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Résumé

Dans ce travail, nous nous sommes intéresséseaxt@nche de substances antifongiques et
antibactériennes a partir de 12 isolats d’actinatgs L’activité antimicrobienne a été d’abord
testée sur difféerents milieux de culture afin déealle meilleur milieu de production. Ensuite, le
spectre d'activité des différents isolats a étéemdiné contre des bactéries a Gram positif, des
bactéries a Gram négatif, des levures et des clgamps filamenteux. Ainsi, parmi les 12 isolats, 9
ont montré une activité contre au moins un desauoig/anismes test.

En outre, les extraits organiques de trois desiis@tudiés ont été préparés et fractionnés par
chromatographie sur couche mince (CCM). Ensuits, bandes responsables de [Iactivité
antimicrobienne ont été identifiées par bioautof@p
Afin de déterminer le mode d’action des substampceduites, nous avons étudié leur action sur la
paroi deS. aureuslLes expériences réalisées suggerent que lesasgbstbioactives agiraient au
niveau de la paroi de ces bactéries.

Par ailleurs, une caractérisation physiologiquéiethimique des isolats a été entreprise.
Ainsi, la synthése de certains pigments (melangifi@gonoides et plyphénoles) par les isolats et
leur croissance en fonction du pH a été évaluétn Hramplification par PCR et le séquencage de
’ADN r16S de lisolat H15 a permis son assignatangenreStreptomyces
Mots clés: Actinomyceétes ; Activité antibactérienne ; Act&itintifongique; effet sur la paroi;

flavonoides ; polyphénoles ; mélanoides, CCM, idieation méléculaire.
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I. Actinomycétes
1. Propriétés générales des actinomycetes.

Les actinomycetes sont des bactéries a Gram-pasipfhbles de former des spores asexuées
(conidiospores ou sporangiospores) et des hypha#iéa, habituellement non fragmentés, leur
croissance donne lieu a des colonies circulairesti{€b, 1973 ; Lechevallier et Lechevallier, 1981)
; Les actinomycétes ont un coefficient de Chard&f#C%) supérieur a 55 %, généralement
compris entre 60 et 75% (Ensign, 1978 ; Larpe®agiglier, 1989 ; Chun at, 1997).
Comme les autres bactéries a Gram-positif, leurigallulaire est constituée d'une épaisse couche
de peptidoglycane qui joue un réle important danmaintien de la rigidité cellulaire ainsi que dans
la protection physique de la membrane sous-jacente.

Les glucides de la paroi permettent une séparaioquatre groupes majeurs (Lechevalier,
1968). Le spectre de sucre A (arabinose, galacestetaractéristique de la grande majorité des
nocardioformes (Nocardia, Saccharopolyspora). lextse glucidigue B (madurose, 3-O-méthyl-
D-galactose) est présent chez les maduromycetesinOftadura, Streptosporangium). Les
Streptomyces et apparentés ne synthétisent auaaidglen quantité caractéristique (spectre C). Il
en est de méme chez les Thermomonospora et lemdaetinomyces. La présencce de xylose et
d’arabinose (spectre D) est caractéristique degegeActinoplane et Micromonospora C'est
également selon le type de paroi que I'on peutrsefes genres les uns des autres et former des
groupes dans la classification classique des augmétes. L'analyse des lipides est un autre
élément qui, tout comme le type de paroi cellulaicairnit des informations de valeur dans la
classification et I'identification actinomycetes.

Outre leur paroi cellulaire caractéristique, ledirmnycetes possedent des structures
cellulaires également uniques a ce groupe. En, éffetombre de spores et la facon dont elles sont
formées, la capacité des actinomycétes a produise hyphes aériens ou non, la couleur des
colonies et l'odeur dégagée par les especes smiilisu de culture donné, la morphologie et la
couleur des mycéliums et des sporanges, les ceractde surface et la disposition des
conidiospores, le pourcentage en G+C de I'ADN,dégquences de 'ARNr 16S, la composition
phospholipidique des membranes cellulaires etdestance des spores a la chaleur sont autant de
tests simples a réaliser pour identifier sommairgmeelques-unes de ces bactéries.(Lechewatlier
al., 1977 ; Minnikinet al.,1977).
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2. Classification des actinomyceétes.

2.1. Les actinomyceétes nocardioformes

Les nocardioformes développent un mycélium védétpti se fragmente facilement en
batonnets et éléments coccoides. Plusieurs geare®iit également un mycélium aérien qui se
dresse sur le substrat et peut produire des canidimus les genres ont un contenu élevé en G+C
comme les autres actinomyceétes et presque tousdssnaérobies stricts. Le ger¥ecardia est
répandu dans le sol du monde entier et égalemerd s milieux aquatiques. Lé$ocardia
peuvent dégrader des hydrocarbures et des ciresnéibuer a la biodétérioration des joints de
caoutchouc dans les conduites d’eau potable etixi'esiduaires (Prescott, 1993).

2.2. Les actinomyceétes a sporanges miltiloculaires

Les actinomycetes de la section 27 Beargey’'s Manualforment des amas de spores
lorsqu’un hyphe se divise transversalement et tadgialement. Les sporanges ainsi formés sont
dits multiloculaires c’est-a-dire qu’ils contienriesie nombreuses cellules ou compartiments. Les
trois genres de cette section ont des parois de liypbien que les compositions en sucres des
extraits cellulaires différents. Le contenu en Grie de 57 a 75%.. Il se développe en association
symbiotique avec les racines d’au moins huit famille plantes supérieures non légumineuses (ex :
les aulnes) et c’est un microaérophile capablexge Fazote atmosphérique.

Les racines des plantes infectées développentathdas qui fixent I'azote si efficacement
gu’'un aulne peut croitre en absence d’'azote combiaés les cellules nodulairgs;ankia forme
des hyphes ramifiés garnis de vésicules globulairksirs extrémités. Ces vésicules permettent la
fixation de l'azote selon un processus ressembdamelui de Rhizobium par sa sensibilité a
I'oxygéne et son exigence en molybdéne et en c@Bedscott, 1993).

2.3. Les actinoplanes

Les actinoplanes (du greactinos rayon etplanes vagabond), posseédent un mycélium
veégetatif étendu et une paroi de type Il D. normmalet, ces organismes n’ont pas de mycélium
aérien ou celui-ci est rudimentaire. Habituellenmlestconidiospores apparaissent dans un sporange
dressé a la surface du substrat, a I'extrémité diyhe spécial appelé un sporangiophore. Ces
spores sont mobiles ou non.

Les actinoplanes se développent dans presque ésubidtopes du sol depuis la litiere
forestiere jusqu’au sable des plages. lls prosp@&gaiement dans les eaux douces, particulierement

dans les ruisseaux et les rivieres (probablememtison de I'abondance en oxygeéne et en débris
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veégetaux)Pilimelia se multiplie 1a ou il y a de la kératindicromonosporadégrade activement la

chitine et la cellulose et il peut produire deskaatiques comme la gentamicine (Prescott, 1993).

2.4. Streptomyces et les genres apparentés

La section 29 ddBergey’s Manuakcomporte quatre genres dont les représentantsemnt d
hyphes aériens se divisant en un seul plan pounefiordes chaines de 5 a 50 (au moins)
conidiospores non mobiles dont la texture supeifecivarie du lisse a I'épineux et au verruqueux.
Tous possédent une paroi de type | et un contergr€hvariant de 69 a 78 moles%. Le mycélium
végétatif lorsqu’il est présent, ne subit pas dgrrentation. On désigne souvent I'ensemble des
membres de ce groupe sous le terme de streptoray@iiegrecstreptos courbé, tordu etnyces
champignon).

Les streptomycétes sont tres importants d'un paentue écologique comme d’un point de
vue médical. Le sol constitue le biotope natureledmajorité de ces organismes, milieu dans lequel
ils peuvent représenter 1 a 20% de la microflotavalble. En fait, 'odeur de terre humide est en
grande partie due a la production de substancestiles| telles que la géosmine, par les
streptomycetes. Ces micro-organismes jouent unmagur dans la minéralisation. lls sont tres
souples au niveau nutritionnel et ils peuvent dégraen aérobiose, des substances résistantes telle
gue la pectine, la lignine, la chitine, la kéragiteelatex et des composés aromatiques. On connait
mieux les streptomycetes pour le grand nombre idatigues qu’ils synthétisent (Prescott, 1993).

