique antiphytopathogéne
L’antibiose par définition est I'inhibition de 1'agent phytopathogeéne par la production des
métabolites secondaires par un autre micro-organisme (Cook et Baker, 1983). La sécrétion de
ces substances est un phénoméne fréquent. En général ces métabolites sont des métabolites
secondaires a faible poids moléculaire ayant une fonction antifongique et/ou antibactérienne.
Ceux-ci offrent aux agents antagonistes un pouvoir d’inhibition des agents phytopathogénes et
de colonisation de 1’espace rhizosphérique des plantes (Petersen et Simmonds, 2003).
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Certains metabolites sont capables d’interférer avec la germination, la croissance mycelienne
et/ou la sporulation des agents phytopathogeénes. D’ autres entrainent le relargage de composés
cellulaires suite a la perturbation de la perméabilité cellulaire. L"antibiose est le mode d’action
le plus étudié chez les agents de lutte biologique (Jijakly, 2003). Elle consiste en la production
par 1’agent antagoniste d'antibiotiques efficaces contre 1’agent pathogene (Corbaz R, 1990). La
production de ces métabolites présente un réle important dans la lutte contre les maladies
phytopathogénes (Spadaro, 2004 ; Cook et Baker, 1983 ; Larkin et Fravel, 1998 ;
Thomashow, 1996 ; Schottel ef al., 2001 ; Raaijmakers ef ai., 2002; El tarabily et
Sivasithamparam, 2006). Cette production est influencée par des facteurs abiotiques qui
correspondent ala composition du sol en matiére organique, 1"’humidité du sol et le pH (Ownley
et al., 1992). Les facteurs biotiques qui sont surtout liés a I'inferaction de 1’agent antagoniste
avec la plante et la microflore du sol, peuvent aussi influencer la production d’antibiotique

(Duffy et Défago, 1999).

3. L’action antagoniste et antiphytopathogne des Actinomyceétes adoptée par lalutte
biologique

Les Actinomycetes présentent un important potentiel d’agents contre des maladies
phytopathogenes. En effet, ces derniéres décennies, plusieurs études se sont inféressées aux
rOles que pourrait jouer les Actinomycétes dans la suppression des phytopathogénes. Le premier
produit de lutte biologique commercialisé a base d’Actinomycetes a été fabrique a partir de
Streptomyces griseoviridis pour controler les agents phytopathogénes comme le Botryiis et le
Fusarium (Errakhi, 2008 ; Copping et Menn, 2000).

Les Actinomyceétes sont des bactéries saprophytes capables de dégrader la matiére organique
dans le sol et d’utiliser des molécules plus complexes pour leur croissance (Lechevalier et
Lechevalier, 1970). Ceci leur permet de s’adapter et de coloniser différents milieux
rhizosphériques. Cette caractéristique est essentielle dans la lutte biologique. Ainsi, les
Actinomycetes peuvent agir par différents meécanismes d’action comme 1’antibiose, la
compétition nutritionnelle ou spatiale ou encore le parasitisme (Errakhi, 2008). 1. action
antagoniste de ce groupe bactérien dans la lutte biologique a été démontrée contre Fusarium
oxysporum (Sabaou ef al., 1998) Alternaria sp. (Khamna et al., 2009), Phytophthora sp. (Xiao
et al., 2002), Pythium wultimum (Mahadevan et Crawford, 1997), Colletotrichum
lindemuthianum (Tu, 1988), Verticillivm dahliae (Berg et al., 2000) Rhizoctonia solani (Trejo

et al., 1998). Pseudomonas fluorescens, bactérie a Gram-négatif, est aussi un agent de
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biocontrole efficace contre différents phytopathogénes (Raaijmakers et al., 2002 ;
Thomashow ef al., 1997).

La plupart des études ont utilisé des streptomycétes comme agents potentiels de lutte
biologique contre les champignons pathogenes (Xiao ef al., 2002 ; Berg ef al., 2000 ; Tahvonen
et Avikainen, 1987 ; Yuan et Crawford, 1995). Cependant et par rapport aux Streptomyces
les informations sur le potentiel d'autres genres d’Actinomycetales est encore relativemnent

faible (tableau 10).

e Parasitisme

Le parasitisme des myceliums de champignons par les Actinomycetes a eété démontré par
plusieurs travaux (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006 ; Trejo ef ai., 1998 ; Yuan et
Crawford, 1995). Plusieurs enzymes chitinolytiques ont été identifiees chez certaines especes
d’Actinomycetes dont Streptomyces antibioticus, Streptomyces lividans (IVlivashita ef al.,
1991), Streptomyces lydicus (IVlahadevan et Crawford, 1997) Streptonyces plicatus (Abd-
Allah, 2001) et Streptomyces halsteii AJ-7 (Joo, 2005).
La compétence rhizosphérique semble &ire une condition requise pour le succes la lutte
biologique. Ainsi, 1"incapacité de coloniser les racines peut expliquer I'échec d’un biocontrole

fiable observé dans de nombreuses études (Weller, 1988).

e Antibiose

La capacite des Actinomycetes a s’adapter a différentes conditions rhizosphériques, leur
capacité a produire des enzymes lytiques et antibiotiques qui leur permettent d’inhiber les
agents phytopathogénes (Emmert et Handelsman, 1999 ; Errakhi, 2008 ; Barakate ef al.,
2002 ; El-Tarabily, 2006), leur permet d’étre parmi les meilleurs agents antagonistes. (Sabaou
ef al., 1983) ont rapporté qu'une souche de Nocardiopsis dassonviller a montré des activites
antibiotique, mycolytique et parasitaires contre le mycelium de Fusarfum oxysporum f. sp.
albedinis(El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006).

(Tréjo-Estrada ef al, 1998) ont montré qu’il y° a une corrélation entre la production
d’antibiotiques dans le sol et 1’efficacité des Actinomycetes dans la lutte contre les
phytopathogenes. Par exemple Streptomyces violaceusniger YCED9 produits trois
antifongiques : 1"anigrecine, la geltanamycine et lagnanidylfingine impliqués dans la lutte
conire les champignons phytopathogenes (Tréjo-Estrada ef al, 1998). S. griseus produit
plusieurs antibiotiques antifongiques, comme 1*actidione (Whiffen et al., 1946), le candicidine
{Campelo et Gil, 2002) et les bafilomycines (Werner et Hagenmaier, 1984). La production
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des antifongique endophenazines A-D de S. anlanis a été reportée par (Gebhardt ef f.2002).

