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Résumé

Les actinomycetes sont des bactéries responsablda groduction de la
plupart des molécules bioactives.

Dans ce travail, nous sommes intéressés a la wwhede molécules
antibactérienne et antifongiques a partir desnaotycetes par utilisation la
technique de cylindre d’Agar sur six milieux ddtore différents.

Les quatre isolats d'actinomycétales isolés deilaya de KHANCHELA ont
présenté une activité antibactérienne importeotére au moins une bactérie teste.

Ce travail a prouveé l'effet de la composition ddieuni de culture sur la
production des biomolécules, dont le meilleur euiliest le milieu Bennett.

En effet ces isolats possedent activités significanti champignon
filamenteux sauf L'isolat F10.

Mots clés: Actinomycétes, Activité antibactérienne, milieu delture, activité

antifongique



Abstract

In this work, we are interested in seeking antibacterial and antifungal
molecules from actinomycetes using the agar cylinder technique on six different
backgrounds.

The 04 strains of Actinomycetales KHANCHELA wilaya of forest soils
showed significant antibacterial activity against at least one bacterium - test used on
touts environments, the best environment for this activity is the middle Bennett.

Indeed these isolates possess anti filamentous fungus significant activities
exceptF10 isolate.

Key words: Key words: actinomycetes, Antibacterial activity, antifungal activity,
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INTROOOUCTION

Depuis des milliers d'années, les hommes utilisleg microorganismes
(bactéries, levures et moisissures) pour fabrigesrproduits comme le pain, la biere,
le fromage, etc. Ces microorganismes, omnipréskts notre environnement (le sol,
l'air et les eaux) et dans quelques aliments qu#&s mmnsommons, ne cessent
d’occuper une place de plus en plus importante datre vie et sont actuellement a
I'origine de I'essor du domaine de la biotechnodgq@maoui, 2010).

Les actinomycetes, présente malgré la lenteurutect®issance une aptitude
formidable a produire de nombreuses substancedbi@igues (Goodfellow et
Williams, 1983).1ls sont surtout connus pour leur grande faculpéoguire plus de 70
% des substances actives d’origine microbief®mura, 1992) et en particulier le
genreStreptomycegqui produit a lui seul la majorité de ces antilujags.

Ces dernieres années, Les infections fongiquessives aspergillose et
candidose, présentent une émergence importangmnetgénéralement associées au
contexte opportuniste de patients immunodéprimas, @g soit de maniére acquise
(VIH), thérapeutigue (immunosuppresseurs en tramséalion d’organe solide et
greffe de moell€Billaud, 2007). Candida albican®t certaines especd®spergillus
telles queA. fumigatus A. flavusainsi queA. niger, A. nidulanset , A. terreusont
notamment responsables de la majorité des mycogasivegBadjiet al, 2006).

En dépit de la longue liste des antibiotiques digeent disponibles sur le
marché et malgré I'élargissement de l'arsenal feirtaque antifongique plus de 35
% pour les aspergilloses et les candido@@sllen-Dautremeret al, 2010). les
antibiotiques antifongiques représentent un faguarcentag€Vicente et al, 2003).
Cependant, nombre de composés, les polyenes dnupart ne peuvent pas étre
utilisés a cause de leur toxicité, a I'exemple al@éphrotoxicité non négligeable de
L’amphotéricine B(Georgopapadakou et al, 1994).Les molécules antifongiques
disponibles ne réunissent pas les criteres défintsBantibiotique idéal : toxicité
spécifique vis-a-vis du champignon pathogene, batiffasion dans I'organisme,
large spectre d’activité in vivo, absence de prolge liés a I'apparition de souches
résistantes et absence d’effets seconddirasroix et al, 2003).C’est pour cela que
les recherches actuelles de nouvelles molécules m@ntées vers l'isolement de
nouvelles souches et espéces de différents écomstearticuliers, souvent ignorés

par le passe, avec une variété de nouvelles qiGlemyget al., 1997). notamment les
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sols des palmeraies, des sebkhdouni et al.,2005). des sources thermales ainsi que
les sols salins en vue de I'obtention de nouvdliemolécules d’attraits

Dans la méme optique, nous avons cherché a étudsr souches
d’actinomyceétes productrices de métabolites artidpies et antifongiques provenant
de la région de Khenchla.Cette étude se diviseuaitre) parties : la premiere partie
résumera les données bibliographiques, la deuxigange décrira les matériels et
méthodes utilisés, la troisieme partie exposerardssitats obtenus et la derniere

partie présentera la discussion des résultatsnetugion.
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|. LES ACTINOMYCETES

Les Actinomycetes ont été isolés pour la premi@i® par Cohn en 1875 a partir de
sources humaine@Villiams et al, 1984) Et c'est en 1943 que S. Waksman a pu isoler un
genre Actinomycete a partir du sol.

I.1. Définition des Actinomycetes

Etymologiquement, le mot Actinomycete a été déded mots grecs « Aktis » qui
veut dire rayon et « mykes » qui veut dire champigrLes Actinomycetes ont été considérés
comme un groupe intermédiaire entre bactérie empignons. Ces microorganismes
présentent des similitudes avec les bactériagezt les champignons.

I.1.1. Similitude entre Actinomyceétes et champignts (Alexander)

Il existe trois points qui rapprochent les Actinarates des champignons :  Structure
mycélienne présentant des ramifications chez ldsmémycetes typiques dont les filaments
ont un diametre deux fois plus faible que ceux deampignons, d’ou le terme de pseudo
mycélium parfois employé pour désigner cette stingc; Formation fréquente d’'un
mycélium aérien et de conidies ; En culture, absede la turbidité caractéristique des
bactéries unicellulaires et apparition des aneasatiules.

[.1.2. Similitude entre Actinomycetes et bactére

D’autres caractéres rapprochent les Actinomycétssdctéries :
lIs sont procaryote,La morphologie typiquement téaenne chez les formes simple
(Mycobacteriacées) ,La sensibilité aux attaquesles:t

[.2. Caractéristiques générales

Les Actinomycetes sont des bactéries, a colorateoGram positivéNanjwad et al.,
2010). Taux élevés de (G+C) de leur ADN compris entre/6®6 (Larpent, 1989), formant
des filaments minces et ramifiés, lorsqu’ils évalusur un substrat solide, comme la gélose,
ils se développent a la fois sur la surface etirgéfieur de celui-ci(Prescott, 2010)et
développer dans des endroits ou I'activité de I'eau) est trés basgPavies et Williams,

1970, Goodfellow et Williams, 1988 Mais leur croissance est plus lente (7 a 28sjogue
celle des autres bactéries (24 heures). La plaearActinomycetes aerobies sont saprophytes
a développement mycélien, il existe des formes rabeées ou sans myceélium évident,
généralement pathogén@soodfellow et al, 1983) La reproduction des Actinomycetes peut
s’opérer suivant trois modes : fragmentation peebdctérienne, production de conidies,

production de sporanges.
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Les actinomycetes préferent un pH neutre ou pealijcils sont généralement
mésophiles, d’autres sont thermophiles tolérants tdenpératures avoisinant les 50°C et
peuvent aller jusqu’a 60°(©mura, 1992).

I.3. Morphologie

Morphologiquement on peut rencontrer, en plusfie®ents ramifiés, des bacilles et
aussi des coccobacilles commRaodococcuset Mycobactérium(Avril & al, 1992). Dans
certains cas, seul le mycélium de substrat estdptamdis que dans le cas le plus extréme il y
a formation uniquement de mycéliuml aérien, comhez desSporichthya(Falkow, 2006).
Les filaments mycéliens peuvent produire des sp@@s uniques (exp Micromonospora,

soit en chaines (expStreptomycés soit groupées dans des sporanges (é&qginoplar).