2.5. Les maduromycétes

Les maduromycetes rassemblent sept genres daadtilan80. Tous les genres ont une paroi
du type Ill et du madurose, un dérivé glucidigle 3-O-méthyl-D-galactose, dans des homogénats
de cellules entiéres. Leur contenu en G+C variédda 74 moles %. Le mycélium aérien porte des
paires ou de courtes chaines de spores et le mycgkgétatif est ramifié. Certains genres forment
des sporanges.(Prescott, 1993).

2.6. Thermomonospora et les genres apparentés

Les quatre genres de la section 31 ont tous una gdartype Il et, habituellement, une
composition en sucres de type Thérmomonosporaeut étre de type Il B). Leurs spores ne sont
pas thermorésistantes. lls présentent une varigtsidérable de morphologies et de modes de vie.
Thermomonosporéorme des spores uniques sur le mycélium aériesuoles myceéliums aérien et
veégetatif, et il peut se multiplier entre 40 et @8t.es hyphes aériens ont une forme en zigzag et

sont prolongés par de longues chaines de spomesc(Rt, 1993).
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2.7. Les thermoactinomycetes

=%

Ce genre est thermophile et a une pardype Ill C., il se développe entre 45 et 60°d et
forme des spores uniques a la fois sur le mycééiarien et sur le mycélium végétatif. Son contenu
en G+C est inférieur a celui des autres actinonegc?2 a 55 moles %) et la séquence de son
ARNr 16S suggere une parenté avec le g&aallus. On le trouve fréquemment dans les tas de
foin humide, les tas de compost et d’autres bic@peempérature élevée. Contrairement aux autres
spores d’actinomyceétes, les spores Teermoactinomycesont de véritables endospores trés
thermorésistantes : elles peuvent survivre plug@eninutes a 100°C. Elles apparaissent dans les
hyphes et semblent avoir une structure typique dtispore contenant du calcium et de I'acide
dipicolinique. (Prescott, 1993).

3. Cycle de développement des actinomycetes

Le cycle de développement débute par la germinatione spore donnant naissance a un
mycélium primaire, formé d’hyphes non séptées atiqplcléés, ramifié et ancré dans le milieu
solide. Sur ce mycélium primaire, se développesuiém un mycélium aérien. Les extrémités des
hyphes aériens se cloisonnent et se différenciamt former des chaines spores uninuclées (Flardh
et Bruttner, 2009) comme le montre la figure le m®n

- A 3
spore libre germination sporale myceélium du substrat

O > e —> W —>  TREmmmmr

10 heures 18 heures 30 heures

P\Nom

roduction du factew A

-,

-_—

B

Ty
," i
. | X Production de pigiments
chame sporale Fﬁi‘ > |

septation  mycélium aérien

v A i

i) |:>uou,c KMt un
an "“f‘""’

P;oduc’uou de Sm

4 a 10 jours 3 jours 2 jours

Figure 1 :Cycle de développement des Streptomyaesisieu solide (Hopwood etl, 1985)
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4. Mycélium du substrat et mycélium aérien des actinoycetes

Lorsqu’il croit sur un substrat solide comme laogél, le réseau ramifié d’hyphe formé par les
actinomycetes se développe a la fois a la surfaceudbstrat et a l'intérieur de ce dernier pour
former un mycélium végétatif (Prescettal,2003).

Les sporoactinomycetes produisent un véritable twoédu substrat, ramifié et non
fragmenté. Des parois transversales peuvent @meces pour isoler les parties les plus agées du
mycélium. Des spores sont formées sur le mycéliursutbstrat chez des genres comme :

MicromonosporaMicropolyspora et parfoisStreptomyceéSaffroy, 2006).

Le mycélium aérien, appelé aussi mycélium secoadaist formé d’hyphes dressés sur le
mycélium du substrat. Ces hyphes aériens sont gpass et beaucoup moins ramifiés que les
hyphes du substratils sont en général pigmentés et enfermés danseuaneloppe externe
hydrophobe (Prescaodt al,2003).

5. Formation des spores par les actinomycetes

Les divers types de spores des actinomycetes peéirerclassés en deux groupes principaux selon
leur mode de formation : exospores et endosporésil{@ux, 1993). Ces spores permettent la
propagation de I'espece et la survie dans des tionsglidéfavorables (Saffroy,

2006). Beaucoup d’actinomyceétes qui forment deshegpproduisent des exospores par séptation et
fragmentation des hyphes; ces spores sont dépemirde structures spécialisées, mais font
néanmoins preuve de résistance notamment vis-devla chaleur seche, de la dessiccation, et de

certains produits chimiques (Pelmont, 1994).

6. Métabolismes secrétés par les actinomyceétes
6.1. Molécules bioactives produites par les actinomycete
Les actinomycetes représentent une grande propatéida biomasse microbienne du sol.
lIs ont la capacité de produire une large varié& rdolécules bioactives entre autres des
antibiotiques et d’enzymes extracellulaires.

Tableaul: Quelques antibiotiques produits par des actinonegcgbn-streptomyce(el-
Tarabilya et Sivasithamparamb, 2006)
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6.2.

Utilisation des actinomycétes comme bio insecticidest bio pesticides

Les actinomycétes sont employés en agriculture cemdes agents biologiques, qui peuvent étre

utilisés pour tuer les insectes nuisibles et lesva@es herbes(Gadelhakagt2005)

6.3.

Antifongiques

Les infections fongiques ont augmenté de facon dtigione durant les deux derniéres décennies.

Elles occupent le quatrieme rang des infection®cmsiales (Yashuda, 2001 ; Beck Saguél,

1993). Ceci est essentiellement di a 'augmentatiornombre des patients immunodéprimés,
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comme les cancéreux, les personnes infectées pausede 'immunodéficience humaine (HIV), et
les patients ayant subi une greffe d'organes ssl{@shuda, 2001). Prés de 90% des mycoses
humaines sont provoquées par des especes appaenagenre€£andidaet Aspergillusdont les
especed\. fumigatusA. flavus etA. nigersont responsables de la majorité des mycoses wegsi
(Carle, 2003 ; Couturaud, 2004). La recherche deveamux antifongiques naturels a généré
plusieurs centaines de molécules nouvelles. Cepétela utilisation en thérapie humaine se limite
surtout a 'amphotéricine B, a la nystatine, eagtiséofulving(Cheraiti etal ,2012). La raison
majeure réside dans la toxicité de ces moléculésmmoent les antifongiques polyéniques. C’est
pourquoi lindustrie pharmaceutique et les cherchese sont orientés vers la recherche de
nouveaux agents antifongiques plus performants @hsnagressifs. Or les actinomycétes sont
responsable de la production pour I'organisme.@@%antifongiques utilisés en agriculture
(Sujatha etl, 2005)

7. Conditions influencant la production des moléculebioactives par les actinomycetes

La composition du milieu de culture influence lepacités métaboliques de I'organisme producteur
ainsi que la biosynthese de métabolites secondadties découvrir de nouveaux composes ayant
une bioactivité prometteuse, plusieurs méthodegeosés, comme la recherche de nouveaux
microorganismes producteurs par criblage de dift®s sources biologiques particulieres, ont été
utilisées (Mellouli et al2003). Alternativement, une approche d'optimisatiefficace des
conditions de production de biomolécules a pamtirlal souche sélectionnée peut étre réalisée a
travers des études et des analyses des conditlyysicg-chimiques de la culture ainsi que la

composition du milieu de croissance et de productio

7.1. Effet de la composition du milieu de culture

La nature et la concentration de certains compadags le milieu de culture ont un effet éminent sur
la production des métabolites secondaires biolagignt actifs. En fait, les travaux de (Gesheva
et al,2005) ont montré que la nature des sources de rarikkazote, de phosphore, de potassium,

de magnésium et de trace éléments minéraux (esbemeént MA*, CU* et Fé"), affectent
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fortement la production de la molécule antifongigDe plus, (Mellouliet al, 2003) ont constaté

gue la production des biomolécules actives esitétnent liée a la nature de la source de carbone.
Outre l'importance de la nature de la source dbara, plusieurs travaux ont montré I'implication
d’autres nutriments dans la production de biomd&cpar les microorganismes.
Pour la source dazote, il a été rapporté que clastsource d'azote inorganique (nitrate
d’ammonium) qui donne la meilleure production de detibiotiques (Sujathet al,2005).
Ces mémes auteurs ont montré également I'importdeda nature de la source de phosphate dont
certaines peuvent conduire a l'arrét de la prodacte la biomolécule (Kishimotet al, 1996 ;
Sujatheet al, 2005)
L'importance du magnésium et du potassium dansdduption des antibiotiques par différentes
especes a été rapportée par plusieurs cherchmleioli et al, 2004), ont constaté que le meilleur
rendement de production( Mellouli e, 2004), ont constaté que le meilleur rendement de
production de biomolécules de la nouvelle bactde&StreptomyceIN58 est obtenu en présence
de potassium a 2 mM.
Il est a noter que plusieurs autres additifs comensulfate, le chlorure, I'acétate et l'arginine
peuvent influencer la production de plusieurs mdtws secondaires. C'est le cas des deux
biomolécules, I'antibiotique IM-111-81 et de l'aaalycine B, dont la production par la souche
Streptomyces hygroscopicest stimulée par la présence de ces additifs (Gagheal, 2005).

