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Résumé

La présente recherche est basé sur d’étude comparative des résultats des études
précédentes sur les caractéristiques des actinomycetes expliquent 1’urgence de disposer de
nouvelles molécules antimicrobiennes et antifongiques d’origines biologiques Celles-ci sont
souvent recherchées a partir des actinomycetes isolés, Quatre échantillons différents prélevés
de différents écosystemes de monde : Sol de zones semi arides région de La Sebkha de Ain
M’lila, Sol de zone aride région de m’sila (Msife), Sédiment de 1’eau de mer région les
zones de cotiere d’égypte et Sol d’écosystémes forestiers (parc national) région du nord-

est de I’inde.

Nous avons comparé les résultats d’isolement, les tests d’identification (morphologiques,
moléculaire et physiologique,), ainsi les résultats des activités antimicrobienne contre divers
microorganismes pathogene, La technique des cylindres d’agar est généralement employée
pour la mise en évidence du pouvoir antimicrobien. la souche du Sol d’écosystémes forestiers
(parc national ) montré une activité antimicrobienne importante et aussi la souche Sédiment de
I’eau de mer région les zones de cotiere d’égypte montré une activité importante (11) contre

Bacillus subtilis

La méthode utiliser pour 1’extraction de leurs antibiotiques, c’est la technique

d’extraction liquide-liquide, par des solvants organiques de différentes polarités.

Et purification des biomolécule de différentes références présentes dans les extraits
testés, sont analyses et purifier par différentes techniques de caracterisation a savoir les
techniques chromatographiques (I'HPLC, CCM), UV visible. D’apre les résultats obtenu
on a pu constater que la majorité des isolats ont une large variété culturale sur la gamme des

milieux GLM et Amidon Caséine agar.

Nous résume alors que le Sol d’écosystémes forestiers (parc national) région du nord-

est de I’inde le millieu le plus riche en actinomycetes.

Mots clés : Actinomycetes, , étude comparative, identification, molécules biologiques ,

extraction,GLM,SCA antimicrobienne.



Abstract

The present research is based on a comparative study of the results of previous studies on the
characteristics of actinomycetes explain the urgency to have new antimicrobial and antifungal
molecules of biological origins These are often sought from isolated actinomycetes, Four
samples different samples taken from different ecosystems of the world: Soil of semi arid
zones region of La Sebkha de Ain M'lila, Soil of arid zone region of m'sila (Msife), Sediment
of sea water region coastal zones of egypt and soil of forest ecosystems (national park) region
of northeast india. We compared the results of isolation, identification tests (morphological,
molecular and physiological), as well as the results of antimicrobial activities against various
pathogenic microorganisms. The technique of agar cylinders is generally used for the
detection of antimicrobial power. Soil strain from forest ecosystems (national park) showed
significant antimicrobial activity and also the Sediment strain from seawater region coastal
areas of Egypt showed significant activity (11) against Bacillus subtilis The method used for
the extraction of their antibiotics is the liquid-liquid extraction technique, with organic
solvents of different polarities. And purification of the biomolecules of different references
present in the extracts tested, are analyzed and purified by different characterization
techniques, namely chromatographic techniques (HPLC, TLC), UV visible. From the results
obtained it was found that the majority of the isolates have a wide cultural variety on the
range of GLM and Starch Casein agar media. We then summarize that the Soil of forest
ecosystems (national park) region of northeastern India is the richest medium in
actinomycetes. Keywords: Actinomycetes,, comparative study, identification, biological

molecules, extraction, GLM, antimicrobial SCA.