L’'analyse par image des actinomyceétes révele lsepie de deux catégories d’hyphes : Les
hyphes dispersés et les hyphes en pellets. Dansiyigises dispersés, la forme "Freely
dispersed” et les "mycelial clumps" sont rencorsirdea premiere forme c’est des hyphes
indépendants dispersés, la seconde est une massagr@gats de mycélium. Les

actinomycetes donnant des hyphes en pellets, paserfermentation des problemes de
limitation de diffusion de I'oxygéne et des nutrime a travers I'hyphe. Ceci engendre une
diminution de la croissance et peut conduire a anwlyse. Ce point doit étre pris en

considération, pour éviter ce genre de problemes l'des fermentations industrielles.

Heureusement, pour plusieurs souches productrieesnétabolites secondaire, la forme
"Clups" ou masse est la prédominante dans les feemes (90% des cagperry et al.,

2004).
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Freely dispersed /Y<</
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Mwcelial clumps
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Figurel : Morphologie des hyphes en croissance dans le nlitjaide (Almaris, 2007)
l.4. Physiologie et métabolisme des actinomyceét

Les Actinomycétes sont aérobies plus rarement ahidfy, les premiers
meétabolisme oxydatif représentent les especesritples, les seconds a métabolis
fermentatif correspondant aux espéces parasiterophytes de la cavité buccale
organismes hétérotrophes, qui ont des exigencestegcet tirent leur énergie a partir d’'v
source tres variée de substrats azotés et carbBnésonséquence, ils sont tres largen
distribués dans la nature. De noeuses especes sont fortement protéolytique
agarolytiquegHsu et Lockwood, 1975

Les Actinomycetes sont fréquemment bactériolytiqugrdice a des enzym
hydrolytiques capables de fragmenter les peptides la paroi, leurs propriéte
antimicrobiennesant aussi bien connues et un bon nombre d’antduetisont produits lol
de leur croissance. L’équipement enzymatique desamsycetes est tres diversifiés, il es

'origine du réle écologique majeur de ces organismlLeurs variétéset leur importance
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guantitative, dépendent de nombreux facteurs cotaerpkl, la matiere organique, les saisons,
traitement agricole, etc.
I.5 .Thermo résistance des spores

En générale, la plus part des spores d’actinoragaaamme par exemple les
Streptomyces ne résistent pas a des températyésesues a 50°C en chaleur humide et a
70°C en température secfiarpent et al,1989) Il existe cependant plusieurs autres espéces
qui résistent a des températures plus éleveeblgkeeb et Lechevalier, 1963)C’est le cas
de I'especéActinomyces invulnerabiligjue les spores ne se détruisent qu’a une températu
de 130°C, le traitement a 120°C inhibe seulemeamt ¢eermination. Les spores des genres
thermophiles tel qu&hermoactinomycesSaccharomonosporagu thermotolérants tel que
Pseudonocardia, Microbisporatc., sont également résistantes a des températerees.
1.6. Génétique et structure de 'ADN

La taille de 'ADN des actinomycetes est de 3.7 BI@&gltons c’est a dire deux fois
celui de Escherichia coli la durée de réplication de I'ADN est de 50 a 6mutes. Les
bactériesactinomycétalepossedent un remarquable degré de variabilité iggmétue a des
réarrangements du génome a cause de plusieurs gpemutations essentiellement
chromosomiques, les plasmides peuvent aussi §&ts sudes réarrangements. A la suite de
croisements des actinomyceétes, des parties du dsame de la souche donneuse peuvent
Devenir plasmides dans la souche receveuse. Cagidgouent un réle de régulation dans la
synthese des antibiotiques. Il est rare de trodesrgenes codant pour la biosynthése
d’antibiotiques localisés sur le plasmide. lls sootmalement chromosomiques, regroupés en
plusieurs unités de transcription, ils ont poursitage des genes de régulation spécifiques
(Larpent et al., 1989).

Les genres d’actinomyceétes peuvent étre définid'@ade du coefficient de Chargaff
ou GC %(Tab. 1), qui représente le nombre de paires de base Gu&htosine pour 100

paires de base dans I’'ADN, les espéces ne sondgatiiées par cette technique.
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Tableau 1: Différentes valeurs de GC % rencontrées dagsdepe des actinomycéetes
(Williams et al, 1989).

Genre G+C %
Actinomadura 64 a 69
Nocardia 64 a72
Streptomyces 69 478
Micromonospora 71a73
Actinoplanes 72a73
Actinopolyspora 64
Agromyces 71477
Frankia 66a 71
Glycomyces 71a73
Nocardiopsis 64 & 69
Rodococcus 63a72
Streptosporagium 69a71
Streptoverticilium 69a 73
Thermoactinomyces 53a55

|.7Structure pariétale

Les parois cellulaires des actinomycétes sont exdiaairement variées, cependant
parmi les groupes, les parois ont souvent une ceiti@o constante conférant un réle majeur
dans la taxonomie de ces bactéries. L’étude darai pgellulaire des actinomycetes, montre
gu’elle ne renferme ni chitine ni cellulose ellé @mposée soit de :
-Glycoprotéine contenant de la lysine (ce type d@®oipest rencontré chez la forme
fermentative).
-Glycoprotéine contenant le plus souvent I'acice@nopimélique (DAP), ce type de paroi se
rencontre chez les formes oxydatives.
1.8 Classification des Actinomycétes

Il est basée sur plusieurs critéeres : morpholaggchimiques, physiologiques et
moléculaires. La taxonomie des actinomycetes fuigmee par quatre périodes essentielles

dont chacune a apporté de nouveaux critéres deifatason (Berdy, 2005).
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1.8.1. Mycobacteriacées
Ce sont les actinomycetes dont la morphologie aspllis voisine de celle des
bactéries: le mycélium formé en début de dévelogmtrae rompt rapidement pour libérer
des batonnets ramifiés ou irréguliers. Les mycayaaiées présentent des affinités marquées
avec les corynébactériacées et les bactéries uastidls se differencient des autres bactéries
et actinomycetes, a I'exception de certdlogardig par leur acido-résistance. Cette famille
est représentée par le seul gaviseobacteriungui comprend des espéces pathogenes dont la
plus connue ed¥l.tuberculosisagent de la tuberculo¢stanier, 1966).
1.8.2. Actinomycétacées (ou Pro-Actinomycetes)
Cette famille est représentée par les genMascardia et ActinomyceslLe genre
Nocardiacomprend de nombreuses espéces trés répanduds dahd_es colonies, difficiles
a distinguer des colonies bactériennes. Le gedcinomycese présente aucun intérét en
microbiologie du so{Alexander, 1961).
1.8.3. Streptomycétacées
Il existe deux genres dans cette famillgtreptomycegt Micromonosporale genre
Streptomyces renferme plusieurs especes trés repamthns le sol. Il se reproduit par des
conidies en chaine. L’examen des colonies de imres permet de discerner :
- Le mycélium végétatif trés serré, implanté dansileeu auquel il adhere.
- Le mycélium aérien, lache, d’aspect poudreux, fordiyphes portant a leur
extrémité des conidig¥Villiams, 1978).
Le genre Mycromonosporarenferme plusieurs espéces dont la plupart sont

thermophiles, et se développent surtout dans hagefs.
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et SRRy Myeélium aérien
Surface de la | '
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(U e Mycélium végétatf

Figure 02 :Une colonie du genre Streptomyces so(Dvorak, 1999).
1.8.4 .Actinoplanacées
Les espéces appartenant a cette famille ont ure ayai présente un stade mo

(sporangiospores mobiles). Le geActinoplanesest aquatiquéStanier, 1966)