De méme, plusieurs antibiotiques produits par les 4ctinomycetes sont actuellement utilisés dans

la lutte biologique (tableau 11).

Les Actinomycetes comme d’autre microorganisme peuvent également favoriser la

croissance de plantes par la production de phytohormones (Harir, 2010), et agir aussi par

compétition nutritionnelle et spatiale contre les microorganismes phytopathogénes (Getha ef

ai., 2005).

Tableau 10. Le biocontrole des maladies fongiques par les Actinomycetes non-Streptomyces
(El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006).

Antagoniste Pathogéne Plante Maladie Référence
Actinoplanes sp. Pythium wultimum betterave fonte  des | Khan et af, 1997
SIS

Actinoplanes Phytophthora soja pourrndie Sutherland and

MESSOUFTERSTS megasperma . sp. Lockwood, 1984
ghycinea

Actinoplanes Pythium concombre | fonte  des | El-Tarabily, 2006a

philippinensis aphanide rmatim SeTs

Micromonospora sp. | Gaeumannomyces | blé piétin Coombs et al., 2004
gFaminis var. trifici

Nocardia globerula | Helminthosporium | pomme de | tache Elson et af., 1997
solani terre argentée

Nocardioides sp. Gaeumannomyces | blé piétin Coombs et al.,2004
graiinis Var. trifici

Nocardioides sp. Phytophthora framboise | pourridié Valois et al., 1996
fragariae var. rubi

Streptosporangium | Phytophthora carottes cavité El-Tarabily et «l,

albidum coloratum pythienne 1997

Streptoverticillium Phytophthora carottes cavité El-Tarabily et «l,

netropsis coloratum pythienne 1997
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Tableau 11.

Activité amtifongique et antipftytopathiogéne
- - - -

Les antibiotiques produits par les Actinomycétes utilisés en biocontrole

{Errakhi, 2008 ; Copping et Menn, 2000).

Antibiotiques Actinomyceétes Maladie/agent Mécanisme d’action
antagoniste
Inhibition de la biosynthése des
Blasticidines S | Streptomyces Pyricularia protéines liées au ribosome 50S
griseochromogenes | oryzae et par la suite 1’inhibition de
cavara I’élongation des chaines
protéiques.
Inhibition de la biosynthése des
Kasugamycine | Streptomyces Falvia fidva protéines en interférant 1°as-
Kasugaensis Cercospora spp. | sociation d’amino-acyl-tRN avec
Venturia spp. mRNA et la sous unite
ribosomale mRNA-70S.
Streptoverticillium | Les mildious Inhibition de la biosynthése des
Mildiomycine rimofaciens Erysiphe sp. protéines chez les champignons
B-98891 Uncinula necator | par I'inhibition de la peptidyle-
Podosphaera sp. | transphérase
Streptomyces
Natamycine natalensis Fusarium
Streptomyces OXYSPOFUI
Chattanoogensis
Erwinia Inhibition de la bio-synthese des
Oxytetracycline amylovora protéines en se fixant sur les sous
Pseudomonas unités 308 et 505 bactériennes et
Spp. inhibe I’agglutination
Xanthomonas spp. | d’aminoacyl tRNA.
Streptomyces Alternaria spp. Inhibition de la biosynihése de la
Polyoxine Cacaor var Botrytis cinerea | paroi cellulaire (chitine).
ASOEnSIs Rhizoctonia

solani
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Xanthomonas Inhibition de la biosynthése des
Streptomycine Streptomyces Oryzae proteines en se fixant sur la sous
griseus X citri unité 308 et il cause une erreur de
Pseudomonas lecture du géne codant pour la
tabaci steven synthése des protéines
P lachrymans
Inhibition de la trihalase causant
Validamycine Streptomyces Rhizoctonia un mauvais branchement du
hygroscopicus solani mycélium et amét de la

croissance myceélienne
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1. Isolement des Actinomycetes
1.1. Préléevement et traitement des echantillons

Les souches d'Actinomycétes faisant 'objectif de cette étude ont été 1solées du sol de quatre
sites différents (Sebkha Guerrah Guellif wilaya d°Oum elbouaghi, sol semi-aride
rhizosphénique de la commune de L’hamma wilaya de Khenchela, sol rhizospherique d’un
citronnier wilaya de Khenchela, sol rhizospherique wilaya de Batna), durant les mois de Mars
et Avril.

Les quatre échantillons du sol ont été prélevés selon la technique déerite par (Pochon et
Tardieux, 1962); qui consiste a prélever a I’ aide d’une grande spatule stérile, aprés avoir écarté
les cing 3 dix premiers centimétres de 1a couche superhicielle du sol, 100g de terre et les déposer
sur une feuille d*aluminium stérile ; puis, aprés avoir retiré les pierres et racines, 50g de
I’échantillon trié sont placés dans un flacon sténle et transportés au laboratoire dans la méme

journée, ensuite conservés a4 °C au réfrigérateur jusqu’a utilisation.

1.2. Préparation du milieu d’isolement
Le mlieu sélectif utilisé est le milieu Olson (Olson, 1968) (Annexe 1), additionné de
nystatine {antifongique) 4 une concentration de 50 ug/ml (Cavala et Eberlin, 1994).
Les solutions d’antibiotiques sont préparées puis stérilisés par filtration sur membrane type
millipore (de 0,22 nm de porosité) et sont ajoutées stérilement au milieu de base en surfusion &

une température de 45 °C.

1.3. Dilution et mise en culture
Une séric de dilutions de 10" 4 107 dans de I’cau physiologique (NaCl 9g11) stérile a été
préparée a partir de chaque échantillon. Aprés agitation au vortex pendant 5 min (Hilali et al.,
2002), 0,1 ml de chaque dilution est ensemencé i la surface des boites de Pétr1 contenant le
milieu d’isolement, I'inoculum déposé est ensuite étalé sur le milieu i Paide d’un riteau en
verre. Les boites minsi préparées ont été€ incubées i une température de 30 °C pendant 2 4 3
semaines se rapprochant par leur aspect macroscopique aux Actinomycétes (Hilali, 2006). Des

observations journaliéres sont effectuées afin de suivre la croissance des colomes.