7.2. Effet du pH, de la température

Les conditions de culture comme le pH, la tempéeatet le temps d’incubation affectant
enormément la production des métabolites secorsdgdrmaoui, 2010).

Depuis longtemps, il a été démontré I'influencepdtisur la production de plusieurs métabolites
organiques du métabolisme secondaire. Chieeptomyces aureofacieng changement de pH
pendant le procédé de fermentation peut induirentedifications de I'équilibre entre la production
du chlorotétracycline et de la tétracycline dansmiéieu de culture ; un pH acide favorise la
production de chlorotétracycline et un pH basigaeofise la sécrétion de tétracycline (Asanza-
Ternuel etal, 1997).

Concernant la température, la sou@teeptomycesBT-40Bossede une gamme assez large de
température de croissance, entre 20 et 40 °C aveptimum a 30 °C. La gamme correspondante
pour la production de I'antibiotique polykétide @atriable d’'une espéce a une autre. En effet, pour

la souche deStreptomyces TN 58a production de biomolécules commence apres didrels
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d’incubation pour atteindre un maximum apreés 72ré®uElle reste stable jusqu’a 80 heures puis

elle décroit progressivement pour disparaitre &impde 120 heures (Mellouli e, 2004).
L'agitation affecte l'aération et le mélange dé&snénts nutritifs dans le milieu de fermentation et
par conséquent la production de métabolites seamsd#l a été rapporté par (Mellouli @&t 2004),
gue pour la souche de Streptomyces TN58, qui praming molécules bioactives différentes, la
meilleure production est obtenue a une agitationpse entre 200 et 250 rpm. Pour des agitations
faibles de 'ordre de 100 rpm ou fortes au voissmag 300 rpm, la production de biomolécules
chute énormément.
Chez lesStreptomycesl’évolution de la production des métabolites set@res en fonction du
temps, qui est un facteur déterminant, est varidbiee espéce a une autre. En effet, pour la souche
de Streptomyces TN5& production des biomolécules commence aprés 60
Il. Les antibiotiques

1. Définition
Un antibiotique est tout composé chimique, élabpa¢ un organisme vivant ou produit par
synthese, dont l'activité thérapeutique se mamifadres faible dose d'une maniere spécifique, par
I'inhibition de certains processus vitaux, a I'égaes micro-organismes (Singleton, 1994).

2. Classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faglers :
Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit parth&se (synthétigue ou semi
synthétique)
Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des pestésynthése des acides
nucléiques.
Modalité d’action : Etudie les interactions dans le temps entre desettrations variables d'un
antibiotique et d'une bactérie.
Spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotigaes actifs (spectre étroit ou

large)
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Nature chimique : tres variable, elle est basée souvent sur unetsteude base (ex : cycle
lactame) sur laquelle il y a hémi synthese. Lasil@stion selon la nature chimique nous permet de
classer les antibiotiques en famill@dgctamines, aminosides, tétracyclines.....etc.).

Dans ce qui suit,nous allons nous focaliser suah¢biotiques produits par les actinomycetes

2.1. Antibiotiques inhibant la synthése dptm®glycane

De nombreux antibiotiques inhibent la synthese ejtidoglycane, composant essentiel de la paroi
des bactéries a Gram+ et a Gram-. On distingus ¢ttasses principales de ces antibiotiques : les [3-
lactamines, les glycopéptides et la fosfomycine.

Exemple : Vancomycine produit p&treptomyces oriental{®cCormick etal., 1956).

Fosfomycine produite pafltreptomyces fradiaeet d’autres especes de bactéries du genre
Streptomyce@Hendlin etal., 1969).

2.2. Antibiotigues inhibant la synthése des pr@gin

Différentes classes d’antibiotiques agissent aeauvdu cycle des ribosomes et de la synthese des
protéines bactérienne, et ce, au niveau de l'uree tols étapes principales de la traduction:
l'initiation, I'élongation et la terminaison. Lesbiotiques de cette catégorie les plus importants
médecine sont les aminosides, les macrolides éteaciclines, les phénicols et I'acide fusidique.
La synthese des protéines s’effectue dans le @dopm au niveau du ribosome bactérien. Il faut
donc, pour toutes ces molécules, traverser le gagiiicane et les diverses membranes pour arriver

dans le cytoplasme et atteindre leur cible : lesdme.

> Exemples :
Erythromycine produite p&accharopolyspora erythrefLabeda, 1987).
Lincomycine produit paiStreptomyces lincolnensis var. lincolnenfidason etal, 1962).
chloramphénicol élaboré p&treptomyces venezuelast maintenant produit par synthése, et
son dérivé le thiamphénicol.

2.3. Lesaminoglycosides

Les aminosides ou aminoglycosides, plus correctead@mommés aminosides-aminocyclitols
(AMAC), sont des antibiotiques constitués par unptusieurs cycles glycosidiques liés a un
aminocyclitol.

Exemples : streptomycine produit @reptomyces griseus
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2.4. Les tétracyclines

Les tétracyclines constituent une vaste familleignaée en 1948 ; ce sont des antibiotiques a
large spectre, seulement bactériostatiques.

Exemples : Auréomycine élaborée fdreptomyces aureofacier{f®uggar, 1948)

2.5.Antibiotigues agissant au niveau de '’ARN pofyase

Bien que la rifampicine et ses dérives soient Edssinhibiteurs de I'ARN polymérase en usage
clinigue, de nombreuses molécules ont été déadasme ciblant cette enzyme indispensable aux
fonctions essentielles des bactéries. Les compdéésts a ce jour comprennent des produits
naturels dont la plupart sont produits par desnantiycetes et, plus récemment, des molécules
synthétiques.
Exemples :
Rifamycine produit paNocardia

[1I. Resistance microbienne aux biomolécules
La résistance des bactéries aux antibiotiquesasiue depuis fort longtemps et son importance
clinigue est devenue tres peu de temps apres lat dib I'antibiothérapie .Elle fait objet de
publication et de revues de nombreuses qui rendentpte de sa constance évolution .Ses
mécanismes sont mieux connus grace aux progrea dennaissance de la morphologie et du
métabolisme bactérien.

1.Résistance naturelle et résistance acquise

1.1.Résistance par mutation chromosomique

Ce phénomeéne spontané est rare et n'explique gizilnhe partie des résistances rencontrées
en clinique. L'antibiotique n'induit pas la mutatimais si celle-ci survient I'antibiotique favorise
souche résistante qui est alors sélectionnée. ffasidin de ce type de résistance est liée a la
diffusion de la souche mutante. Cependant, on peutontrer des cas ou une seule mutation
chromosomique aboutit & une élévation de résistmasemportante ; par exemple, la CMI vis a vis
de la streptomycine peut étre multipliée par 10@0 pne unigue mutation chromosomique
(Prescott,etal 2000).

1.2 Résistance par acquisition de matériel géngtiiogene

Ce type de résistance procede de l'acquisition eleeg de résistance par l'intermédiaire d'un

plasmide ou de transposons a la faveur de 3 méaasid'échange possibles :
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1.2.1.Conjugaison

Dans le phénoméne de conjugaison, une bactérieedsariransmet a une bactérie receveuse
une copie de son matériel génétique porteur de gemésistance (exemple : plasmides R ou facteur
R). Les deux bactéries sont en contact étroit.
1.2.2.Transformation

La transformation est le I'introduction d’'un ADN m&nveloppé par une bactérie compétente
et son insertion par recombinaison génétique darhrlomosome de cette bactérie. On peut alors
obtenir de nouveaux génes de résistance. Ce puscesdait généralement entre bactéries de genre
proche car il doit y avoir une forte analogie eré® séquences nucléotidiqgues pour permettre la
recombinaison.
1.2.3.Transduction

Dans la transduction, un virus bactériophage imm@pine séquence d’ADN d’'une bactérie et
la transmet a une autre bactérie. Du fait de laifipiéé des bactériophages, ce phénomene n’a lieu
gue pour les bactéries de la méme espeéce.