Keywords : Actinomycetes,, comparative study, identification, biological molecules,
extraction, GLM, SCA, antimicrobial.
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ADN: Acide désoxyribonucléique
ATTC: American Type Culture Collection
BLAST: Basic Local Alignement Search Tool
BET: Bromure d’éthydium
CCM: Chromatographie sur couche mince
DAP: Acide diaminopimélique
dNTP: Désoxyribonucléotide triphosphate
EDTA: Ethylenediaminetetra acetic acid
GLU:Glucose GN: Gélose nutritive
MA: Mycélium aérien
MS: Mycélium du substrat
PCR: Polymerase Chain Reaction
RF: Rapport frontal
HPLC: High Performance Liquid Chromatography
ISP: International Streptomyces Project
CaCO0a3: carbonate de calcium
GC: guanine cytosine
M: molaire
Na CI: chlorure de sodium
UFC: unite formant colonies

ARN: Acid Ribonucléique



MK: Ménaquinones

Pb: Paire de base

MH: Muller Hilton

KDa: Kilo Dalton

PDa: Potato Dextrose Agar

UV: Ultraviolet

V/V:Volum par Volum

GYM : Glucose-yeast extract-malt extract agar
SCA : Starch -Casein Agar

ELL : Extraction liquide-liquide

ADNTr 16S: ADN Ribosomique 16S

E. coli: Escheria coli

R*: radicaux libre

L: litre

SIDA : Syndrome d’Immuno déficience acquise
02 : oxygene

O-2 : Anion peroxyde

H202 : Peroxyde hydrogéne OH- : Radical hydroxyle
é : Electron

ERO : Espéces réactives d’oxygene

ROS : Espéce réactive de I’oxygene

Bn : Bennett

SM : spectre de mass

UV-visible : Ultraviolet-visible

PH : potentiel d’hydrogeéne.

Aw : Activity of water.

Tm: Température ambiante



G: Grossissement
DO: Densité Optique
% : Pourcentage

C°: degré Celsius

<: Inférieur

Mm : millimétre

pm : micrometre
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Introduction




I. Introduction
Depuis des milliers d'années, les hommes utilisent des microorganismes (bactéries,

levures et moisissures) pour fabriquer des produits comme le pain, la biere, le fromage, etc. Ces
microorganismes, omniprésents dans notre environnement(le sol, l'air et les eaux). Les sols sont
des habitats d’unegrande diversitéde microorganismes. Ils sontimportants pour les fonctions
qui entretient des écosystemes (De Gannes et al., 2015).Une gamme de micro-organismes peut
établir des interactions entre les plantes soitbénéfiques ou nuisibles a la plante. Parmi ces
microorganismes, on trouve les actinomyceétes qui sont des bactériesa Gram positif et
filamenteuxqui se trouvent librement ou saprophyte dans différents habitats comme le sol, I’eau
chaude,les sédiments marins etc.Les actinomycétes sont universellement répandus. Ils
constituent en général 10 a 20% du total de la microflore tellurique (Dommergues et
Mangenot, 1970; Ishizawa et Araragi, 1976).

La taxonomie des actinomycetes est extrémement complexe, la classification avec les
méthodes traditionnelles, qui sont basée sur les caractéres morphologiques et physiologique a
conduit a beaucoup de groupes hétérogenes. Récemment trois principales approches sont
suggérées pour [’identification des espéces d’actinomycétes: la chimiotaxonomie, la
differentiation phénotypique et I’¢tude moléculaire, la combinaison entre ces trois techniques

donne des résultats plus complets (Silva et al., 2013)

I’importance des actinobactéries a de tout temps été soulignée dans divers domaines:
dans le domaine industriel, dans le domaine médicalet vétérinaire, dans 1’agriculture et 1’agro-

alimentaire, etc. (George et al., 2012; Solecka et al., 2012).