14. Prélevements des colonies d’Actironycetes
L'aspect des colonies sur milieu solide (forme et pigmentation) est un critére important
didentification. L'allure des contours (réguliers, irréguliers...), la surface (colonie lisse et

brillante, rugueuse...) etla consistance (colonie erémeuse, séche...) sont des éléments i relever.
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L'odeur apporte également une information précieuse pour quelques souches (Guirand et

Galzy, 1980).

14.1. Préidentification des Actinomycetes

Dans un premier temps, les colonies d’Actinomycétes sont repérées d’aprés leur aspect
macroscopique caractéristique (colonies dures incrustées dans la gélose, présentant un aspect
farineux corné au bord frangé au centre proéminant) (Girard et Rougieux, 1967).
Puis parleur aspect microscopique (coloni es circulaires constituées d*hyphes), par observation
directe sous microscope optique {(grossissement = 10) (Williams et Cross, 1971).

Pour une observation plus claire, une colonie entiére est placée sur une lame stérile et aprés
élimination du maximum d’Agar, elle est légérement écrasée avee une lamelle et observée sous

microscope optique (grossissement x40) (Suzuki, 2001).

1 gde sol + 10ml equ
physiclogique

Agitation au vortex

(Smin)

Décantatien et dilutions
decimales

Etalement sur milieu Olson
additioné d'antifongique

L "

-

Identification

Figure 7. Etapes relatives al'isolement des Actinomycétes du sol.

2. Repiquage et purification des souches
Les colomes d° Actinamycétes obtenues subissentune purification, enréalisant les repiquages
successifs nécessaires sur milien YMEA (Yeast Malt Extract Agar) (Annexe 1) additionné au

CaCozincubé par la suite dans 30°C pendant 7 jours. Il est recommandé de réaliser le moins de

repiquage possible pour conserver la stabilité génétique de la souche.
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3. Conservation des souches

Les 1solats d’Actinomycétes purifiés, sont conservés jusqu’a utilisation.

3.1. Conservation sur gélose inclinée
Les isolats sont ensemencés par laméthode des stries sur le milieu YMEA + CaCos en gélose
inclinée. Aprés incubation 4 30°C pendant 21 jours, les cultures sont conservées 4 4°C.

Un repiquage est réalisé tous les deux mois.

4. Etude de potentialité antagoniste des isolats d’Actinomycetes
4.1. Recherche de’activité antibactérienne

Lamise en évidence de I’ activité antibactérienne a été réalisée par la méthode des eylindres
d’Agar. Cette activité a été testée vis-a-vis de bactéries tests provenant des établissements
hospitaliers de Khenchela et de Constantine. Il s° agit des bactéries & coloration de Gram positif
(Staphylococeus awreus 25, Staphylococcus aurenws 43, Bacillus sp.) et des bactéries a
coloration de Gram négative (Morganella marganii, Enterobacter sp., Klebsiella preumoniae,
Escherichia coli, Proteus sp., Providencia sp., Pseudamonas sp.) Acénitobacter sp. provenant
du CHU Batna.

Pour chaque souche, un inoculum a été préparé i partir d’une culture de 24 heures sur gélose
nutritive (Annexe 1). La densité cellulaire de cet inoculum a été ajustée par dilution dans de
I’ eau physiologique stérile, et en comparaison avee la solution Me Farland (Annexe 1) de fagon
3 obtenir une concentration finale de 10° UFC / ml. Aprés incorporation dans le milieu Mueller
Hinton (Annexe 1) (Isu et Onyeagha, 2002). L’activité inhibitrice se traduwsant par ’apparition

d’une zone d’inhibition a été appréciée aprés 24 heures d’incubation 4 37 °C.

4.1.1. Technique des cylindres d’ Agar

La recherche des métabolites antibactériens est effectuée par la techmque des cylindres
d’agar qui consiste 4 prélever a 'aide d’emporte-piéce des cylindres de gélose (6mm de
diametre) de cultures &’ Actinomycétes de sept jours ensemenceées en stries serrées a la surface
du milieu YMEA et de les déposer a la surface du milieu Muller- Hinton préalablement
ensemencé par écouvillonnage selon la technique de la NCCLS (National Comittee for Clinical
Laboratory Standard) avec les bactéries tests.

Les boites de Pétri portant les cylindres d’Agar sont placées a 4 °C pendant quatre heures
pour permettre une pré diffusion des substances bioactives élaborées par les souches contréles,

puis incubées 4 37 °C pendant 24 heures (Gungi et #l., 1983).
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Les zones d’inhibition sont mesurées, plus cette zone est grande (@), plus l'activité
antibacténienne est grande (Tortorano et ai., 1979 ; Saadoun et Almoumni, 1997 ; Peterson
et al., 2003 ; Lemriss et «i., 2003).

Lne culture de souche
d'actinomycste sur YAAEA
(30°C, 7))

- !
Milieu Muller-Hinton géloss
ensemencé en surface avec

ung bactérie-test

Des cvlindres de gélose [Emm)
de cultures de 7 jours déposés
sur miligu Auller-Hinton

Incubation & 37°C /24h

Mesure de la zone d'inhikition

Figure 8. Mise en évidence de l'activité antibactérienne des souches actinomycétales.

4.2. Recherche del’activité antifongique

L’activité antifongique des Actinomycétes 1solés est mise en évidence par la technique des
eylindres d’agar contre les champignons filamenteux phytopathogénes obtenus de PATGC,
Alkhroub, Constantine. (Alternaria sp., Aspergillus niger, Cladosporivem herbarum, Fusarium
sp., Cylindrosparium sp., Trichophyton sp.)
Un milieu gélosé, Potato Dextrose Agar (PDA) fraichement préparé, est ensemencé une fois
refroidi avec les spores de champignons dont on veut évaluer la résistance au centre de la boite
de Pétr1 de 145 mm de diamétre par touche. Les disques de 6 mm de diamétre de culture
&’ Actinomy cétes dgée de 7 jours dans YMEA sont déposés a I’ aide d’emporte-piéce.
Aprés une pré diffusion a 4°¢c pendant 4 heures et par la suite une incubation de 48 4 72 heures,

on note s’1l y a eu lieu ou non croissance du champignon (Thib odeau et ., 2002).
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Le diamétre des zones d’inlubition sont mesurés en millimétre du bord de la souche

actinomyeétale ou du cylindre d’agar 4 la limite de la zone ot 1l n’y a pas inhibition du

mi croorgani sme cible (Badji et «l., 2005 ; Boughachiche et «l., 2005).