3. Mécanismes biochimiques de la résistance aux antitiques

Les Bactéries ont développé plusieurs mécanismessgance aux antibiotiques :

3.1.Résistance par diminution de la pénétratioparaugmentation de I'excrétion d’'un antibiotique

Des protéines membranaires peuvent induire une awigion de I'excrétion de I'antibiotique. On
rencontre ce mécanisme chez certaines entérolect@ésistantes aux tétracyclines. La résistance
s’explique par une concentration intracellulairsuifisante de cette famille d’antibiotiques. Un
mécanisme similaire est décrit pour les fluoroglanes.

2.2.Résistance par modification de la cible

Une mutation peut induire une modification de laleide I'antibiotique utilisé.

On retrouve ce phénomene pour de nombreuses fandibatibiotiques : méticilline et nouvelles
PLP (protéines de liaisons des pénicillines), miatee et méthylation de I'ARN, rifampicines et
mutation de I'ARN polymérase ADN-dépendante. Ceanistne de résistance est fréquent pour les
qguinolones : la bactérie résistante

synthétise une ADN gyrase moins sensible.

2.3.Résistance par inactivation enzymatigue débimtigue
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La synthése de certaines enzymes peut réduire aulenl'efficacité d'un antibiotique. Ce
mécanisme est décrit contre fedactamines, les aminosides et le chloramphénizahs le cas des
B-lactamines, on peut distinguer des pénicillinasg@nt un support génétique essentiellement
plasmidique et donc trés répandues, et des céploaloases généralement chromosomiques et
spécifiques d'especes.

V. Antifongiques

A I'exemple des bactéries qui deviennent résistartex antibiotiques, les champignons
pathogenes pour ’homme (causant des mycoses) quiesies phytopathogénes développent des
formes de résistances aux antifongiques et awidinieg, respectivement.

Plusieurs familles thérapeutiques sont utilisablgsellement dans le traitement des mycoses
a savoir : les polyenes (nystatine et amphotériBijydes azolés (imidazolés et triazolés), etc. Les
antifongiques agissent differemment selon leur l@amchimique sur les organites cibles des
champignons (Viguié, 2000) on distingue:

v' Action sur la synthése de la paroi fongique : priges, nikkomycines, papulacandines.

v' Action sur la membrane plasmique (polyénes, ciohxplamine), ou I'ergostérol,
constituant spécifique de la paroi des cellulegjiques (allylamines, azolés, terbinafine,
thiocarbamate et amorphine).

v Blocage de la division cellulaire (griseofulvine).

v Inhibition de la synthése des acides nucléiquesyfbsine).

v' Inhibition de la chaine respiratoire avec comméedies mitochondries (ciclopiroxolamine).

En agriculture, les antifongiques (qu’'on appellssatifongicides”) sont devenus une partie
intégrale de production efficace. Plusieurs fordgsi sont employés pour combattre des infections
fongiques dans I'environnement mais ne sont pdisagien médecine en raison de leur toxicité.
L'utilisation d’agents antifongiques de méme claskez I’homme et dans I'environnement pose
des problémes potentiels, particulierement le addppEment de résistances. La résistance clinique
d’'Aspergillus fumigatuaux traitements par I'itraconazole, un des antifgngs les plus utilisés en
meédecine pour combattre les aspegilloses, augrmentéus en plusAspergillus fumigatusst aussi
un organisme jouant un réle important dans la dkgi@n de composants organiques. Il se répand

dans I'environnement par la dispersion de sporesedepetite taille. C’'est I'espece de champignon
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causant le plus d’infections (que I'on nomme "agpleses") a I'échelle mondiale (Accoceberry et
Noel , 2006).

Les mécanismes de résistance, mis en place painsstsouches de champignons, sont

maintenant mieux connus, en particulier chez learks du genr€andida Dans la majorité des
cas, ces mecanismes reposent soit sur des mutafionent pour effet de modifier la cible de
I'antifongique ou d'en bloquer l'acces, soit susuaexpression de genes codant pour la cible ou
pour des transporteurs membranaires impliqués wiansjet actif de I'antifongique.

V. Flavones et polyphénoles

1. Flavones

Les flavones sont des composés phénoliques, cartemagroupe carbonyle. L'ajout d'une 3-
hydroxy au groupe donne un flavonol (Fessendeal €1982 ). Les flavonoides sont également
hydroxylés en substances phénoliques. Ils sonhétisés par des plantes en réponse a une infection
microbienne (Dixon e&l, 1983.), mais aussi présents chez certains mgansmes.

Les flavones sont des substances antimicrobieeffieaces contre une large gamme de micro-
organismes. Leur activité est probablement duauadepacité de se complexer avec des protéines
extracellulaires et avec la paroi cellulaire desté&@es. En plus, les flavonoides lipophiles petiven
eégalement perturber les membranes microbiennesn(Heial ,1995). Borris, etl,1996 ; Tsuchiya

et al,1994 ; Vijaya etal, 1995).De nombreuses études ont démontré ['eiffcales flavonoides
contre le VIH (Pengsuparp a&k,1995 ; Watanbe @i, 1995 ; Critchfield e&l,1996) et contre le virus
respiratoire syncytial (VRS) (Barnard at,1993 ; Kaul etl, 1985 ).

2. Phénoles

Les catéchol et pyrogallol les deux sont des plsémgdroxylés, avérés toxiques pour les micro-
organismes. Catéchol a deux groupement OH, etrlegpifol a trois sont pensés d’étre liés de leur
toxicité par rapport aux micro-organismes (Geissretal,1963). En outre, certains auteurs ont
constaté que plus les phénols sont oxydés pluss leapacité antimicrobienne augmente
(Scalbert,1991 ; Urs &l,1975 ). La toxicité phénolique est lié I'interaxtinon spécifiques plus

avec les protéines de la membrane cellulaire (klasal, 1987).
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|. Souches tests

L’activité antimicrobienne des isolats d’actinomigs est testée sur des bactéries a Gram
positif (Bacillus subtilis,Bacillus cereus Staphylococcus aureysdes bactéries a Gram négatif
(Pseudomonas aeruginoa500,Pseudomonas aeruginos22,E. coliCip et E. coliDH5a) , des
levures Candida albicans et Candida tropicalis),et des chamnons filamenteux ( Aspergillus

niger, Penicillium chrystosum,Penicillium,commurPenicillium expausum,C’).

[I.  Isolats d’actinomycetes étudiés

hY hY

Les isolats d'actinomycétes a tester pour la priidnc de substances a activité
antimicrobienne ont été isolés a partir du bois naeau du laboratoire de biotechnologie
microbienne par la doctorante Maataoui Hajar.

Ces isolats sont : H1, H2, H2’, H3, H4, H5, H8, HE,1, H12, H15 et H18.
[ll.  Activité antimicrobienne des isolats d’actinomyceéte
1. Préparation de I'inoculum microbien

Les souches tests sont ensemencées au préalablemame contenant 10ml du milieu LB
liquide, et incubées a 37°C pendant une nuit, pni®tale chaque souche test sur milieu Muller
Hinlton, apres avoir mesuré leur densité optiquie@onexe).

2. Choix du milieu optimum pour la production

La mise en évidence de I'activité antibactérienrétéaréalisée par la méthode des cylindres

d’Agar (Tortorano etl., 1979). Les souches d’actinomycétes sont ensgasren stries serrées a

la surface de 15 ml de milieux GYEA, Bennettt, GLMSP, ISP2 (composition coir annexe). Aprés

7 jours d’incubation a 30°C, des cylindres de g&lesnt prélevés a l'aide d’'une pipette pasteur et
déposés a la surface du milieu Muller Hinton (MH@-pnsemencé avec les bactéries-tests. Placés
deux heures a 4°C pour permettre la diffusion désstances actives, les boites sont ensuite
incubées a 37°C pendant 24 heures.

Aprés avoir mesuré les halos d’inhibition, un ®&tdent a été effectué a I'aide du logiciel R.
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3. Spectre d’activité des isolats d’actinomycetes
La mise en évidence de I'activité antibactérieneg idolats d’actinomycétes a été réalisée par
la méthode des cylindres d’Agar. Le milieu de picighn choisit est le milieu ISP2.