Les actinomyceétes ne cessent d’occuper une place de plus en plus importante dans notre vie et
sont actuellement a 1’origine de 1’essor du domaine de la biotechnologie (Smaoui, 2010). Ces
microorganismes sont parmi les principales sources de molécules bioactifs, particuliérement
ceux appartenant aux groupes d’Actinomycétes (Finance et al.,1985).Les Streptomyces sont
les meilleurs candidats pour la production des métabolites secondaires biologiquement actifs.
En effet, les métabolites secondaires produits par les Actinomycetes représentent une large
source de composeés de diversité structurale tres vaste tels que les vitamines, les hormones de
croissance des plantes, les enzymes et les inhibiteurs d’enzymes(Tanakaet al.,1993).De
plus,environ70% des molécules antibiotiques utilisées en médecine et 60% des antifongiques
utilisés en agriculture sont produitspar ce genre de microorganismes (Sujatha et

al.,2005;Smaoui,2010)

o

L’




A T’heure actuelle, les problemes de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des patients,
associés a I’incapacit¢é de contréler certaines maladies infectieuses comme le genre
Mycobacterium, agent infectieux, responsable du plus grand nombre de déces dues aux
maladies infectieuses (Gao et Gupta, 2012; Kumar et al., 2012) ont conduit a la recherche
continue de nouveaux antibiotiques, a fin de combattre les organismes résistants parfois a
plusieurs antibiotiques. Pour atteindre cet objectif, de nombreuses recherches se sont orientées

vers le criblage de nouvelles souches productrices d’antibiotiques.

L’objectif principal de notre étude consiste en une synthése bibliographique sur la
production des métabolites bioactifs par des actinomycetes isolés de différents biotopes naturels
de I’Algérie.

L’étude a portée sur les étapes suivantes :

» La premiére partie ¢’est La mise au point bibliographique décrivant les notions
essentiellesa la compréhension de notre travail qui présente les connaissances
sur les actinomycétes en générales.

> La deuxieme partie est relative a la production des substances bioactif par des
actinomycetes.

> La troisiéme partie c’est la description des techniques expérimentales d’études
des actinomyceétes et la synthése des différentes travaux (les articles) regroupent

I’¢tude des actinomycetes isolées a partir de différentes biotopes au monde.
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Chapitre 1 : les actinomycetes




. Les Actinomycetes

1. Historique

En 1827, le nom Actinomyces a été accepté comme un nom d’un genre bactérien pour deux
raisons, premiérement parce que le nom est orthographié différemment, et deuxiémement le

nom Actinomyces n’a été utilisé que par son auteur Meyen.

Selon Waksman,I’histoire des actinomycétes peut étre divisée en 5 grandes périodes.La
premiere periodequi va de 1875 a 1900, a été nommée " période médicale"du fait que 1’intérét
de la découverte de leur role de la pathologie (Baldacci, 1962). En 1875, Cohn découvre le plus
ancien genre d’actinomycétes aérobie, a été appelé Strepthrotrix. En 1877, Harz isole 1’agent
responsable des actinomycoses debceuf, a été appelé Actinomycesbovis (1’agent causal d’une
tumeur de la joue des bovins), a été décrite comme étant une moisissure. En 1888, le vétérinaire
Edmond Nocardisole le premier microorganisme classé dans le genre Nocardia. En 1898, la
découverte du premier actinomycete thenophiles, en 1894, Vincent a isolé et décrit 1’agent

causatif de la maladie du pied a madura appelé Actinomadura qui été observé en Algérie.

"Seconde periode"” qui va de 1900 a 1940 se rapporte a la mise en évidence et a 1’étude des
actinomycetes du sol (Mariat et sebald,1990)en 1909, OrlaYensen créa la famille des
Actinomycetaceae qui comprend un seul genre Actinomyces, en 1917, Buchanan propose
I’ordre des Actinomycetales. Avant les années 1940 les actinomycetes étaient intéressants en
raison de leur couleur et odeur distinctives lorsqu’ils étaient cultivés sur des milieux de

laboratoires.

"Troisieme periode™ Elle commence en 1940, Waksman découvre des antibiotiques produits
par les actinomycetes.lui est indiscutablement lié avec la découverte, en 1943, de la

streptomycine produite par Streptomyces griseus(Waksman et woodruf, 1940)

Le genre Streptomyces est proposé comme combinaison des deux noms qui pour la premiére

fois ont été attribués aux actinomycetes: Streptothrix et Actinomyces.