5. Extraction des antibiotiques et bioautographie
5.1. Exiraction des antibiotiques
5.1.1. Culture sur milieu solide
06 boites de pétri contenant le milieu YMEA (pH 7, 3) sont ensemencées avec la souche
d’ Actinomycétes a effet antagoniste (productrice d’antibiotique). Les cultures sont incubées a

30°C pendant 7 4 14 jours jusqu’a obtention d’une bonne sporulation.

5.1.2. Récupération de filtrat de culture

Les deux souches sélectionnées (CVF et LAC)) sont ¢ensemencées en stries serrées sur
milieu YMEA + CACO3. Apres incubation 4 28°C pendant sept jours. La gélose est fragmentée
puis reparti dans cing flacons contenant chacun 40 ml d’acétate d'éthyle puis ils sont placées
dans un bain marie agitateur pendant 24h. Les extraits sont assemblés, puis filtrés avec papier
“Watman N°1.

5.1.3. Extraction a partir des filirats de culture

Les filtrats de culture sont récupéres puis évaporées sous vide 4 45°C a ’aide d’un

évaporateur rotatif (INGOS) jusqu’a sédimentation du résidu sur la paroi du ballon.
Le résidu obtenu sédimenté est récupéré par une agitation avec 15ml de méthanol qui sera mis

dans un petit flacon ambré en verre et conservé a4°C.

5.2. Test de I’exirait brut
Les extraits obtenus i partir des filtrats de culture sont testés contre les souches sélectionnés
selon leur sensibilité vis avis 4 chacune des souches (CVF et LAC)).
Pour cela, nous avons utilisé la technique des disques stériles en papier de 6mm de diamétre.
Ces disques sont imbibés par différents volumes (100 pl, 50 et 25ul) d’extraits organiques 1 et

2, puis séchés au courant d’air chaud. Les disques sont ensuite déposés stérilement

- Alasurface des géloses PDA, préalablement ensemencée par les champignons tests.
- A la surface Mueller-Hinton ensemencé par écouvillon selon la technique de la NCCLS

pour les souches bactériennes test.
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Les boites sont ensuite mises 2h a4 4°C pour permettre une pré diffusion des substances
bioactives (Tortoreno et «l., 1979), puis incubées a 37°C pour les bactéries, a 30°C pour les
champignons.

Toute zone d’inhibition de croissance autour des disques, méme de fmble diamétre, est

considérée comme résultat positif.

5.2.1. Separation des molécules bioactives
3.2.1.1. Chr omatographie sur couche mince CCM
Afin d'identifier quelles étaient les molécules responsables de l'activité antibactérienne dans
I'extrait méthanolique de de nos souches sélectionnées CVF, LAC), nous avons adaptée une
méthode de bioautographie aprés séparati on sur CCM.

- Six microlitres de chaque extrait méthanolique des souches actinomyeétal es sont déposés
au bas de la plaque CCM (5em X 20 em) sur une bande de 1 em située 21,5 em du bord de
la plaque.

- La plaque a ensuite été développée dans une cuve qui contient le systéme d’éluant
{Toluéne, Acétone, Ether de pétrole) ayant les proportions 4 /4 3respectivement, jusqu'a
¢e que le front de solvant soit 41 em du haut de la plaque de CCM.

- L’atmosphére de 1a cuve est saturée pendant 2 heures avec la vapeur du solvant choisi avant
d’ v introduire la plaque.

- Apres10a135 em de distance parcourue parle solvant a partir du départ, 1a chromatographie
est arrétée.

- le solvant est éliminé soit par simple évaporation a temp érature ambiante soit sous courant
d’ air chaud.

- Le rapport frontal est caleulé selon la formule (RF), aprés la séparation et la révélation qu

s’ effectuera sous lampe UV,

Distance parcourue par les molécules bioactives

RF =
Ihstanee parcourue par le front du solvant

5.2.1.2. Bioautographie des molécules bioactives
A I'inverse des méthodes chimiques particuliére a chaque classe d’antibiotique et qui ne
peuvent étre mises en cuvre qu'une fois connues leurs réactions colorées, la révélation des

antibiotiques par voie microbiologique présente un caractére absolument général, puisqu’il
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consiste & mettre en contact le chromatogramme dans une boite de pétri avee le milieu préalable

pour chaque type de microorganisme (bactéries, champignons).

Les chromatogrammes sont alors récupérés par grattage de la couche puis déposés
délicatement 4 la surface de la gélose. Aprés 2 heures 4 4°C les boites sont incubées. Les zones

d’inhibition ont été notées aprés écoulement de la durés d’incubation.

Froduction en milisu YAMNEA

Agitation avec le solvant
+ filtration sur papier filtre

. .

Filtrat de cwlture

i

Evaporisation du sclvant et
recuperation du précipité
avec le méthanol pure

Tester |'extrait sur disques
de &dmm steriles

Séparation par CCM

Bicautographie des bande
Féveldes

Figure 9. Extraction et caractérisation des antibiotiques des isolats (CVF, LACy).
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Résuliats et discussion

1. Isolement et purification des Actinoniycetes rhizosphériques

L'une des stratégies suivies dans larecherche de nouvelles molécules antibiotiques consiste
a explorer des écosystémes peu ou pas étudiés. L’isolement des bactéries actinomycétales a été
effectué a partir de quatre échantillons rhizosphérique. Ce biotope a été choisi car il se
caractérise par un accroissement considérable des populations microbiennes suite 4 1°abondance
des substrats énergétiques, ainsi les Actinamycétes sont plus abondantes dans la rhizosphére
que dans le sol avoisinant. C’est ce qui a été rapportés par (Cooper et ol,1949 ; Sirry et ol
1981 ; Mohamed, 1982 ¢t Davet, 1996) dans leur travaux.