4. Mise en évidence de I'activité antifongique

4.1. Préparation de l'inoculum fongigue

Les champignons filamenteux sont repiqués sur miltrait de malt (composition voir
annexe) et incubés a 30°C pendant 7 jours. Uneessgm dense de spores et de fragments
mycéliens est obtenue par raclage des cultures aut@ition du milieu ISP2. La suspension est
centrifugé a 6000rpm pendant 20min et le surnageamtienant les spores est récupére. Afin de
vérifier la concentration des spores qui ne do& gépasset0’ spores/ml, 5ul du surnageant est
déposé sur la lame de Malassez et le nombre dessspst calculée. (Hwangadt., 2001).

4.2. Techniqgue de la double couche.

5ul pl d’'une culture liquide des isolats H1, H&Ht5 d'actinomycetes est déposé a la surface
des boites de pétri contenant le milieu ISP2 mgdbites sont incubées pendant 7 jours a 30&C ; |
culture est ensuiterecouverte par le milieu ISP@dement gélosé (10 g/l) ensemencé parl00 pl de
la suspension de.0” spores/5ul de la souche-test. Les boites sontnodee aprés 24 heures
d’incubation a 37°C. Les zones d’inhibition sontsmetes. (Shomura at, 1979)

IV. Cinétique de la production des antibiotiques.

La cinétique de production d'antibiotiques a étterbéinée pour les isolats H1, H8 et H15.
Les pré-cultures des isolats d’actinomycétes obtré&alisées en erlenmeyers de 250 ml contenant
50 ml du milieu ISP2. Aprés une incubation de 48 B0 ° C sous agitation constante a 250 tours
par minute, les flacons ont été homogénéisés et Benchaque pré-culture a été utilisé pour
inoculer un flacon de 500 ml contenant 100 ml deemnilSP2. Les flacons ont ensuite été incubés
dans les mémes conditions que ci-dessus. Immédiateapres l'inoculation et a intervalles de 24
heures, des échantillons de 5 ml ont été préletésentrifugés a 6000 rpm pendant 20 min. 100ul
du surnageant est prélevé et déposé dans un puismin de diamétre creusé dans sur un milieu

gélosé MH préensemenceé par la souche test (mettexi@uits). Les boites sont placées a 4 °C
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pendant 2 heurs pour permettre une prédiffusionsdbstances bioactives, puis incubées a 37 °C
pendant une nuit. (Boudjella &, 2006).

V.Préparation de I'extrait organique des isolats H1H8 et H15

Les isolats H1, H8et H15 sont été soumis a uneaetidn par solvant organique en milieu
liquide. Les isolats sont ensemencés dans un Edgamde 500 ml contenant 100 ml du milieu
ISP2 et incubés a 30°C sous agitation constantecukures sont ensuite centrifugées a 6000 rpm
pendant 20 min. Le surnageant obtenu est additider0 ml d’acétate d’éthyle et le mélange est
incubé sous agitation a température ambiante pértbanx heures. Aprés séparation des phases
dans les ampoules a décanter, les fractions ongesigbtenues pour chaque isolat sont concentrées
par évaporation sous vide a I'aide d’'une rotavapkerrésidu sec est ensuite repris dans 1 ml du
méthanol ou de I'eau distillée (Zitouni et al., 3P0

VI.  Etude physiologique et biochimique

1. Croissance en fonction du pH

Les isolats d’actinomycetes sont ensemencés erhdsusur milieu ISP2 tamponné a
différents pH (5-6-7-8-9 et10) par des solutionsN#OH ou HCL (Crawford eal., 1993). La
croissance des isolats est évaluée visuellemeeas &a 7 jours d'incubation a 30°C.

2. Recherche des polyphénols et des flavonoides.
2.1. Polyphénols (Singeleton VL et al., 1999)
Le contenu des composés phénoliques a été détepaméa méthode de Folin ciocalteu

(Singleton VL etal.,1999). A100ul de I'extrait méthanolique de I'afl on ajoute 400ul d’'une
solution de carbonates de sodid s (75g/l) et 100ul du réactif Folin; le mélange emgité
puis incubé a 40°C pendant 5 minutes. L'apparititunne coloration bleue foncée indique la
présence des polyphénols dans I'extrait.

2.2. Flavonoides (KarymiY edl. ,2004)
A 5ml de I'extrait dilué a 5% de I'isolat d’actingmméte, on ajoute :

> 5ml de [lalcool chlorhydrique (éthanol, acide
chlorhydrique, et eau distillé V/V/V)

> 1ml de I'alcool isoamylique.
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> Quelgues coupeaux de zinc.

Le développement d’'une coloration :

> Rose-orangée indique la présence des flavones.
> Rose-violacée indique la présence des flavonones .
> La coloration rouge met en évidence la présence des

flavononols et des flavonols.

3. mélanoides

Les milieux ISP6 et ISP7 en gélose inclinée sorgesrencés en surface pour mettre en
évidence les pigments mélanoides produits pardiéisomycetes. Un tube non ensemencé sert de
témoin. L'observation de la couleur brune noireactristique des pigments mélanoides se fait au
2éme et 4éme jour, en comparant les tubes ensesavee le témoin (Shirling et Gottlieb, 1966).

VII. Recherche de l'activité des extraits organiques desolats H1, H8 et

H15 sur la paroi deStaphylococcus aureus.

Des extraits par acétate d’éthyle des isolats H,eHH15 sont réalisés selon la méthode
décrite ci- dessus (VII). Aprés évaporation I'ektrest repris dans 1ml d’eau distillée. 360ul de
chaque extrait est additionné au culot bactérigarabaprés centrifugation de 1 ml d’'une culture de
nuit de S. aureus puis incubé a 37°C pendant déreiits temps (5 min, 30 min et 1h). Ensuite,
40ul de NaCl 5M et 2 volume de I'éthanol absolud®ont ajoutés ; 'ensemble est incubé a -20°C
pendant 30 min. Le culot d’acides nucléiques éstipéré apres centrifugation pendant 20 min a
12000rpm, lavé par I'éthanol a 70%, séché a l'direl et récupéré dans 20ul d’eau distillée
stérile(H.lraquietal.,1991)

1. Electrophorese sur gel d’agarose a 1 %

0,5 g d’agarose est ajouté a 50 ml de tampon TARosition voir annexe) ; 'ensemble est
chauffé jusqu’a dissolution des grains d’agarogeeé refroidissement de la solution d’agarose, on
y ajoute 0,2ul de bromure d’éthidium (0,5mg/l) e mélange est coulé dans une cuve
d’électrophorese contenant des peignes bien posémn

Apres solidification du gel, 1@l de la solution d’acide nucléique sont mélangéscazpl

d'une solution de charge (voir annexe), puis dépaaé niveau des puits du gel. La migration
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s’effectue sous un courant de 70 volts pendantremB0 minutes. Le complexe acide nucléique-

bromure d’éthidium est visualisé sous rayons UV.

VIIl. Chromatographie sur couche mince (CCM)
1. Principe
La CCM repose principalement sur des phénomeéndssal'ption ; la phase mobile est un
solvant ou un mélange de solvants, qui progressenig d’'une phase stationnaire fixée sur une
plaque de verre ou sur une feuille en plastiqueroaluminium. Chaque composant de I'échantillon
se déplace a sa propre vitesse derriere le frosbbkant (Randerath, 1971 ; Vernin, 1970). Chaque

tache détectée ou révélée est caractérisée paagoort frontal donné par la relation suivante :

Rf =X/Y
Rf : Rapport frontale.
X : Distance parcourue par le produit.