E 9 ThPrrnl:nﬂs:hn-:nmg.-'l:ES Micropolyspora
E g Dactdosporangium

Microellobospora Mocardia

hfl\lcru bispora
U"'-,p u

(

©

5 %
é

g, MICIOMON0Spora
Stre ptl:-m':.ﬂ: es m
|

Fa,

Streptosporangium

Actinoplanes

FigureO3Principaux groupes d'actinomycée(Stanier, 1966.
1.9.Ecologie des actinomyceétes et distribution dans lsature
1.9.1. Ecologie des actinomycett
Les actinomycetes sont tres largement distribués @anature eprincipalement dat
les sols de différentes natur(Tab .1). lls ont été trouvés dans les eaux douces ou S
dans les compostes, dans I'atmosphére et danshesats les plus diver
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Les actinomycetes sont généralement plus nombrewex les champignons, mais
moins abondants que les autres bactéries. Lesoaptaetes préférent un pH neutre ou peu
alcalin, ils sont généralement mésophiles, d'autsemt thermophiles tolérants des
températures avoisinant 50°C et peuvent aller jasg@°C (Goodfellow et Williams 1983)

1.9.2 Cycle de vie

Le cycle de vie de nombreux actinomycétes comm@ae la germination des spores
(Figure 04), processus qui nécessite la présence des iondailentaCette germination donne
naissance a un myceélium primaire ram{f2Gara & al, 2008). Un mycélium aérien vient de
se dresser au-dessus du mycélium de substratfércefdernier s’autolyse et les produits de
la lyse sont utilisés par le mycélium aérien, c'astce moment-la que les composeés
médicalement utiles sont synthétisés, et on lexlbppnétabolites secondair¢gSmaoui,
2010) I'extrémité du mycélium aérien se forme des spasexuées a paroi fine appelées
conidies ou conidiospores, ces spores nhaissent spptation du mycélium primaire
habituellement en réponse a un stresse d’enviroene(manque de nutriment). Si les spores
sont localisées dans des sporanges, on les apfedlesporangiospores. Généralement ces
spores ne sont pas résistantes a la chaleur, és#gsent bien a la dessiccation et ont de ce fait
une importante valeur adaptative, les actinomycsebes immobiles, excepte pour les spores

de certains genreg¢tinoplan, Spirillospora..etc.)(Prescott & al, 2010).

7

Germinating
Spore e

‘\ s e |

=1
Spare g ] : &
Chains - - e .1 .
? _____h \
p — J 2 dayw

Mature Flevawa | Microtisology

Figure 04: Cycle de développement des actinomyd&eson & al, 1989).
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1.9.3.Distribution dans la nature

Les actinomyceétes sont largement répandus daneridenLeur nombre dépend de
nombreux facteurs, dont la nature et 'abondande deatieére organique, la profondeur, le
pH, l'aération et 'humidit¢Theilleux, 1993).
1.9.3-1 Les sols

Dans le sol, ils sont présents depuis la surfasguja plus de 2 métres de profondeur.
Le nombre de ces microorganismes atteint d'agi@eodfellow et Williams, 1983)
généralement les 106 germes par gramme de sol.déelépport Microorganisme totaux /
Actinomyceétes, diminue au fur et a mesure que tfopdeur augmente. Selon ce méme
auteur, alors gque la couche superficielle contenmoins 80 % de bactéries actinomycétales,
par rapport au nombre total de microorganismegoleche située a une profondeur de 80
centimetre ne contient que (40%) ou beaucoup mpisgu’a seulement 16 % D’aprés
(Waksman, 1967).
Tableau 2 :Fréquence des divers genres d’Actinomycétes @assl(Waksman, 1967).

Genre Pourcentages
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,4
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,2
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporagium 0,10
Actinomadura 0,10
Microspolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04

1.9.3.2 .Le milieu marin

Certaines souches d’actinomycetes ont été retrgulaes des environnements marins
(Imada et al, 2007).Dans des sédiments situés a plus de 4000 m dengleir(Khattabi et
al., 2002).lls sont présents dans les fonds fluviaux ou laeastempérature optimale faible ;

(Larpent et Sanglier, 1989) Les actinomycetes sont également présents dansadss
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extrémement alcalins, les lasalés, en revanche il semblerait qu’ils sont alssdans les
eaux miniéres tres acides, et les sources therntedes chaudes d’origine volcaniques
(Lechevalier, 1981).
1.9.3.3 Air

La présence d’Actinomycétes dans lair, sous forrde propagules, est
proportionnelleaux poussiéres dispersées par le vent.
Tableau 3 : Répartition de quelques genres d'actinomycetes pgre d’habita
(Goodfollow et Williams, 1983).

Genre Habitat
Actinomadura Sol
Actinoplane Sol, Eau, Litiere
Frankia Nodules des racines
Microbiospora Sol
Micromonospora Sol, Eau
Rhodococcus SOL, Eau, Fumier, Litiere, Matiére en décomposition
Saccharomonospora Sol, Eau, Litiere
Streptomyces Sol, Eau
Steptosporangium Matiere En Décomposition Et en Fermentation

1.10. Importance des actinomycetes
[.10.1 Importance en agronomie

Les actinomyceétes représentent un pourcentage ééeleébiomasse microbienne du
sol. lls ont la capacité de produire une large é&tard’hydrolases extracellulaires, qui leur
conférent un réle dans la décomposition de la m&atiéganique dans le sol, les actinomycétes
apparaissent avoir de I'importance parmi la mianaflde la rhizosphére comme Le genre
Frankia est trées connu en foresterie pour son role dafigddon d’azote atmosphérique en
symbiose dans les nodules racinaires de certainesardicotylédones (autres que les
légumineuses) comme le casuarina, 'orme, I'audte,(Becking, 1974).
Leur pouvoir antagoniste prononceé leur confere @la dans la distribution écologique des
microorganismes et dans la lutte biologique cooémtains agents phytopathogenes du sol
(Goodfellow et Williams, 1983).Les actinomycétes ont un réle important dans tesgssus
de recyclage et de biodégradation de la matieranigge et des éléments minéraux et
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contribuent ainsi a la fertilisation des s@@oodfellow et al,. 1984)Ils ont un grand pouvoir
de transformation des substances organiques coagptiificilement ou non dégradables par
les autres microorganismes, tels que les polyméassplexes, les polysaccharides, les
lignocelluloses, la chitine, efd.echevalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983)ls sont
aussi capables de dégrader certaines toxinesimsgar des champignons toxinogenes et
réduire aussi leur teneur dans les produits fireuagro-alimentairéHolzapfel et al., 2002).
1.10.2 Importance en biotechnologie

L’hétérogénéité biochimique des actinomycetesy ldiwversité écologique et leur
exceptionnelle capacité a produire des métabosiez®ndaires font d’eux des producteurs
potentiels de nombreux composés intéressants erstitel pharmaceutique et alimentaire
(Abbas, 2006) Les actinomycétes gagnent en importance, car keigdus importante source
de production d’antibiotiques et autres métabolgesondaires bioactifévValanarasu et
al.,2009) ce qui fait d’eux des producteurs intéressantsi@umstrie pharmaceutique. Ainsi de
nombreux métabolites sont synthétisés qui peuvemtés : antibiotiques, enzymes telles que
les enzymes alcaline@.i et al. ,2005), les transglutaminases, les xylanases et cellulases
utilisées dans le traitement des sous-prod(Rawashdeh et al. ,2005)des inhibiteurs
d’enzymes, des vitamines, des immunomodulatd@adji, 2006) des herbicides, des
pesticides ou des antiparasitaif@skay et al ., 2004).

Parmi les molécules élaborées par les Actinomygcegegement 20% représentent des
antifongiques(Sanglier et al ., 1993).structure polyénique et non-polyéniq(®ushnell
1983),

I.11. Actinomycétes pathogenes
Certaines especes d’Actinomycetes sont pattesggour les végétaux, les animaux et
L’'Homme (Mc Neil, 1994 ; Boiron, 1995)Parmi les exemples les plus connus, on peut citer
-Streptomyces scablegsponsable de la gale de la pomme de terre.
-Actinomyces bovjsesponsable d’'une actinomycose chez le bétail.
-Mycobacterium tuberculosegent de la tuberculoseMtycobacterium lepraeagent de
la lepre .
-Nocardia asteroidesesponsable de la nocardiose humaine .
-Micropolyspora faeniresponsable d’'une pneumonie allergique chez I'ihem
Il.Substances bioactives produites par les actinoncgtes

Les actinomyceétes représentent une grande propatéida biomasse microbienne du

sol. lls ont la capacité de produire une largeétarde molécules bioactives entre autres des

antibiotiques et d’enzymes extracellulaires.
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1. Les antibiotiques

Depuis 1940, la fabrication des antibiotiques a prie part dominante dans l'industrie
pharmaceutique, représentant pres de 25% de sifire chiaffaire.