Plusieurs techniques ont été utilisées par des chercheurs pour Pisolement sélectif des
Actinomycétes. Elles reposent essenticllement sur 1’addition aux milieux d’isolement des
substances inhibitrices, stoppant la croissance des germes envahisseurs (Larpent et Sanglier,
1989 ; Hilali e al., 2002). C’est cette méthode que nous avons adoptée au cours de notre travail
en utilisant la nystatine 4 une concentration de 50 ug/ml comme antifongique dans le milieu
sélectif Olson.

Un total de 16 Actinomycétes a été€ 1solé. Les isolats obtenus sont purifiés aprés plusieurs
repiquages sur milieu YMEA, conservés sur YMEA inclinée 4 +4 °C. (Le tableau 12) présente

le nombre d’isolats d’ Actinomycétes obtenus a partir de différents échantillons.

Tableau 12. Criblage des souches d’ Actinom ycétes antagonistes

Nombre de Nombre Nombre
souche &’ Actinomycétes &’ Actinomycétes
Echantillons Lieu de prélévement  d’Actinomycét a activité & activité
ez 1solés antibactériennes antifongiques
i3+ -
1 Sol de sebkha (Oum 02 00 00 01
elbouagh)
2 Sol rhizosphérique 08 08 03 08
(El hamma
Khenchela)
3 sol rhizosphérique 03 04 01 05
d’un citronnier
{(Khenchela)
4 sol rmzosphénque 01 01 01 01

{Batna)
Total 16 13 05 15
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Depuis un total de 4 prélévements de sol, 16 différents 1solats d’ Actimomycétes ont été
obtenues, deux 12,5% ont été isolés de Sebkha Guerrah Guellif wilaya d’Oum elbouaghi, huit
50% ont été 1solés du sol semi-aride rhizosphérique de la commune de L hamma wilaya de
Khenchela, cing 31,25% ont été 1solés du sol rhizosphénique d’un citronnier dans la méme
wilaya et une souche a été 1solée du sol rhizosphérique wilaya de Batna 6,25%.

On constate que le nombre d'isolats d’ Actinomycdtes obtenu dans cette étude est inférieur a
celui 1solé par (Abebe et af. 2013) (30 isolats) en Ethiopie et (Silambarasan et af, 2012) (27
1solats) en Inde . Mais supérieur a celu obtenu par (Smriti et #4.,2012) en Inde (07 isolats). Il
existe peu d'informations publiées sur le dépistage des Actimomycétes antimicrobiens de la
rhizosphére des sols semi-arides de 1’Est Algérien. (Kitouni et #Z,2005) a exploré le sol non
rhizosphérique de zone semi-aride et a obtenu un faible nombre d'isolats Actinomycétes (8
1solats).

Cette ¢tude a permis de remarquer que le nombre d° Actinamycéte vare d’une région a une
autre et cela, probablement due a I’'influence des différents facteurs environnementale et de la
composition chimque du sol (Tian et af., 2004 ; Zitouni et ai., 2003). (Lo et «l., 2002) ont
sugeéré que la diversité des Actimomycétes peut étre influencée par la diversité des plantes d’ou
leur sol rhizosphérique a été collecté, ainsi que 1'usage des fertilisants et pesticides qui peuvent
affectés la distribution des microorganismes.

Les sols rhizosphériques (El hamma et du citronnier) semblent étre les plus riches en germes
&’ Actinomy cétes par rapport au reste de la région cela indique qu’il constitue un environnement

favorable a leur développement.

1.1. Etude de I’asp ect macroscopique des colonies bactériennes actinomycetales
Ces dermiéres sont généralement rondes aux contours irréguliers, opaque qu adhérent 4 la
surface de la gélose, leur couleur est blanche. Ces colonies ressemblent a 1’aspeet

caractéristique des Actinomycétes (Figure 4).
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Figure 4. Aspect macroscopique caracténistique
d’ Actinamycétes (colonies dures incrustées dans la gélose).
1.2. Etude de I’asp ect microscopique des isolats d’Actinomycetes

Toutes les souches d’Actinomycétes purifiées se présentent sous forme de filaments fins,
ramifiés et enchevétrés, ces filaments se fragmentent pour certaines ou pas pour d’autres en
éléments bacillaires ou ovoides. Tls sont regroupés quelques fois en masse pour former des
thalles denses (Figure 5, 6).

FigureS. a- Aspect microscopique colonies eirculaires d’ Actinomycétes constituées
d’hyphes x 10.

b- Bord de la colome sous microscope photomque = 10.

Figure 6. Colonie entiére est placée sur une lame et lamelle x40,
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2. Etude préliminaire des activités antimicr obiennes (Méthode de cylindres d*agar)
L’activité antibactérienne et antifongique des souches actinomycétales isolée et purifiée a
été mise en évidence par la technique des evlindres d’agar. Les résultats obtenus sont résumés
dans le (tableau 13 et 14) d’ol il en ressort que sur les 16 isolats, seules 13 souches
d’ Actinomy cétes sont actives sur au moins une des bactéries tests étudiées, et presque toutes

sauf une ont une activité anti fongique.

Le taux d’isolement des Actinomycédtes i activité antibactériennes était alors de 81,25%
tandis que celui des Actinomycétes a activité antifongique était de 93%. Ces résultats semble
étre considérablement supérieurs i ceux déja établit par (Thakur D ez al., 2007) 59,09%et
(Abebe B et al., 2013) 26,7% (Figure 10,11, 12, 13, 14) dans annexe 2.

2.1. Activité antibactérienne

En ce qui concerne les germes tests, les bactéries & Gram positif apparaissent plus sensibles
aux molécules bioactives des Actinomycétes en comparaison avec les bactéries & Gram négatif,
cela s’ observe essentiellement dans le cas d’activité de CVF contre S.awerens 43 qui a enregistré
le plus gros diamétre d’inhibition 32mm, en plus presque tous les 1solats ont une action sur les
Gram positif et seulement 38 46 % d’entre eux pressentent une activité sur les Gram négatif des
bactéries testes. Ceel a été également constaté dans les travaux de (Valli S et ol 2012 ;
Hasavada et al. 2006 et Atta et «l. 2009).