Y: Distance parcourue par le solvant

2. Mode opératoire

2.1. Dépbt des échantillons

Une ligne de dépbt des extraits est tracée a andicon du bord inférieur de la plaque, puis
les extraits récupéres en méthanol des 3 isolatdHBZEt H15 sont déposés sur la ligne de dépdt a
I'aide d’une micropipette et séchés a l'air librepd’une flamme.
2.2. Saturation de la cuve
La phase mobile est versée dans la cuve de chrgraptue (a une hauteur de 0,5cm), 15
minutes avant la migration.
Différentes phase mobiles sont testées :
1. (éthanol+ Amoniaque) 80:20 (V/V)
2. (methanol+ hexane )60:40 (V/V)
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3. (chloroforme + méthanol) 90:10 (V/V)
4. (aceétate d’éthyle+ méthanol)  70:30 (V/V)
5. (acetate d’éthyle + hexane) 30:70 (V/IV)

2.3. Développement du chromatogramme

La plaque est placée en position verticale damsiV@ contenant le systeme de solvants, puis
cette derniéere est fermée et le solvant migre apillarité vers le haut le long de la plaque. Loesq
le front de solvant se trouve a environ 1cm dett&nité supérieure de la plaque, cette derniere est
retirée de la cuve et séchée a I'aide d’'un séchoir.
2.4. Reéveélation
La plaque est observée sous lumiére UV ; les pteduii absorbent les UV apparaissent
sous forme de taches sombres. Les rapports froffusont calculés.

2.5. Criblage des fractions actives

2.5.1. Bioautographie.

Cette étape a pour objectif de déterminer la foactictive par bioautographie dont le principe
est le suivant : Les produits obtenus apres la GGM coupés et chaque produit est déposé sur une
boite de pétri stérile. Ensuite, 5ml du milieu LBntenant 16g /Il d’agar ensemencé par
Staphylococcus aure@st coulé sur les boites. Ces dernieres sont iesupéndant une nuit a37°C.
L’activité antibactérienne est détectée par unezbimhibition autour du produit de silice.

2.5.2. Grattage des produits de la CCM.

Les spots colorés sur la plaque de gel de sdimet grattés et remis en suspension dans 2 ml
d’acétate d'éthyle. Aprés centrifugation a 6000ypendant 10 min, le surnageant est récupéré puis
évaporé ; le résidu est récupéré dans 100 pl duiatilée stérile et testé pour son effet
antimicrobien comme suit : un disque de papier \Wiaatde 6 mm de diametre est déposé sur une
boite de pétri contenant le milieu LB solide pr&é@amencé par la souche test. Ensuite, 5ul de
I'extrait est déposé sur le disque jusqu’a atteindn volume final de 20ul. aprés incubation
pendant a 24 heures a 37°C, I'halo d’inhibitionéastlué.

IX. Identification moléculaire de I'isolat H15
1. Extraction de 'ADN de l'isolat H15
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A patrtir d’'une culture fraiche de I'isolat H15 4&P2, une colonie est prélevée et dispersée dans un

tube eppendorf contenant 50 ul d’eau distillédlstére tube est ensuite incubé a -20°C pendant 30
min, puis chauffé a 95°C pendant 10 minutes. Ceftération est répétée 4 fois. Apres

centrifugation a 90000 rpm pendant 5 minutes, teageant est récupéré et utilisé pour la réaction
d’amplification (PCR).

2. Amplification par PCR de 'ADNr 16S de l'isolat H15

2.1Amorces utilisées

Les amorces utilisées sont des amorces univergalled’identification des bactéries :
FD1:5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’
RS16 : 5 TACGGCTACCTTGTTACGACTT 3

2.2Réaction de PCR

Le mélange réactionnel est effectué comme suit :

Tableau2: Le mélange réactionnel de la PCR

Réactifs Volume (ul) Concentration finale
Tampon Tag (5X) 4 1X
MgCI2 (25 mM) 1.2 1,5 mM
dNTPs (1 mM) 4 0,2 mM
FD1 2 1uM
RS16 2 M
Taq polymérase (5 W) 0,2 0,05 Ul
H20 bidistillée 4.6 -
ADN 2 -
Volume final 20 -

2.3Amplification de 'ADNr 16S
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Le mélange réactionnel est mis dans un thermoacyclée programme PCR utilisé est le
suivant: dénaturation initiale (94°C pendant 5 msyivie par 35 cycles de dénaturation (94°C
pendant 30 s), alignement des amorces (55°C peB@asi et I'extension (72°C pendant 1 min 30
s). Une extension finale & 72°C pendant 10 miréaé#lisée.

Le produit d’amplification est analysé par électrogese sur gel d’agarose selon le protocole
décrit ci-dessus (paragraphe 1X).

2.4Séquencage

Séquencage est réalisé au Centre UniversitaireoRaget d’Interface, Université Sidi

Mohammed Ben Abdellah — Fes. La comparaison detdmence obtenue avec les banques de

séquences (Geenbank).

I. Activité antimicrobienne des isolats d’actinomycetg
1. Test de l'activité antimicrobienne des isolats d’@amnomycetes en fonction du milieu de

culture

L’activité de quatre isolats d’actinomyceétes endtion du milieu de culture a été évaluée coratrgouche test

S. aureusLes résultats obtenus sont montrés dans la figure
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Figure2 : Activité des isolats d’actinomycetes conttafylococcus aureusn fonction du milieu
de culture : H1 (a), H8 (b) et H9 (c) et H18 (d)
Pour l'isolat H1, I'activité est manifestée dans Eemilieux utilisés avec une production plus

importante dans les milieux GLM, Bennettt et ISP2.

Pour l'isolat H8, on constate que comme dans ledealdsolat H1, les meilleurs milieux de
production sont GLM, Bennett et ISP2. Toutefoiy'ily a pas d’activité dans les milieux ISP1 et
GYEA.

Pour lisolat H9, on note que parmi les 5 milieastes, ISP1 semble étre un milieu inaproprié
pour la production d’antibiotique par cet isolat.

Pour l'isolt H18, aucune activité n’est observéagles milieux GLM et ISP1 a 'opposé des
3 autres milieux.

Les différences observées entre les diametresidiitom de chaque isolat dans les différents
milieux de production sont non significatives (tdstStudent).

Ces constats refletent la variation des activités sbuches d'actinomycétes d’'un milieu de
culture a un autre ; ce qui est bien établi posrdetinomycetes (Marshall at.,1987 Kuster et
Williams 1964 ; Tesic et lukic, 1966 ; Waksman, 19€ingh et al., 2009)

Le milieu ISP2 a été rapporté par plusieurs aut@ersme étant le meilleur milieu de
production d’antibactériens (Aharonowitz et Demai®78 ; Omura et Tanaka ; 1986 ; Sanchez et
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Demain ; 1994). Pour cette raison, dans la suiteed&avail le milieu ISP2 a été utilisé comme

milieu de production.

2. Spectre d’'activité des isolats d’actinomycetes

L’activité antimicrobienne des différents isolataainomycétes a été mise en évidence par la tqukndes
cylindres d'agar et celle des stries croisées esunilieu de culture ISP 2. Les résultats obtenus sessumés dans le
tableau3

Tableau3: Spectre d’activité des isolats d’actinomycégg€ole d’inhibition en mm)

Souch

te DH5¢, cip Ps A22 Bc Bs Sa Ct Ca
solat
H1 0 0 11 0 26,3 24.3 22,6 0 0
H2 0 0 10,3 0 27,3 22,6 2 0 0
H2' 0 0 10,3 0 7,5 7 9 0 0
H3 0 0 0 0 0 0 0 18 22
H4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H8 0 0 10 0 12 10,5 17 0 0
H9 0 0 11,6 0 31 30,3 26 0 0
H11 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H12 0 0 0 0 2 18,6 19,3 0 0
H15 0 0 0 0 18 18,6 10,5 0 0
H18 0 0 0 0 11 18 15,6 0 0

Les résultats de ce criblage montrent que sur2dasdlats testés, 9 sont actifs sur au moins sur
un des microorganismes tests. Dans des étudedeandd; il a été démontré que le taux
d’isolement d’actinomycétes productrices d’antilnjoes est supérieure a 40 % (Lemrisalet
2003) et dans d’autres moins de 10 % (Jiang et2096).

Dans cette étude, le taux d’isolement d’actipo@tes a activité antimicrobienne est de 75 %.
Les 4 isolats H8, H12, H15 et H18 produisent dassgnces antibactériennes contre les

bactéries a Gram positif testées. Parmi les aus@ats doués d’activité antimicrobienne,
Les différences morphologiques entre les bact&@iasn-positives et Gram-négativegles

pourraient étre responsables de leur différenceetsibilité. En effet, les bactéries Gram
négatif ont une membrane extérieure constituée algsqccharides, ce qui rend la paroi
cellulaire imperméable aux composeés lipophilestrea@ment aux bactéries Gram-positif,
qui n'ont qu'une couche de peptidoglycane extemn@'gst pas une barriere de perméabilité
efficace (Scherrer el., 1971). Par ailleurs, lisolat H 3 possede uncteed’activité trés
particulier car il agit seulement sur les deux espé&le Candida testées dans ce travail.