En ce qui concerne l'activité antifongique des ramtiycetes, elle ne se limite pas
seulement aux champignons filamenteux mais s’éemdevures et aux dermatophytes.
A titre d’exemple, la souch®treptomyces mutabilésente une activité anticandidale envers
Candida albicans(Sanasam et Ningthoujam, 2010)get la soucheStreptomyces rochei
présente une activité antidermatophytique vis-akwislermatophytélrichophytum rubrum
(Lakshmipathy et Krishnan, 2009).

W Strepfomyces d'aufres actinomycetes

Bactéries non filamenteuses Champignons

Figure 05: Secteur angulaire montrant la répartition de prodoales antibiotiques
(Berdy, 2005)
2. Les extremozymes
Apres les antibiotiques, les enzymes sont less pimportants produits des
actinomycetes. Ces enzymes peuvent avoir des apphiis médicales, en Biologie
moléculaire, en industrie Alimentaire ou celle détergents, ...etc.
Les enzymes isolées a partir des actinomycétesdsonnements extrémes, dites

Actinomyceétes extrophies, sont commercialementitng®rtantes.
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1. Definition et origine des antibiotiques

Un antibiotique (du Grec anti : « contre », et bigsla vie ») est défini comme une
substance naturelle produite par les microorgarsstioat I'action est d’inhiber la croissance
de bactéries (action bactériostatique) ou de les (action bactéricidg)Decre et Courvalin
,1995) Il peut étre antibactérien, antifongique, antggeux, antiviral ou antiparasitaire. La
synthése des antibiotiqgues est largement répankez les Actinomycétes, 50 a 75% des
souches isolées en sont productrices et sontigiderde 70% des antibiotiques naturels
connus dans le mond@ableau 4) C’est en 1944 que le microbiologiste américain S.
Waksman a décrit pour la premiere fois la streptne qui est un antibiotique produit par
un Actinomycete telluriqueStreptomyces griseu€e fut le premier médicament qui se révéla
efficace contre la tuberculose.
Tableau 04: Importance relative des groupes microbiens primaus des antibiotiques
(Okami, 1988).

Microorganismes producteurs d’antibiotiques % daltdes antibiotiques décrits
Champignons
Penicillium 4,1
Aspergillus 3
Fusarium 1,2
Cephalosporium 0,8
Basidomycétes et Ascomycétes 05
Bactéries
Pseudomonadaceae 1,3
Bacillaceae 07
Autres Eubactériéries 1,7
Actinomycétes 69,7
Liens et algues 0,8

L’histoire des antibiotiqgues a débute avec la déede de la pénicilline par Fleming
dans les années 40, depuis, les activités antibiemoes des antibiotiques produits par les
microorganismes ont été considérablement étudiéesecherches entreprises ont permis de

compléter I'arsenal antibactérien mis a la dispmsitles médecins et du grand public. Des
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microorganismes producteurs de chloramphénicol,ndemycine, de tétracycline et de
terramycine furent isoles des 1953. La découvearteagients chimio thérapeutiques et le
développement de nouveaux médicaments plus pusssahtévolutionne la médecine
moderne et ont fortement diminue la souffrance hoen@rescott et al., 2007).

les antibiotiques selon leur formule chimiquasmaniere dont ils agissent sur les
microorganisme et leur effet cliniques les antilgioés sont groupes en deux familles les béta
lactamines les aminosides (ou oligosaccharides s) phénicols les tetracyclines les
polypeptides les macrolides les antituberculeuxdesfongiques les antimitotiques et les
antibiomimétiqueglbewuike et al.,1997).

2. Le mode d'action

Il est, soit bactériostatique (enfpede développement microbien) essentiellement
tétracyclines, phénicols, macrolides, soit bacideic(qui détruit les germes) les
bétalactamines, les aminosides, les polypep(@amier et al ., 2004)Chaque antibiotique
posséde un spectre d'action, qui est la flore mierme sur laguelle il exerce son activité
bactéricide ou bactériostatique, il est d'autamis darge, ou étendu, que le nombre des
especes microbiennes sensibles est grandspeetre d'action varie d'un antibiotique a
l'autre(lbewuike et al. 1997).

En revanche, les bactéries avaient trouvé ®gens pour résister et par conséquent,
éviter l'action des antibiotiques, et se développer présence d'une concentration en
antibiotique significativement plus élevée que edibbituellement active sur les souches de
cette espece. Il faut distinguer la résistamoeee ou naturelle, de la résistance aequis
apparaissant chez des bactéries sensiblesaatiiiotiques. Celle-ci, correspond a une
adaptation des bactéries aux antibiotiquesesjuilue soit a des mutations, soit a la présence
des nouveaux genes portés par des plasmides dradsgosons.

La résistance par mutation chromosomige concerne qu'un faible pourcentage des
souches isolées en clinique; par contre la résistdiorigine plasmidique est beaucoup plus
fréquente, découverte a la fin des années 50,@n ala suite d'une épidémie de dysenterie
bacillaire. Schématiquement, les mécanismes géxégau permettent aux bactéries de
résister a un antibiotique :

Par imperméabilité des bactéries, diHactamines qui concerne uniquement les
bactéries a Gram négatif (principalement Rseudomongspeut étre due a une diminution
guantitative des canaux de transport hydrophi(esrines) ou une modification de la

structure de ces porines ou des LPS (lipopolysaittd)a ces altérations sont consécutives a
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une mutation dans le génome bactérien, et ellextafit assez souvent le passage d'a
antibiotiques, chloramphénicoluinolones, tétracyclines: c'est une résistancesée

Par inactivation de l'antibiotique, action enzyina¢ sur les p-lactamines par
ouverture du Cycl@-lactame, qui est le mécanisme principal égistance des bactér
a ces antibiotiges, ce sont dei-lactamases. Parfois leur synthese est augmeni@e@sence
dep-lactamines, l'enzyme alors est inductible (dasla pénicillinase cStaphylococcus
aureus).

Par altération de la cible cellulaire de tifsiotique, ou modification de la cib
sur laquelle se fixe l'antibiotique cas @-lactamines se fixant sur les PLPs (protéi
de liaison aux pénicillines), essentiellemerdestsée chez les bactéries a Gram po:
ou la synthee de molécules ayant une faible affinité poumalgibiotiques(Rice-evanset al .
, 1995)

©

Diminution de la pénétration

®©

Augmentation
de I'efflux

Modification du récepteur
ou du site actif

Dégradation enzymatique ou

modification de I'antibiotique

Figure N° 6 : Mécanismes de résistance bactérienne aux antibées

O Ia substance antibiotique & “récepteur, . & récepteur modifié, @ pompe

d’efflux, : "{"L' enzyme, :iﬁ'dégradation de I'antibiotiqgu@iemaiswaryeet al., 2008).
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3. Application des antibiotiques issus des Actinonogtes

Si les antibiotigues issus des Adtigoetes sont connus d’abord pour leurs
applications médicales, ils présentent un intéignificatif dans les domaines de la santé
animale, de I'élevage et de l'agricultyierdy, 2005).

3.1. En santé humaine
Parmi les nombreux antibactériens issus d’Actincéigs, on peut citer comme exemple :

- Les gentamicines produites pdicromonspora Pour traiter des infections sévéres
des germes a Gram-négatif.

- La rifampicine, un dérivé de la rifamicine proguipar Nocardia mediterranei
utilisée dans le traitement de la tuberculose.