"Quatrieme periode" peut étre définie comme une période de développement de critéres

morphologiques et biochimiques pour la classification des actinomycétes. En 1958, il a été




suggéré un systeme de classification des streptomyces basé sur la morphologie des chaines de

spores et la couleur du mycélium aérien (Etting, 1958) .

Cinquieme periode depuis les années 1960, la mise au point des techniques
chimiotaxonomiques, et 1’essor des méthodes de génétique puis génomique. Et 1980, on peut

noter les travaux de professeur SabouNasser Eddine en Algérie.

2. Définition
Les veéritables Actinomycétes, également connus sous le nom d’actinobactéria. Le mot
Actinomycetes a été dérivé des mots grec «Aktis» qui veut dire rayon et «<mykes» qui veut dire
champignon «Champignons a rayons» ou «Champignons rayonnants». Expression utilisée pour
les désigner en anglais (Ray fungi) et aussi en allemand et en russe(Lamari, 2006). Les
actinomyceétes sont été considérés comme un groupe intermédiaire entre bactérie et
champignons, un ensemble des caracteres qui rapprochent les Actinomycetes a des
champignons principalement la structure de leur myceélium présentent des ramifications, malgré
ces analogies entre les Actinomycetes et les champignons mais il ya des différences
fondamentales confirment leur classification parmi les procaryotes( bactéries) sont : le diamétre
de leurs hyphes est plus petit que celui des champignons (0.5 & 1.2ym), ainsi la sensibilité aux
attaques des actinophages a des antibiotiques, antibactériens et aux lysozymes,et aussi Les

actinomycetes n'‘ont pas de membrane nucléaire, elles possedent des organites flagellaires

ressemblant a ceux des bactéries.

Figure 01 : la forme des actinomycetes ( kateryna, 2018)




Les Actinomycetes sont des microorganismes a coloration de Gram positive, a structure
végétatif de type mycélium (Williams et al., 1993 ; Sanglier et Trujillo, 1997), contenant Une
proportion de cytosine et guanine (coefficient de ChargaffG+C %) est supérieur a 55 %,
généralement compris entre 60 et 75 %, (Ensign, 1978 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; Chun et
al., 1997).

En général, les actinomycetes sont des hétérotrophes, utilisant des molécule organique
préfabriquées mais plusieurs especes sont capable aussi de croissance chimio-organotrophe
utilisant un grand variété de source d’énergie y compris des polymeéres complexe, il ya aussi de
croissance chimio-autotrophe utilisant I’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et
le gaz carbonique comme source de carbone, Certaines ont des exigences nutritionnelles tels
que les vitamines et certains acides aminés.ils peuvent vivre dans les écosystemes riches en
matiére inorganique. Certain genre sont mobile ( produisent des spores flagellées) permettant
leur désertion dans les habitat aquatique. La plupart des Actinomycétes sont des aérobies dont

quelque unes sontaffeteux avec peu d’oxygene (micro-aérophile).

3. Taxonomie

La taxonomie est 1’étude de la diversité des microorganismes et des relations susceptibles
d’exister entre eux. Elle recouvre trois domaines différents : la classification, la nomenclature
et I’identification. La toxonomie des actinomycetes evoluée au cours des 20a 30 derniers
années. En 1989 Les différentes éditions du Manuel de Bergey ont apporté des définitions
actualisées des actinobactéries avec des données fournies par des travaux récents par rapport a

I’époque de chaque édition.