Cette différence de sensibilité des deux types bactériens peut étre expliquée parla différence
morphologique, les Gram négatif possédent une membrane de nature lipopolysacchandique qu
rend la paroi imperméable aux substances hydrosolubles (polaires). Tandis que les Gram positif
plus susceptibles disposent d’une couche externe de peptidoglycane qui n’est gére une barnére
imperméable efficace contre ce genre de molécules (Scherrer et al., 1971).

Mis a4 part les souches tests Proteus sp., Providencia sp.et Pseudomonas sp. insensibles a
tous les isolats, la souche SH1 amontré une activité sur toutes les bactéries testées a1’ exception
d’ Acénitobacter sp.et M organii, ainsi que la souche SH4 qui inhibe toutes les bactéries tests
étudié sauf Enterobacter sp.et K pneumoniae.

Les trois souches CB1, CB2 et CV se révélent étres actifs seulement sur une seule souche
test Sawrens 43, 1l en est de méme pour SH3 qui présentait une activité sur S.aureus 25
uniquement. Aucun des 3 isolats SG1, SG2 et CR ne prestaient une activité sur quelconques
des souches tests. Les Actinomycétes ont montrés une activité importante vis-a-vis

staphylococcus aurens ¢e qui a été confirmé avec les travaux de (Devi NKA et al., 2006) et

a7
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(Valli S et of, 2012) mais les contredisait lorsqu’il s’agisse de Psendomonas aeriginosa carils
s¢ sont tous avérés inactifs contre cette espéce bacténenne.

Par comparaison des zones d’inhibition, celles obtenues avec les souches CVF, LAC] et
SH4 (32, 30 et 25 mm respectivement) sont les plus importantes chez les Gram positif, et de
(24, 21,19 mm) chez les Gram négatif. Cela est dii 4 une forte concentration des molécules
bioactives libérées quu diffuse plus rapidement que la croissance de la souche-test ce qui a

conduit 4 une zone d’inlibition importante (Koch, 1999).

2.2. Activite antifongique
Dans le (tableau 14), sont rapportés les résultats d’antagonisme des 16 isolats
d’ Actinomy cétes contre les six champignons phytopathogénes, leur croissance a été inhibée par

les cultures d’ Actinomycétes, lorsqu'elles sont cultivées conjointement sur milien PDA.

Les isolats provenant de sols rhizosphériques de la région d’Elhamma, présentent une
activité antagoniste significative par comparaison avee celles des autres isolats. L’isolat SH4
est actif sur toutes les souches test mis a part Trichophyton sp. Les deux souches SH6, SHY sont
avérés les plus efficaces pour le contrdle d’Alternaric sp avee un diamétre d’inhibition de
23mm. L’1solat SH4 était efficace sur la réduction de la croissance du myeélium d° Aspergillue
niger avee une zone d’inhibition de 18mm. La souche SH2 était le meilleur isolat pour le
contréle de la croissance de Cladosporium herbarum avec 24mm. Tandis que la souche SHE

présente une activité sur uniquement Cladosporium herbarum.

Les deux souches SG2 CB2 enregistrent les plus gros diametres d’inhibition 30 mm sur

Trichaphyton sp. Alors que SG1 ne présente aucune activité sur les six souches fongiques tests.

Les pourcentages des isolats actifs contre Alternaria sp, Aspergillus niger, Cladosporium
herbarum, Cylindrosporium sp, Fusarium, Trichophyton sp., sont respectivement, de 87.,5%,

18,75%, 50%, 37,5%, 31,25%, 31, 25%.
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3. Evaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits organiques
(Méthode des disques en papier)
Parmi les 16 souches d’ Actinomycétes étudices et d’aprés la diversité de bactéries cliniques
et souches fongiques phytopathogénes enversles quelles sont actives, les souches CVF et LAC1

sont sélectionnées comme les plus productrices de molécules bioactifs.

Plusicurs chercheurs ont utilisés les milieux solides pour faciliter les différentes étapes
d’études de la production d’antibiotiques par les Actinomycétes. (Bussari et o, 2008 ;
Shomura et ai., 1979 ; Stocks et ai., 2001) démontrent que I’extraction a partir d’un milieu
solide est largement plus rentable que celle a partir dun milieu liquide. Et comme les solvants
organiques de polarité différente ont été largement utilisés pour I’extraction de composés

antimicrobien (Selvameenal et al., 2009), on a adopté ce type d’extraction avec de I’ acétate

d’ éthyle.

En effet, ]’ étape d’extraction permet de concentrer les molécules bioactives et est considérée
comme une premiére purification (Chaubal et #l., 1995 ; Burianek et Yousef, 2000), ainsi un
disque contenant des molécules pré purifides est supposé donner des valeurs de diamétres

d’1nlbition plus nettes que celles données par un eylindre d’ A gar.

Le test des extraits sur les souches bactériennes hautement sensible (Acémitobacter sp.,
Enterabacter sp., Bacillus sp., Saureus 25, Saureus 43) a été réalisé par la technique des
disques en papier. Les résultats obtenus sont présentés dans le (tableau 13). L’activité

antibactérienne mise en évidence par disques est illustrée sur les (figue 15, 16, 17) dans (annexe

2).

Toutes les souches testes hautement sensible (bactéries et champi gnons) par la technique des
evlindres d’agar se révélent 1’ étre aussi par la technique de disque en papier sauf Alternaria sp.
et Trubriom qui se montraient avoir une résistance vis-a-vis extrait LAC1, on constate aussi
que pour I’1solat CVF les valeurs des zones d’inhibitions provoquées par le eylindre d’agar sont
supérieurs i ceux obtenu par disques en papier notamment pour les Gram positifs (Figure 21).
Cela peut étre expliqué par une désintégration partielle des molécules bicactives lors du
processus d’extraction. Par contre pour 'isolat LACI les valeurs obtenus par les disques en
papier sont supénieur i ceux du disque d’agar ce qui confirmes les résultats de (Chaubal et ai.,

1993 ; Burianek et Yousef, 2000).
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Figure 21. Mise en évidence de 1’ activité antibactérienne par les deux techniques, evlindre

d’agar et disque en papier.

a - Isolat CVF
b - Isolat LACI
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3.1. Comp araison entre les exiraits bruts et antibiotiques tests

3Q

25

0 I I I I I

Acénitobacter sp Enterohacter sp Bacillus sp, S.oreus 25 S.atireus 4.3

2

]

1

h

1

]

h

W Extrait CVF Extrait LACT

Figure 22. Comparaison entre I’extrait CVF et LACI.