Outre les antibactériens, l'activité de ces malés peut s’exercer vis-a-vis des
champignons. L’antifongique le plus exploité enrdp@utique est la nystamine, un tetraene
extrait de culture deS. noursei(Ouhdouch, 2001)L’antiparasitaire bien connu est la
spiramycine, un macrolide antibactérien 8e ambofaciensefficace dans le traitement de la
toxoplasmoséNinet, 1960)

L’antivirus qu’on peut mentionner est la 9-Z-araifuranosyladine deS.antibiticus
synthétisé par voie chimique et actif sur le vided’herpéqNinet, 1960).

Plusieurs anthracyclines et quinones dont la diaupicine deS. coeruleorubidisont utilisés
dans le traitement de plusieurs types de cancat,lde leucémies en particulier.
3.2 .En santé animale et élevage
Les antibiotiques issus des Actinomycetes sonisésilen élevage comme adjuvants
pour l'alimentation animale en stimulant la croissa et en améliorant le rendement
alimentaire ou en protégeant les jeunes en délélgvdige. C'est le cas des bambermycines
utilisées chez le porc et les volailles.

Les antibiotiques sont aussi largemetiisés en médecine vétérinaire, comme
l'ivermectine produite parStreptomyces avermitiligui est un anthelminthique (contre les
nématodes chez les animay(&japley et Woodruff, 1982).

3.3. En agriculture

Les activités des antibiotiques destinés a l'atfiiice s’étendent a différents domaines
comme le controle des maladies des végétaux (ingkd, herbicides et régulateurs du
métabolisme végétal). La blasticidine est un mns$ongicide, connue pour son activité sur
Piriculariaoryzae, pathogéne chez le(Bemain, 1995).
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1. Définition

Les substances antifongiques sontiellement utilisées dans trois domaines
principaux: en thérapeutique humaine et vétérin@ntifongiques systémiques ou topiques),
dans l'industrie alimentaire (conservateurs) ealenentation animale, pour la prévention et
le traitement des atteintes fongiques des plandes,bois de construction ou d'autres
matériaux.

Ces substances antifongiques ont dedtgines: ce sont soit des produits du
métabolisme secondaire de divers microorganisnoésjes produits chimiques de synthese.

Les antifongiques d'origine microbmilpue utilisés actuellement en clinique sont
essentiellement de structure polyénique, notamitamphotéricine B et la nystatirfiBastide
et al., 1986).
2. Historique

La découverte de la nystatine en 1950 par HazeéBrain, qui est un polymére a

activité antifongique synthétisé par Streptomycas,ouvert I'ére de I'antibiothérapie
antifongique(Drouhet et al ;,1978) Depuis, plus de 200 molécules antibiotiques potyges
furent découvertes. Mais des problemes de solé@pdiabsorption et de toxicité n’ont permis
l'utilisation que d’'un nombre restreint de ces cosgs en thérapeutiqu@elkherroubi,
2009).

14 —
Anidulafungim
i Caspolungin L-AmB
Micatungin
5 vVorconazole ABCD
E:; 10 — Posaconazole ABLC
= Terbinafine
L=l
L2 B Itrac onazole
ﬁ Flucona=als
g 6 — Ketoconazole
E_ Mic onazole
&
E 4 5-FC
-
= riseotubvin
2= Amphotericin B
Mystatin
0 T | i | 1
1950 1960 1570 1280 1950 2000

Figure 07 : Chronologie de la découverte des différents agamtifongiques.
(Ostroskyzeichneret al., 2010).
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3. Classification des antifongiques selon l'originet la structure
Malgré la recherche permanente de nouvelles cdaislaires, I'arsenal thérapeutique
disponible pour lutter contre les infections fongeg est relativement limité puisque seules
quatre classes de molécules, ciblant trois voiesalo@éques distinctes, sont utilisées
aujourd'hui en clinique : les fluoropyrimidines,slgolyénes, les dérivés azolés et les
échinocandineévandeputte, 2008).
3.1. Antifongiques de synthése chimique
A. Les azolées

Les dérivés azolés sont les antifgngs les plus utilisés en clinique. Pour cette
raison, ils sont les plus étudiés par la communscigntifique, aussi bien au niveau de leurs
propriétés pharmacologiques et de leur mode digatjoe des stratégies de défense adoptées
par les micro-organismes.

Les dérivés azolés sont des moléayelques organiques, qui peuvent étre divisées
en deux groupes, les imidazoles, contenant deumest@'azote dans le cycle azolé, et les

triazolés, contenant trois atomes d'agdandeputte, 2008).

B. Les fluoropyrimidines

Les fluoropyrimidines, dont les seulksprésentants actuellement utilisés chez
I'hnomme sont la 5 fluorocytosine (5-FC) et le Seflouracile (5-FU). Ce sont des molécules
de synthéese, analogues structuraux d'un nucléetidi@nt dans la composition des acides
nucléiques, la cytosin@andeputte, 2008).

3.2. Antifongiques naturels
A. Les polyenes

Les polyenes sont des macrolidesi¢aules organiques cycliques amphotéres. La
plupart sont constitués d'un cycle macrolacton@@e 40 atomes de carbone sur lequel est
branché un groupement D-mycosamine. Leur caraat@photére est lié au regroupement de
plusieurs doubles liaisons conjuguées (d'ou leun e "polyéne") sur une face du cycle
macrolactone, qui est donc hydrophobe, et de graapts hydroxyles sur l'autre face, qui est
hydrophile(Vandeputte, 2008).

Plus de 200 molécules appartenéatsse chimique des polyenes, pour la plupart
isolées chez des bactéries du genre Streptomyoesine activité antifongique. Cependant,
seules trois molécules ont une toxicité suffisamnienitée pour permettre leur utilisation en
clinique : 'amphotéricine B, la nystatine et laamycine(figure 08) (Vandeputte, 2008).

Les antifongiques de structure polyénique, actfeatiellement contre les
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champignons, et par opposition, les antifongiquestducture non polyénique pouvant étre
souvent antibactérier{Berdy et al., 1987).

Bien que les polyenes puissent &imethétisés chimiquement, ils sont encore
produits aujourd’hui, pour des raisons économigaepartir de culture de Streptomyces.
(Vandeputte, 2008).
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Figure08 structure chimique des trois antifongiques polgéas majeurs
(Vandeputte,2008)
B. Les échinocandines
Parmi les échinocandines, on pewr da caspofungine. Cette substance est issue
d’'un produit de fermentation de Glarealozoyensisit€C molécule est le premier d’une
nouvelle classe d’antifongiques : les inhibigewe la synthése df_(1,3) D-glucan,
composant essentiel a la paroi cellulaire de plusichampignons pathogér{€arle et al.;
2003).
Trois molécules sont actuellemenpalisbles ou en cours de développement : la
caspofungine, anidulafungine et micafungiRautemaa et al., 2008).
C. Les antifongiques non polyéniques
Les réactions secondaires et uniaioe toxicité liée a la structure polyénique des
antifongiques ont conduit a la recherche de nouveatibiotiques avec en priorité la
production de dérivés de structure non polyéni@enallaoua et al., 1990).
Les antifongiques non polyéniques des structures assez variées. Ills sont moins

importants en thérapie que les polyenes sauf poelgges uns comme les aminoglycosides
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(kasugamycine), les quinones (anthracyclines), h&térocycles azolés (blasticidine),
aromatiques (griséofulvine), les composés alicyagy(cycloheximide). Leur utilisation dans
I'industrie alimentaire et dans I'agriculture estiois courantéZitouni, 2005).

Leur spectre UV- visible est tresiaile mais en aucun cas ils ne présentent les
trois pics caractéristiques des polyeaéBadji, 2006).

Les antifongiqgues de structure pofyénique sont surtout représentés par la
griséofulvine, active sur les dermatophytes. D&siubstances non-polyéniques, telles que le
cycloheximide, l'azalomycine F ou la saramycétinentn que des applications limitées
(Bastide et al., 1986).