D’aprés les diametres d’inhibition, Les bactérieGram positif testées semblent étre
les plus sensibles aux antibactériens produitéggagictinomycetes étudiees.
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Figure 3 : Spectre d'activité des isolats d’actinomycé@es,btiliga), Ps27500(b)

3. Activité antifongique des isolats d’actinomycetes

Le test de I'activité de 3 isolats d'actinomycetestre différentes souches de champignons
filamenteux isolées au laboratoire n’a montré aeactivité contre ces moisissures.

L’activité antifongique des 3 isolats devrait étestée contre d’autres champignons et sur
différentes conditions de culture afin de mieuxlésaleur activité antifongique. En effet, il est
bien établie que les conditions de culture infl@meEnormément la production d’antibiotiques par
les actinomycetes. Par exemple, Cheraitalet(2012) ont montré que l'activité antifongique de
certaines souches d’actinomycétes était plus imptetdans le milieu GYEA par rapport aux
milieux ISP1, ISP2 et Bennett. Ces résultats catet avec ceux obtenus par Badjal, (2005)
lors de leur étude sur I'activité antifongique ddusouche d’Actinomadura d’origine saharienne sur
divers champignons pathogénes et toxinogénes. fbist@&oussaber el (2012 ) , ont trouvé que
le milieu Bennett était le meilleur milieu de pration d’antifongique puisque 86,2 % des
actinomycetes étudiées présentaient une actiiibitrice vi-a-vis d’au moins un des champignons
testés sur ce milieu. Par ailleurs, Augustine §3Giht montré que la production d’antifongique

peut étre stimulée ou inhibée par des variationsHie
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[I. Cinétique de la production des substances antibacténnes produites par 3

isolats d’actinomyceétes

La cinétique de production des substances antitiacies a été étudiée sur le milieu ISP2
liquide pour les isolats H1, H8 et H15 contry@@ylococcus aureud.es résultats obtenus sont

montrés dans la figure 4
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Figure4 : Cinétiques de production des substances antliiemnes des isolats H1 (a), H8 (b) et
H15 (c) contre &aphylococcus aureus
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L’activité antibactérienne n’apparait qu’'aprés cjpgrs d’'incubation pour les isolats H8 et
H15 et deux jours pour l'isolat H1. Elle augment®gressivement pour atteindre leur valeur
maximale au 8éme jour. Ces résultats sont en acaved la bibliographie qui montre que
maximum de production des antibiotiques par lesactycetes se fait entre 7 etl0 J. (Omura et
Tanakal98BReghiouaf eal. (2008) ont montré que I'activité antibactériemoatre les souches de
Bacillus cereuset d’Escherichia coliapparait aprés trois jours de fermentation, attemn
maximum vers le 9éme jour et reste constante jasgli4éme jour. Les souches d’actinomycétes
isolés parZitouni eal. (2005) montre une activité antibactérienne coBaeillus subtilisa partir du
deuxiéme jour et une activité antifongique a paltirseptiéme jour.

lll.  Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)des extraits

organiques de 3 isolats d’actinomycetes.

L’analyse par CCM des extraits organiques destsdld, H8 et H15 a montré les résultats
suivants (figure 5).

Figure5 : Analyse par CCM des extraits organiques des isélatéa), H8 (b) et H15 (c). La phase

mobile est un mélange de chloroforme / méthanoi{9
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Les 3 extraits ont montré la présence de 4 prodietcoloration différente ; les rapports

frontaux (Rf) de ces produits sont montrés danalbkau.
Tableau 4 Rapports frontaux des produits obtenues aprés @€dvextraits des isolats H1, H8 et
H15.

Produit
Isa 1 2 3 4
H1 0,38 0,49 0,66 0,82
H8 0,36 0,46 0,50 0,59
H15 0,41 0,47 0,52 0,67

Rf= distance parcourue par le soluté / distancequeite par le solvant

Afin de détecter la ou les produit(s) responsabldés I'activité antimicrobienne contr@.
aureus nous avons effectué un test autobiographiquea gquontré une activité antimicrobienne au
niveau des produits 3 et 4 pour les différentsaisti(figure 6).
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Figure6 : Activité anti-staphylocoques des produits 1@4h) , 3(c) et 4(d) de la CCM de l'isolat
H1.

FST FES

Afin de confirmer ces résultats, les substanceseomes dans chacun des 4 produits ont été
testées séparément apres élution de la siliceec8ntaureus.

Les résultats de ce test confirment ceux obtenudeptest autobiographique (tableau). En
effet, on remarque que seuls les extraits provieshatroisieme et quatrieme produit sont actifs su
S. aureus.

Les différents produits ont été aussi testés edBitrsubtilis et B.cereusOn constate que
I'extrait du premier et deuxieme produit des isold1l et H15 ne montrent pas d’activité contre les
2 souches d8acillus Toutefois, I'extrait du deuxiéme produit de IlabH8 montre une activité
contre ces 2 souches.

Ces résultats suggerent que les isolats H1, HB1&t produisent différentes substances
antibactériennes. Il serait intéressant de testerektraits des différents produits sur un grand

nombre de souches test afin de préciser le spdetrgvité de chacun des produits.

Tableau5: Test d’activité des extraits apres élution dgsatiuits obtenus apres CCM des isolats
H1, H8 et H15.

Isolate produit S.aureus B .subtilis B.cereus
H15 1 - - -
2 - - -
3 1,4 1,2 1,2
4 1 1,1 1,4
H1 1 - - -
2 - - -
3 2,2 1,5 1,6
4 2,4 1,2 1,8
H8 1 - - -
2 - 1 0,7
3 1,3 1,2 15
4 1,6 1,3 1,7
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Figure7 : Test d’activité des extraits aprées élution dgsdluits obtenus sur CCM de l'isolat H15
contreSa (a) et Bs (b)

IV. Recherche de l'activité des extraits organiques ddsolats H1, H8 et H15

sur la paroi de Staphylococcus aureus

Les résultatsde l'activité des extraits organiqles isolats H1 et H8 sur la paroi de S. aureus
sont montrés dans la figure. On constate que lgaigxdes deux isolats permettent I'obtention de
bandes d’ADN et d’ARN plus intenses que celles @@soins. L'intensité des bandes augmente
avec le temps de contact des bactéries avec leasitextUn résultat analogue a été obtenu avec
I'extrait de I'isolat H15 (résultat non montré). c@@ourrait étre expliqué par I'action probable de
ces extraits sur la paroi & aureusToutefois, ces résultats devraient étre confirerésliminuant
le temps de contact des bactéries avec les extradsec I'eau afin de vérifier si on pourrait atite
une extraction d'acides nucléiques avec I'extraianique et non dans le témoin. On pourrait aussi

tester I'activité de ces extraits sur d’autres éaes ou champignons.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214




Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Figure 8 : Electrophorése sur gel d'agarose 1 % des aoudgiques extrait d8. aureugar les
extraits des isolats d’actinomycétes : puitsl ragixtle H1 pendant 5 min, : puits2 : témoin de
I'extrait de H1 pendant 5 min , puits 3 : extrastid1l pendant 30 min, : puits4 : témoin de I'extrait
de H1 pendant 30 min ,puits 5 : extrait de H1 pah@8 min, puits 6 :témoin de I'extrait de H1
pendant 30 min , puits7 : extrait H8 pendant 5 mints 8 : témoin de I'extrait de H8 pendant
5min ,puits 9 : extrait de H1 pendant 30 min, piistémoin de I'extrait H8 pendant 30min, puits
11 :I'extrait de H8 pendant 60min, puits 12 :téma@l’extrait H8 pendant 60 min.

V. Etude physiologique et biochimique des isolats d’@#oomyceétes

1. Croissance en fonction du pH

La croissance des différents isolats d’actinomyceaté&té évaluée en fonction du pH du milieu de

culture tableau6.

Tableau6: Effet du pH sur la croissance des isolats dactiycetes

5 6 7 8 9 10
Souch
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H2 + + + + + +
H2’ - + + + + +
H3 - + + + + +
H4 - + + + + + + + +
H5 - + + + + + + +
H8 - + + + + + + +
H9 - + ++ ++ + +
H11 - + ++ ++ + +
H12 - + ++ ++ + +
H15 - + + + + +
H18 - + + + + +

Les tests de croissance en fonction du pH ontégtétés 3 fois.
+ : Croissance moyenne
++ : Bonne croissance

En se basant sur ces résultats, les isolats dosmgtioetes peuvent étre regroupés en deux
groupes:
» Le premier groupe renferme les souches H2', H3,H#E,H9, H11, H12, H15 et H18 dont la
croissance est observée pour des valeurs de pi dée6 jusqu’a 10.
» Le deuxieme groupe regroupe les souches H1 et HBmjen plus une capacité de pousser

dans des valeurs de pH égale a 5.