On constate que ’extrait CVF a pu atteindre 25mm comme diamétre le plus large envers
Bacillus sp. alors que LAC1 26mm envers Futerabacter sp.et S.awrens 25. Ces résultats sont
supérieurs a ceux obtenu par (Gurung et &, 2009) 18mm et inférieur 4 ceux obtenu par (Abebe
et al., 2013) 40mm.

L’extrait CVF semble &tre le plus efficace contre Acémitobacter sp. et Sacillus sp. tandis que

LAC] est efficace contre S.aureus et Enterobacter sp.

Il existe une différence considérable entre les extraits brutes (non punfiés) et les
antibiotiques tests pure (Amikacine 30pg et ciprofloxacine Spug) car ces derniers ont montrés
une activité sigmficativement importante vis-a-vis aux extraits brutes (non punifiés) (Figure 15)
voir annexe 2, Rex et af ont rapportés que cette différence non négligeable été normale de
PPextrait non purifié comparé avec |’ antibiotique purifi € et conditionné pour usage climque (Rex

et al., 2001).

Mais les deux extraits ont montrés quelque fois de bonne zone d’inhibition pareille 4 celle
obtenue avee Pantibiotique pure. Voila pourquoi 1l serait d’avantage indispensable 4 entamer

les processus de purification des deux extraits.
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4. CCM analytique unidimensionnel
Une tentative de séparation des molécules 4 activité antibactériennes a été réalisée par la
technique de chromatographi e ascendante sur couche mince (Figure 18). Le dével oppement des
chromatogrammes dans le systéme ¢éluant (Toluéne, Acétone, Ether de pétrole) 4/4/3 saturé fait
apparaitre deux taches (T1 et T2) dont les rapports frontaux sont calculés et sont réunis dans le

(tableau 16).

Pour les deux extraits on observe la présence de deux taches qui sont visible a ’eeil nu et a
activité antibactérienne imp ortante (grand diamétre d’inhibition) (Figure 19) dans annexe 2, ce
qui explique que les souches CVF et LAC1 produisent done au moins deux moléeules
antibactériennes sur milieu YMEA. Généralement les Streptomyces ont la capacité de produire

plusieurs antibioti ques sur le méme milieu ou sur des mili eux différents (Davelos et al., 2004) ;

Par contre on constate une absence totale d’activité antifongique des taches ; ceci peut étre
expliqué par une diminution de la concentration des molécules bioactives sur le

chromatogramme aprés migration et séparation.

Figure 18. Chromatographie des extraits CVF et LACI sur couche mince (CCM).
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Conclusion

Les Actinamycétes sont considérés comme les procaryotes les plus précieux et les plus
utilisés en biotechnologie, responsables de la production de la moitié des métabolites
secondaire découverts i ce jour, ils constituent la source naturelle la plus prometteuse pour le
développement des molécules d’antibiotiques futurs ; si complexes pour étre synthétisés par la

chimie combinatoire.

Les objectifs essentiels de ce travail étaent la muse en éwvidence du phénomeéne
d’antagonisme i1 vitro des Actinomycédtes 1solés d’un écosystéme semi-aride de 17est Algérien
envers des bacténes d’importance médicale et champignons phytopathogénes, et de pouvorr

extraire les molécules bioactifs.

Au bilan, les résultats obtenus dans la présente étude montrent que :

D’une part, I’ activité antimicrobienne différe d’un isolat actinomyeétal a I’autre, et d’autre
part, pour le méme isolat, I’activité antimicrobienne différe d’une souche test (bacténe,
champignons) a Pautre. Ces vanations de résultats s’expliquent par le fait qu’une bacténe
actinomyeétale peut produire plusicurs types de molécules antibactériennes et antifongiques

en méme temps.

Les Actinamycétes sont caractérisés par un large spectre d’activité, sur les 16 souches
actinomycétales testées, 13 souches sont actives envers au moins une bacténe test et 15 le

sont envers une souche fongique phytopathogéne test.

Les deux souches d’Actinomycétes CVF et LACL sont sélectionnées comme les souches
les plus productrices d’antibactériens et antifongiques et qui présentent une activité dirigée

beaucoup plus contre les bactéries Gram positif.

L’extraction des molécules bioactives par 'acétate d’éthyle a été choisi comme solvant
orgamque pour les deux souches et la chromatographie sur couche minee nous a permis
d’'identifier d’une maniére préliminaire les molécules bioactives. En se basant sur le
chromatogramme obtenu, on a pu conclure que les antimicrobiens produits par les souches
CVEF et LACI1 sont constitués d’au moins de deux molécules (tache ou spot, de couleur jaune,

sur la CCM aprés séparation visible a I’ il nu) qui ont démontrés leur activités sur toutes les
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bactéries hautement sensibles mais pas toutes les souches fongiques car uniquement

Alternaria sp et Fusarium oxysporum se révélent Etre sensible a I’extrait CVF.

Les perspectives de nos recherches futures sont les suivants :

s Nous comptons élaborer un protocole étudié de prétraitement des échantillons afin de
récupérer un maximum d’espéces actinomyeétales wviables et cultivable ainsi

d’optimiser leur criblage.

s Complémenter I’identification d’Actimamycétes  sélectionnées, par études

physiologiques, chimio taxonomiques, phyvlogénétiques et moléeulaire.

s Une piste trés intéressante 4 suivre serait ’optimisation des paramétres culturaux par

plan d’expérience afin d*améliorer la production d*antibiotiques.

s Nous projetons i compléter I’identification de la structure chimique de chacune de ces
molécules bioactives aprés avoir procédé a la purification compléte des extraits et de

pouvoir les testés iz vivo.

s Suivre la stratégie de screening développée par (Deshayes et al, 1989), afin de

vérifier s’il s’agit de molécules antibiotiques déja existantes.

s Réaliser des études moléculaires au sein de ce groupe bactérien afin d’élucider non
seulement 1’ orgamisation des génes de biosynthéses des métabolites secondaire mais
également les mécanismes de régulation qui sont probablement étroitement liés 4 la

différentiation cellulaire afin de développer de nouvelles molécules.