4. Mode d’action des antifongiques
Les différents modes d’action sont résumés datableau ci-apres.

Tableau 05 :Classification des antifongiques selon la c{@eursen et al., 2008)

structure Muode d*action Exemple
Polvénes Rupture de |2 membrang
Azolés Inhikition de I synthése Imidazoles ketonazole,
de "ergostérol Trizzoles. fluconazoles,
Itraconazole
Allviamines Inhibition de la syvnthése Tarbinafine butznafineg
de "erpostérol
Pvradone Rupture de ia membrane et Ciclipirox olamine
de 1 & paroi
Marpholine Inhibition da la synthése Amaraifing
de 'erposiéeol
Pyrimidine Inhibition de la synthése de Flucyinsine
fuorée thymidyiate
Echinocandine Inhibition da la synthése Caspofungne,
du glucane Anidulafungine
autres Anti-mitotque, rupturs du Griséofulvine

5. Effets post-antifongiques

fuseau callulbaire

L'utilisation des antifongiques aitre des conséquences

plus au moins

considérables .Les azolés ont des effets secosdgiigoeuvent étre non négligeables comme
une diminution de la synthese de testostérone @u gliecocorticoides et des atteintes
hépatiques ou gastro-intestinales sévefesnt et al.,, 1982). Enfin, de nombreuses

interactions médicamenteuses ont été rapportéest Gour ces raisons que les triazolés ont

fait leur apparition.
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Les fluoropyrimidines ont des effesgcondaires qui sont le plus souvent
négligeables, bien que des effets plus gravesraskiisant par une hépatotoxicité et une
atteinte de la moelle osseuse puissent survenifafmn surprenante, ces effets secondaires
sont identiques a ceux observés lors d'une admwatist de 5-FU, bien que I'homme ne
posséde pas de cytosine désaminase, I'enzyme segpomle la conversion de la 5-FC en 5-
FU au sein de la cellule fongig@é&Villiams et al, 1981).Des travaux suggerent que la flore
intestinale serait responsable de cette convegtiarl'origine des effets secondaires graves de
la 5-FluorocytosingvVandeputte, 2008).

23



Materiels et
méthodes



Matériels et méthodes

| —matériel biologique
1. Origines des isolats d’actinomyceétes

Quatre souches actinomycetes fournissent par entr@dreur Mme LEULMI N. Ont
fait I'objet d’études durant ce présent travail’lgit de trois isolat (4, 10 et 47) ont été ésol
a partir d'un sol forestier rhizosphérique et is@a a été isolé a partir d'un sol montagneux
(KHENCHELA).
2. Les bactéries tests

Elles sont constituées de bactéries a coloratiorGden positive $taphylococcus
aureus, Bacillus cereus) et contre des bactéries a coloration de Gram ivéggdischerichia
coli, Proteus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter et Pseudomonas aeruginosa) (tableau 10)
Tableau 06 Les bactéries tests (hopital de Khenchela)

Bactéries tests Code GRAM
Escherichia. coli ATCC :25922 Negative
Pseudomonas aeruginosa| ATCC :27853 Negative
Proteus sp Souche Clinique Negative
Bacillus cereus Souche Clinique Positive
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Negative

Staphylococcus aureus ATCC : 43300 Positive

Staphylococcus aureus ATCC : 25923 Positive
Enterobacter sp Souche Clinique Negative

3. Les champignons tests

Les activités antifongiques ont été déterminéesreateux champignons filamenteux
Fusarium oxysporum et Aspergillus niger (laboratoire de mycologie, Constantine 1)
lI-Test d'activité antibactérienne

Pour la mise en évidence de [activité antibaatéee de notre souches
d'actinomycetes, six milieux de cultures différef@snnett, SM, SMK, YMEA, Czapec,
SCA ) ont été utilisés. La composition de tous geléeux ainsi que celle des milieux de
culture exploités dans le test d’activité antibaettne est donnée en annexe. Le test d’activité

antibactérienne est réalisé par la méthode desdrgk d’Agar.
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Matériels et méthodes

II.1. Technique de Cylindre d'agar

Les différentes souches d’actinomyceétes isolés eaggmencées par stries serrées a la
surface de milieu YMEAannexe)coulé dans les boites pétri. Aprés 14 jours diration a
28°C, des cylindres de 6 mm de diametre sont péélavpartir de ces boites par un emporte-
piece stérileet sont déposés a la surface dessk®éti contenant le milieu Mueller Hinton
(annexe) et ensemenceés préalablement par les bactériss-Rags ces boites sont placées
deux heures dans le réfrigérateur a 4°C pour pémniet diffusion des substances actives,
ensuite, ces boites sont incubées a 37°C pendaatd84heures. Les zones d’inhibition sont
mesureées apres l'incubation.
llI- Activité antifongique

L’antagonisme des actinomycetes vis-aisarium oxysporum et Aspergillus niger
manifeste par linhibition de la croissance myadtie de ces champignons lorsqu’ils sont
cultivés ensembles avec ces bactéries dans une bwtaale Pétri. L’activité antifongique
des actinomyceétes testés vis-a-vis deux champigoonsernés, Husarium oxysporum et
Aspergillus niger) a été effectué sur le milieu (PDA) par la teclueigs) des cylindres d’agar.
Un cylindre de chaque souche d’actinomycete es¢pEén I'aide d’'une pince stérile et mise
en culture sur milieu PDA, puis on ensemence chafaepignon par touche au centre de la
boite. Les boites portant les cylindres sont maimés a 4°C pendant 24h avant d'étre
incubées pour permettre la diffusion des substanaesves tout en empéchant
momentanément la croissance des microorganismdss cibhes zones d’inhibition sont
mesureées apres 14 jours selon la relation
1%=(C-T)/C x 100.
| %: pourcentage d’inhibition.
C : Diameétre de croissance de champignons dansoike loontréle Aspergillus niger
(45mm),Fusarium oxysporum (37 mm).

T : Diamétre de croissance de champignons dansitia teste
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Résultat et Discussion

|. Tests d'activité antibactérienne

Pour mettre en évidence le pouvoir inhibiteur geatre isolats ( 04 , 47 , F10 ,
M10) contre les bactéries- test ont utiliser dahhique de cylindre d’Agar sur différents
milieux ( Bennett , SM , SMK , YMEA, SCA et KzapacDont une forte concentration de
molécules bioactives libérées diffuse plus rapidengeie la croissance de la souche-test ce

qui conduit & une zone d’inhibition importarfkoch, 1999).

|.1.Résultats
Apres 24 heures d’incubation, la présence de zomikition est observée et le
diametre d’inhibition est mesuré a I'aide d’'uneleegraduée millimétrée.
Les résultats obtenus dans les tableaux suivants .
Tableau n07: les diametres des zones d’inhibitions (mm) deatrg isolats contre les

bactéries a Gram+ en fonctions des différents miligtilisés.

Activité contre bactéries tests a Gram+
Milieux | Isolats |StaphylococcusStaphylococcus Bacillus cereus
aureus25 aureus43
47 25 22 15
Bennett 4 32 33 20
F10 11 17 14
M10 28 30 28
47 27 21 18
4 12 15 -
SM F10 18 i 12
M10 22 19 15
47 11 10 12
4 15 10 -
SMK F10 12 i i
M10 27 30 30
47 20 24 12
04 16 15 10
YMEA 1 k10 - 30 i
M10 18 30 -
47 25 - 12
4 - - .
SCA F10 26 i 15
M10 15 10 10
47 - 9 17
C 4 . i i
2apec | k10 14 - .
M10 14 10 -
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Tableau n 8: les diametres des zones d’inhibitions (mm) destrquesolats contre les

bactéries a Gram- en fonctions des différents miligtilisés

Activité contre bactéries a Gram-

Milieux | isolats | Escherichia| Pseudomonas Proteus Klebsiella | Entérobacter
coli aurugenosa Pneumoniae