On constate que les isolats H4, H5, H8, H9 et HIH1& ont tendance a mieux croitre dans
des pH voisins de la neutralité.

Ces résultats sont en concordance avec la bibjipge qui démontre que les actinomycétes
poussent en général sur les milieux neutres (Kwrhal 2010). Toutefois, il existe des souches
d’actinomycétes qui tolerent des pH acides ou hbasiqg Certaines especes peuvent avoir une
croissance maximale dans des pH=5.5 et cette armiesdiminue considérablement en se dirigeant

vers les pH neutre (Swapnil et Desai 2010).
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Il est important de noter que le pH du milieu pewissi influencer la production des
meétabolites antibactériens et antifongiques (Besial., 2003). Il serait donc intéressant d’étudier
I'effet du pH sur la production des substanceswintobiennes par les isolats d’actinomyceétes.

2. Production des flavonoides et des polyphénoles

L’'analyse de la production des flavonoides et adgphénoles par les isolats
d’actinomycétes a montré les résultats suivants :

Tableau7: Production des flavonoides et des polyphénal$gsasolats d’actinomycetes

Souche Flavonoides Polyphénols
H1 + +
H2 + +
H2' + +
H3 + +
H8 + +
H15 + +
H18 + +

+ : production de pigments
- . pas de production de pigmen

« e

Figure 9: Production des polyp enols(a) et avonoldespé)l'isolat H3
On constate que les isolats d’actinomycetes amalpséduisent des flavonoides et des

polyphénols. Nos résultats concordent avec ceuwwé® par Rajendra at. (2003) qui ont mis en
évidence la présence des flavonoides aieptomyces spLes flavonoides et les polyphénoles
sont considérés comme étant des agents antioxydatagenset al, 2003), antimicrobiens et
anticancéreux (Kofujiteet al, 2004). lls peuvent montrer aussi une activitévaate contre les
virus d'influenza, HIV-1, HIV-2 et une activité tallérgiques.
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3. La production des pigments mélanoides

L’'analyse de la production des pigments mélanogedes isolats d’actinomycétes a montré
les résultats suivants :

Tableau8: Production de pigments mélanoides par les isalatictinomyceétes
Souche ISP6 ISP7

H1 + -

H2 + +

H2' - -

H3 - -

H4 - -

H5 - -

H8 - -

H9 +
H11 + -
H12 - -
H15 - -
H18 - -

+ : production de pigments mélanoides
- : pas de production de pigments mélanoides

ISP7 ensemenc témoir

Figurel10: Production des pigments mélanoides
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Les isolats H2’, H3, H4, H5, H8, H12, H15 et H1& alonné des résultats négatifs sur les

deux milieux ISP6 et ISP7; ce qui signifie que sesiches ne produisent pas des pigments

mélanoides.

L’isolat H2 produit des pigments mélanoides caréxé par la coloration brun noir sur les
milieux ISP6 et ISP7. Cet isolat serait doté d'yste&ane de phénolase. Il s'agit, dans ce cas, d'une
tyrosinase puisque selon Margalith (1992), la bitisyse de la mélanine se fait par la voie de
Raper-Mason avec la tyrosine comme substrat. lasityase catalyse la réaction d'oxydation de la
tyrosine en DOPA (dihydroxyphénilalanine) et enapginone. Apres une série de réaction d'auto-
oxydation, le produit final est l'acide 5,6 dihygyodol coloré en jaune, qui se condense pour
donner la mélanine caractérisée par la couleur boim(Margalith 1992).

La production des pigments mélanoides est unectéaistique trées importante pour les
actinomycetes ; Shirling et Gottlieb (1972) I'oohsidérée comme une clé pour la classification des
StreptomycesPar ailleurs, les pigments mélanoides peuventigpéiqués dans la virulence des
souches comme il a été établi par Lindhanal. (1997) qui ont rapporté que les souches de
Streptomyces scabiéolées des Iésions de lapatate ne sont pathogemesi elles produisent des
pigments mélanoides. Polak (1989) ont trouvé que deuches deCryptococcus neoformis
productrices de pigments mélanoides sont plusentas que les mutants albinos. Cette virulence
est due a la mélanine présente dans la paroi ddampignon, et qui agit comme une barriere
contre les cellules immunitaires activées.

Les isolats H1, H9 et H11 produisent des pigsbnins sur le milieu ISP6 et non pas sur le
milieu ISP7. Margalith (1992) et Mizukaret al. (2000) ont rapporté que les pigments bruns noirs
produits par les actinomycetes dans le milieu IS&@s donner de résultat positif dans le milieu
ISP7 ne sont pas de la mélanine, mais des pigmeigims de la mélanine. Par contre, Shirling et
Gottlieb (1966) les considérent comme des pigmmdianoides.

Identification moléculaire de l'isolat H15 :

VI. Identification moléculaire de I'isolat H15 :

L’amplification par PCR de 'ADNr16S de lisolat}3 en utilisant les amorces Fd1 et RS16
a donné le profil suivant aprés électrophoréseslid’agarose (figure 11)
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ADN amplifié

Figure 11 : Electrophorese sur gel d’agarose 1 % des aciddéigues amplifiés par PCR.

L’amplifiat a été soumis pour séquencage au Ceddtrwersitaire Régional et d’Interface,
Université Sidi Mohammed Ben Abdellah — Fés. La paraison de la séquence obtenue avec les
banques de séquences (Geenbank) a montré quenesolgees les plus importantes(85%) sont

obtenues ave8treptomyces sp.

Conclusion et perspectives
Au bilan, les résultats obtenus dans la présenideémontrent que sur les 12 isolats

actinomycetales testées, 9 étaient actives enwemrmans une bactérie-test. Une recherche du
milieu de culture optimal de production a étéisga sur les milieux ISP1, ISP2, GLM, Bennett et
GYEA. Les tests statistiques ont montré une difféeenon significative entre les milieux GLM,

Bennett et GYEA. Le test d’activité antimicrobienthes différents isolats a montré qu’ils ont des
spectres différents contre les bactéries testémstefois, aucun de nos isolats n'a montré une

activité contre les champignons testés.
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La croissance des 12 isolats en fonction du pH atr@aine croissance dans un intervalle de

pH allant du 6 jusqu’a 10, avec une croissance @Hide 5 pour certains isolats.

Par ailleurs, les isolats H1, H2, H2’, H3, H8, HA65H18 ont la capacité de produire les
pigments flvonoides et polyphénoles.

Les extraits organiques des isolats H1, H8, et étlifliés ont été préparés et fractionnés par
chromatographie sur couche mince (CCM). Ensuits, bandes responsables de [Iactivité
antimicrobienne ont été identifiees par bioautolgrap cette derniére montre que les deux bandes
1 et 4 contiennent une activité astaphylocoquedJn grattage du silice des spots obtenues aprés
CCM a montré que pour les trois isolats les bar&les 4 inhibent la croissance des soudBes
cereus, B.subtilis et s.aurelw®our l'isolat H8 nous avons constaté I'apparititume activité contre
les soucheB. cereus et B.subtilis.

Afin de déterminer le mode d’action des substampceduites, nous avons étudié leur action sur la
paroi deS. aureuslLes expériences réalisées suggerent que lesasgbstbioactives agiraient au
niveau de la paroi de ces bactéries dans les cami@res minute de contacte entre I'extrait et la
souche test.

L’amplification par PCR et le séquencage de 'ADMN® de lisolat H15 a permis son
assignation au genfreptomyces

Enfin, nous estimons que ce travail mérite détaurpuivi afin de tester l'activité
antifongique contre des champignons outre que c#ilige, et aussi optimiser les conditions qui
permettent la production des molécules bioactivesitre les champignons, ainsi qu’une
détermination du spectre d’action des substancedufies sur d'autres bactéries et en particulier
sur des bactéries multirésistantes.

Il serait aussi intéressant d’identifier les autissats d’actinomycetes et de déterminer la

nature chimique des substances antimicrobiennekipes et leurs modes d’action.
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