» Parvenir 4 estimer la diversité phyvlogénétique de la population actinomycétale dans la
région semi-aride de Khenchela par le biais d’approches culturales biochimiques et

moléculaires.

Ainsi les résultats de la présente investigation a décelé que les Actinomycétes d’un
environnement semi-aride constitues une source importante pour la découverte de nouveaux

antibiotiques.
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I’originalité de ce travail a été, d’une part, la capacité adisoler des souches actinomycétale qui
ont un spectre d’action sur des bactéries pathogénes pour I’homme et spécifiquement sur des
bactéries a coloration de Gram positifs et négatifs. Pour ce dermer, 1l s’agit d’un résultat
important puisque la majorité des antibiotiques commerciaux ont un spectre d’action plus
large sur les bactéries Gram positifs. D*autre part, I’activité inhibitrice de ces souches vis-a-
vis des champignons pathogénes et phytopahogenes. Ce qui indique ’intérét de ces souches

1solées dans le domaine de la santé public et le domaine d’agnculture.

Au final est ce qu'on peut dire que les actinomycétes vont tenir leur promesses face a
I*émergence d’acquisition de résistance bactérienne de plus en plus intense dans les années 4

venir ?

S
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Annexel:
Composition des milienx de culture
,-/Milieu Olson VS
Composidtonengfl d'eau :
- Sodium caseine e e
- LAsparagine. e 0018
- Sodium proplonate v ..
- KZHPO 4 e e, 0,52
- FeSD v e 0,01z
R 1= - | 202 |
.\\ - pH=72 / \

Milieu PDA [ potato dextrose agar )

Compositioneng/l d'eau :

N oo~ I 20z
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Annexgs

Préparation de la solution 0,5 de Mc Farland

1/ Preparation dela solution de 0.5 de Mc Faralnd (Chessbrough, 2000)

O 0
00

A = Solution de'BaCl:.2H>20 ohition de H2SOy

al1% al%

C OO0

un

\Suhtinn 0, 5 de Mc Farland j

0,6 ml de la solntion A + 99,4 ml de la solution B

2/ Conditions de conservation de la solution 0,5 de Mc Farland (Smibert et Kreig, 1994)

Conditions de conservation de la solution 0,5 de Mc Farland

1/ a1’ obscurité
2/ Température de conservation : 20-25 °C

3/ Durée de conservation : 6 mois




Annexgs

Amnexe 2 :

Déscription du lieu de prélevement :

A //m j"’;'_ﬂ’ / =y
N -

wim A

r.'.
’rﬁ%m i

Plan | Zacellii=

Connem mrmomchinues S2014 Google 2 el | Dundinena dubllizzion | Sronateruns eneweioaechioue

Guerrah Guellif est une sebkha : sel incrusté dans une plaine plate exposée aux inondations
périodique ou des grandes marées d’une superficie de 24000 ha situé au nord de la ville de
Ain Zitoun, et 4 12 Km de la ville d'Oum El Bouagui ; et accessible a partir de la route reliant
Oum El Bouagui 4 Khenchela. Les coordonnées géographiques sont 35°46'33" Nord et
6°58723" Est en DMS (degrés, minutes, secondes).

Photo prise du site de prélévement.
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Figure 20. Dilutions décimales des échantillons.
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Reésume

Pour isoler, évaluer et caractériser le potentiel d’Actinomycétes de la région semi-aride de
I’est algérien a produire des molécules bioactives. Un total de 16 souches a été isolé et purifié
de 4 différents sols rhizosphériques. " activité antagoniste des isolats actinomycétales a été
testée contre des bactéries Gram positif et Gram négatif ainsi que des champignons
phytopathogénes par la technique de cylindre d’agar. I’ extraction des molécules bioactives &
partir de filtrat de culture des souches sélectionnées a été effectuée avec PPacétate d’éthyle.
L’extrait brut a été testé par techmque de diffusion par disque en papier et une
chromatographie sur couche mnce a été effectuée. Sur les 16 souches actinomycétales
testées, 13 souches sont actives envers au moins une bactérie test et 15 le sont envers une
souche fongique phytopathogéne. Les souches CVF et LACI1 ont démontrés une activité
antagoniste importante. Les résultats obtenus par la méthode de evlindre d’agar sont meilleurs
que ceux obtenus avec diffusion par disque. Les deux extraits bruts ont montrés une bonne
activité contre les champignons phytopathogénes et les Gram positif. La techmque de
chromatographie sur couche munce de gel de silice des extrait CVF et LACL a révélé la
présence d’au minimum deux moléeules a activité antimmcrobienne. Les résultats de la
présente étude a démontré que les Actinomycétes de la région semi-aride de 1’est algérien
présentent un potentiel important i produire des molécules 4 activités antimi erobiennes.

Mot deé: Actinomycétes, méthode de eylindre d’agar, méthode de diffusion par disque en
papier, extrait, Antibiotique, activité antimerobienne.

Summary

To isolate, characterize and evaluate the potential of Actinomycetes in the region of eastern
Algeria to produce bioactive molecules. A total of 16 strains were 1solated and purified from 4
different semi-arid rhizosphere soils. The antagonistic activity of actinomyecetales isolates
were tested against Gram positive and Gram negative bacteria as well as the phytopathogenic
fungi by agar eylinders technie. The extraction of bioactive molecules from the culture filtrate
of the selected strains was performed with ethyl acetate solution and the erude extract was
tested by diffusion disec methode. A thin layer chromatography was performed on crude
extracts.From the 16 actinomycetales strains tested, 13 strains were active against at least one
of bacteria test and 15 are active against phytopathogenic fungals strains. CVF strains and
LAC]1 have demonstrated a significant antagonist activity. The results obtained by the method
of agar eylinder are better than those obtained by dise diffusion. Both crude extracts have
shown a good activity agmnst phytopathogenic fungi and Gram positive bacteria. The thin
layer chromatography of silica gel techme of erudes extracts CVF and LACI revealed the
presence of at least two molecules, which has antimicrobial activity. The results of this study
showed that Actinomycetes of the semi-arid region of eastern Algeria have an important role
to produce molecules with potential antimicrobial activities.

Keyword: Actinomycétes, Cylinder agar method, diffusion method by paper dise, extract,
antibiotic, antimicrobial activity.
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