47 17 - - - 27
Bennett 4 30 - 15 22 -
F10 - - - - -
M10 - - - - -

47 9 - - - -

F10 - - - - -
M10 - - - - -
47 - - - - -
SMK | 4 - - - - -
F10 - - - - -
M10 - - - - -

47 - - - - 30
YMEA | 4 15 - - 14 -
F10 - - - - -
M10 - - - - -

47 - - - - 12
SCA | 4 - - - - -
F10 15 - - - -
M10 - - - - -

47 - - - - 12
Czapec| 4 - - - - -
F10 - - - - -
M10 - - - - -

1.1.1.Test d’activité antibactérienne pour isolat 4

la plus grande zone d'inhibition a été obtenue reastaphylococcusureus43 de
diameétre a 33mm &taphylococcus aures (32mm) [Escherichia .col(30mm),Bacillus
.cereus(20mm) par les cylindres d'Agar prélevés a pattirmilieu Bennett . Hormis ce
résultat, les diametres des zones d'inhibition maisteavec les cylindres d'Agar prélevés a
partir des milieux de Bennett, YMEA et SM sord [@dus importants. lls dépassent les 15
mm pour les zones d'inhibitions con8t&aphylococcus auredss et 25.
A l'exception dd°seudomonas aeruginosst Entérobacter sp

Tandis que les cylindres d'agar ont montré uneigettontreKlebsiella pneumoniae
(22mm) et seulement (15mm) des cylindres d'againtnibé la bactérid’roteus sp Dans
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'ensemble les milieux qui favorisent la productidiantibactériens par lisolat 4 sont les
milieux Bennett et YMEA, les milieux SM et SMK daogmt une production moindre et enfin
le milieu SCA et Czapec dans lequel cette prodoatst faible.

1.1.2. Test d’activité antibactérienne pour isolaé7

En ce qui concerne lisolat 47, Les cylindres diApeélevés des six milieux de
production testés ont inhibés les bactéries-tetitsées a I'exception d@roteus spet
Pseudomonas aeruginosaKlebsiella pneumoniet le plus grand diameétre d'inhibition est
obtenu avec les cylindres d'Agar prélevés a pddimilieu de SM contr&taphylococcus
aureus 25 (27mm). Les résultats obtenus, nous permettentdigiser les milieux de
production en 3 groupes, le premier formé du mitleuSM avec lequel nous avons obtenu un
diametre d'inhibition supérieur a27 mm, les milieBennett et YMEA forment le deuxiéme
groupe dont les cylindres d'Agar provoquent deggatinhibition de diamétres compris entre
12mm et 25 mm En fin le troisieme groupe, dontdgiindres d'Agar entrainent des zones
d'inhibition de diametre inférieur 9mm a, est cdanétdes milieux SMK , SCA et CZAPEC .
1.1.3.Test d’activité antibactérienne pour isolat MLO

Pour l'isolatM10, le plus grand diamétre d'inhiitia été obtenu avec les cylindres
d'Agar prélevés a partir du milieu de SMK, il eeBA mm contre s 48aphylococcust de30
mm contreB.cereuset de 22mm contrstaphylococcus aureub. lls dépassent les 30 mm
pour les zones d'inhibitions contr8taphylococcus aureug3 et Bacillus cereuset
staphylococcus aureus25 de 28mm. A [I'exception dé’seudomonas aeruginosa,
EntérobacterEscherichia. Coli, Proteus sgt Klebsiella pneumonie.

Les milieux de Bennett, SMK, sont des milieux deduction avec lesquels nous
avons obtenu les plus grandes zones d'inhibitios lmamilieu de SMK reste le milieu le plus
favorable pour la production d'antibactériens, Ikenn le moins favorable pour la production
d'antibactériens par l'isolat M10 est le milieu A, YMEA et Czapec.

I.1.4.Test d’activité antibactérienne pour isolat A0

Pour l'isolat F10, la plus grande zone d'inhibitioété obtenue cont&taphylococcus
aureus(17mm) Bacillus.cereug14mm),Staphylococcus aure@b (11mm) par les cylindres
d'Agar prélevés a partir du milieu Bennett. Horroes résultat, les diametres des zones
d'inhibition obtenus avec les cylindres d'Agar evék a partir des milieux de Bennett et SM
sont les plus importants. lls dépassent lesl8 mmr pes zones d'inhibitions contre
Staphylococcus aureus2®&t Bacillus.cereus (12mm). A [I'exception dePseudomonas

aeruginosaetEntérobacter sp, klebsiella pneumone&®roteus sp .
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Dansl’'ensemble des milieux d favorisent la production d'antibactériens pasolat

F10 sont les milieux Bennett et SM, les milieux SCG& YMEA donnent une productic

moindre et enfin le milieu SMK eCzapedalans lequel cette production faible.

Figure 09: photo prise de 'activité antibactérienne

|.2.Discussion

D'aprés mesuré des diamétres des zones d'inhibiésmuatre isolats confondus s
supérieures a 33 mm ce qui nous permet de direlegusix milieux testés favorisent
production d'antibactériens par les quatre is@atdiés (M10, F10, isolat 4,0lat 47) c'est ce
qui explique leur utilisation pour la productionsdantibactériens par différents cherche
(Shomura et al.1979 ; Ouhdouch etal. 2001 ; Lemriss et al. 2003)On remarque a pari
des tableaux le milieu de Bennett est le meili@ilreu de production de ces substar
bioactives.

Pour quatre isolats, le milieCzapecest le milieu le moins favorable pour
production d'antibactériens. Le meilleur rendemeémtmilieu de Bennett par rapport &
autres milieux peut étre expliqué parrichesse de la composition chimique de ce der
notamment la présence de I'extrait de viande etdeles aminés de I'hydrolyse acide d
caséine. Au contraire le milieCzapec est pauvre, de ces compositibes autres milieu

testés sont richeen nutriments pour les microorganisn

En @ qui concerne les germes t ; les bactéries a Gram positif apparaissent

sensibles aux moléms bioactives des isolats d’actinomycéen comparaison ec les
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bactéries a Gram négatBelon Taker al L’or de la manipulation des nouveaux métabolites
secondaires, les actinomycetes sont souvent rgBsoret ils montrent une activité
antimicrobienne plus active contre les bactérieanGipositives que des bactéries Gram
négatif. Cette différence de sensibilité des digypes bactériens peut étre expliquée par la
différence morphologique, les Gram négatif possedane membrane de nature
lipopolysaccharidique qui rend la paroi imperméahl& substances hydrosolubles (polaires).
Tandis que les Gram positif plus susceptibles digppb d’une couche externe de
peptidoglycane qui n’est gere une barriere impebieéaefficace contre ce genre de

molécules.
ll. Tests d’activité antifongique

La production de métabolites antifongiques parigdetats actinomycetes est mise en
evidence par la technique des cylindres d’Agar #isant le milieu PDA pour les souches
testés. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 ael@es pour les levures et a 28°C pendant 3

jours pour les champignons filamenteux.

L'activité antifongique des isolats d’actinomyceissiées et purifiées a été mise en
evidence par la technique des cylindres d'agateGethnique a permis de détecter l'effet

inhibiteur des souches testées vis-a- vis des cigaimps-tests utilisés.
Il .1.Résultats

Apres 24 heures d’incubation, la présence de zomhikition est observée et le

diamétre d’inhibition est mesuré a I'aide d’uneleegraduée millimétrée. Les résultats sont
Permettant de calculé la zone d’inhibition pourdeampignons :

Ona:%I=-=x100

C : diamétre de croissance des champignons dansites bontréle

T . diamétre de croissance des champignons dansites kesté contrélée

Aspergillus niger: 45mm (contrélé)

Fusarium oxysporum: 37 mm (contr6lé)
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[1.1.1. Fusarium oxysporum
Donc : On mesurera le pourcentage de diamétreatess d’inhibition pour les champignons
Fusarium oxysporuma état des boites contrdlé égale 37mm dansidsaux suivant :
Tableau n09: pourcentage des diametres des zones d’'inhilfiion ) des quatre isolats

contreFusaruim oxysporum

Milieux Isolat 4 Isolat 47 Isolat M 10 Isolat F 10
Bennett 49 57 73 -
SM - 51 68 -
SMK - 57 57 -
SCA - 49 68 -
YMEA 35 - - -
CZAPEC - 51 46 -

[I.1. 2. Aspergillus niger

On mesurera le pourcentage des diamétres des @damtgbition pour les
champignon#\spergillus
Tableau n 10:pourcentage des diametres des zones d’'inhibitiom) des quatre isolats

contreAspergillus Niger

Milieux Isolat 4 Isolat 47 Isolat M 10 Isolat F 10
Bennett 38 58 69 -

SM - 60 67 -
SMK - 67 - -
SCA - 71 - -

YMEA - - - -
Czapec - 51 - -

Les isolats 47 etM10 est active conkspergillus nigeret Fusarium oxysporum
alors gu’'aucune activité n’est détectée confreisarium oxysporum sur I'ensemble des
milieux testés pour isolat 4 et F10, ces résultatsoborent ceux d'Augustine et &2005)
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montrant que les souches tefilamenteuses appartenant au gerspergillus sont les plus

sensibles aux moléculésactives d’actinomycete

Figure n 1C : photo prise de I'activité antifongique

I1.2.Discussion

Les milieux Bennett et SA et SM semblent favoriser l'activité antifongique de
souche actinomycetesntre I'isolat 47 et Ml(@lors que le miliel MEA et Czape donnant
une trés bonne activité apéictérienne s’est montré moiefficace dans ce cas. L'efficac
du milieu Bennett dans la production ctifongiques parapport au milietYMEA et Czapec
peut étre attribuée a I'absence du carbonate deupaltans cs milieux Ainsi, I'acidification
du milieu de culture au coure la fermentation affecte &abilité des antibactériens m.
pas celle des antifongiqa, sachant que la plupart @ntifongques connus sont stables a

acide ou faiblement acid¢iolmberc, 1978. Parailleurs, la production d’antibactériens
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plutét favorisée par un pH alcalin du milieu detord (Pandey et al., 2005)Le milieu SCA
est riche en sels minéraux et oligoéléments qut denbons ingrédients pour la synthése
d’antibiotiques par les actinomycet@3umenilet Sanglier, 1989 ; Shikha et al., 2005 ;

Hulya et Tarhan, 2006) en plus de composés a consommation lente.

L'isolat 4 et F10 ne présente qu'une faible atdivi antifongique qui apparait

seulement contrAspergillus nigeet Fusarium oxysporum:

Seul le test des cylindres d’Agar est employé paunise en évidence des activités
Antifongiques, cette technique permet un ensemeatan surcouche des microorganismes-
test, ce qui donne une distribution uniforme desesp fongiques sur toute la gélose, ceci est

difficile a obtenir dans le cas d’'un ensemencemanst la masse de moisissures.
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale et perspectives

Les Actinomycétes sont des sources prometteuses lpoproduction des
meétabolites secondaires bioactives. Environ 75%mdkecules sont produites par des
bactéries flamenteuses notamment le g&maptomyces.

Le but principal de ce travail est de tester defle différents milieux de
culture sur la production des biomolécules.

L’activité antimicrobienne a été testée en utiliskntechnique de cylindre
d'Agar contre deux types de bactéries a colardbieam positif et a coloration Gram
négatif.

Egalement, l'activité antifongiqgue a été testé momieux champignons
filamenteux Fusarium oxysporum et Aspergillus niger).

Les résultats obtenus dans la présente étude moqtre :

D'une part, l'activité antimicrobienne difféere d’uisolat actinomycétales dans
différents milieux de culture a une autre et tfawart, pour le méme isolat,
I'activité antimicrobienne différe d’'une soucheteesa I'autre,

Ces variations de résultats s’expliquent par let fqu'une bactérie
actinomycétales peut produire plusieurs types ddécutes antibactériennes et
antifongiques en méme temps.

La production des biomolécules par les quatreatsal’actinomycetes montre
gue ces souches ont la capacité de produire tetasices bioactives.

Au bilant, les résultats indiquent que les actinoétgs ont une activité
antibactérienne plus important contre les bact&i€am positif. En raison, de leur
structure morphologique. En ce qui concerne l'agtigntifongique, la plupart isolats
d’actinomyceétes sont trés actifs contre ces clgmops filamenteux.

Nous projetons de compléter a rechercher de ideatidn moléculaire des
souches productrice (ARN16), extraction des artiipi@s, caractérisation

structurales des molécules bioactives.
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ANNEXE

Les compositions des milieux de culture

Milieu Muller-Hinton

EXtrait de VIANAe. ... ..o e e e 300 g
LI/ 10 ] 11 P 02¢g
Y 01T o] o P 15¢9
- 179
EaU diStil@e... ... e 1L
] 7,2

Milieu de Bennett

D-GIUCOSE @NNYAre. ... oo e e e e e e e e aaaens 10g
CaSAMINOACIAES. .. ettt e e e e e et 29
EXIrait de [@VUIE. ... e e e e e 1g
EXErait de VIAaNGe. oo o e 19
0 - P 15¢g
BaU dIStllEE... ... e 1L
PH e e 7,5

0 = 209
EXtrait de [EVUIE ... e e e e e e e e e 49
Extrait de malte ... 10g
GIUCOSE .. e e e e e A0
- 1 PP 1g
Bau distillée ... 1000ml
P H o e 7,3
Milieu PDA

0 = 20g
POMME OB TBITE ...t e e e e e e e e e e e e e e aen s 200g
GlUCOSE ..t e e e e e e e 20g



ANNEXE

PH & e 7,2
Gélose nutritive

EXtrait de Viande. ... ..o 39
PP ONE .. e 59
0 = 15¢9
Bau distillée. ... 1000 ml

DH e e T4
Milieu SM
] C= 10X PN X0 [0

Y BAST EXITACT. ...ttt it e e e e e 49
(LT 0] (0] [ PP 29
0 [ TP 209
Bau diStillée ... e 1L
] 7.5
Milieu SCA
ST o 10g
@ 1= o 0.39
KN O B et e e e e e m—————— e aeaaas 29
N = T P 29
MOSOZ4 TH20 ... e e e e e e e e e e 0.05¢g
= 1 0.02¢g
FESOATHZO ...t e e et e e 0.01g
0 2 PR 209
EaU diStllEe. ... .. 1l

Milieu Czapec

= (o o] ] {0 1= 30g
AN O . L e e e 39
K2HPOA ... ..o et 3g
MOSOZ [ TH20 e e e e e e e e 0, 59
K L e e e 0,59
FES O 4,79
3 1@ B 1 0,01g
0 = 15g



Résumé

Les actinomycétes sont des bactéries responsablda groduction de la plupart des
molécules bioactives.

Dans ce travail, nous sommes intéressés a la @whele molécules antibactérienne et
antifongigques a partir des actinomycetes par atiid la technique de cylindre d’Agar
sur six milieux de culture différents.

Les quatre isolats d'actinomycétales isolés devimya de KHANCHELA ont présentée
une activité antibactérienne importante contrenains une bactérie teste.

Ce travail a prouvé l'effet de la composition ddiguide culture sur la production des
biomolécules, dont le meilleur milieu est le euliBennett.

En effet ces isolats possédent activités sigrifieati champignon filamenteux sauf
L'isolat F10.

Mots clés: Actinomycetes, Activité antibactérienne, milieu dmulture, activité

antifongique

Abstract
In this work, we are interested in seeking antibaat and antifungal molecules from
actinomycetes using the agar cylinder techniqusiodifferent backgrounds.
The 04 strains of Actinomycetales KHANCHELA wilayaf forest soils showed
significant antibacterial activity against at leaste bacterium - test used on touts
environments, the best environment for this agtiigtthe middle Bennett.
Indeed these isolates possess anti filamentousususggnificant activities exceptF10
isolate

Key words: actinomycetes; Antibacterial activity, antifungeitivity,
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