Dans le Bergey’sManual de 2012, Ces microorganismes sont classes actuellement dans le
regne des Procaryote,le Domaine des Bacteriaou Eubacteria, le phylum des Actinobacteria et
la classe des Actinomyceétes etla Sous-Classe des Actinobacteridae(Euzéby, 2015).L’ordre des
Actinomycetales a été subdivisé en plusieurs ordres (Actinomycetales, Streptomycetales,
Streptosporangiales, Micromonosporales, Micrococcales, etc).Les Actinobacteria sont
classées, depuis 2012, en 5 classes etdans 15 ordres, 43 familles et 203 genres,dont les plus

répondussont présentés dans le Tableau 1




3.1 Mycobacteriacee
Cette famille est représentée par le genre mycobactérium, caractérisé par une

propriété tinctoriale essentielle : ce sont des bacilles acido-alcoolo résistants
(BAAR).Toutes les mycobactéries sont des BAAR. (Carbonelle et al, 2003).

La synthése des acides mycolique: Ces acides gras insaturé sa longue chaine
carbonée (C60a C90) sont le support de I'acido-alcoolo-résistance et constituent un
critere taxonomique de choix car leur structure varie selon les espéces, le
pourcentage en G+C varie de 62 a 70 a l'exception de Mycobacterium leprae dont le
GC% est compris entre 54 et 57%. (Freneyj, 1994).

3.2 Actinomycétacées
Cette famille est représentée par les genres Nocardia et Actinomyces. Le genre Nocardia

comprend de nombreuses espéces tres répandues dans le sol. Les colonies, difficiles a

distinguer des colonies bactériennes (Alexander, 1977).

3.3 Les streptomycétacees
Cette famille est représentée par les genres Nocardia, Streptomyces,Micromonospora, Le genre

Streptomyces est tres répandu dans le sol ou il représente souvent 70 a 90 % des actinomycetes.
Le genre Micromonospora est caractérisé par un développement faible ou nul du mycélium
aerien; les conidies, isolées ou en grappes, sont portées directement par le mycélium végétatif,
il se distingue des Nocardia par leur mycélium végétatif persistant quel que soit le stade de

développement et une reproduction par des conidies en chaine.




Tableaul. Classes, ordres et familles du phylum des actinobactéries(Goodfellow et al.,

2012).

Classes

Ordres

Familles

Actinobacteria

Actinomycetales
Actinopolysporales
Bifidobacteriales
Catenulisporales

Corynebacteriales

Frankiales

Glycomycetales

Micrococcales

Actinomycetaceae
Actinopolysporaceae
Bifidobacteriaceae
Catenulisporaceae, Actinospicaceae

Corynebacteriaceae, Dietziaceae,
Mycobacteriaceae, Nocardiaceae,

Segniliparaceae, Tsukamerullaceae

Frankiaceae, Acidothermaceae,
Cryptosporangiaceae,

Geodermatophilaceae, Nokamurellaceae

Glycomycetaceae

Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,
Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae,

Dermacoccaceae,

Dermatophilaceae, Intrasporangiaceae,
Jonesiaceae, Micobacteriaceae,
Promicomonosporaceae,

Rarobacteriaceae, Ruaniaceae
Micromonosporaceae

Streptomycetaceae




Acidimicrobiia

Rubrobacteria

Micromonosporales
Streptomycetales

Streptosporangiales

Acidimicrobiales

Rubrobacterales

Streptosporangiaceae,
Nocardiopcaceae, Thermomonosporaceae

Actinomicrobiaceae

Rubrobacteraceae




4. Les critéres d’identification des actinomycetes

La systématique bactérienne a subi plusieurs modification durant les trois dernieres décennies
dues a ’application de nouvelles techniques biochimiques,chimiques,
géneétiques ,morphologiques et moléculaires (Abbas,2006),cette classification des especes et
des genres reste un sujet difficile et controversé car différents critéres sont utiliséau début, la
premiere période ( la période classique) qui s’est étendue jusqu’au début des années 1960, seuls
les criteres morphologiques qui disponible dans une large gamme qui peut étre utilisé pour la

classification fine

4.1 Caracteres morphologiques
La morphologie des actinomyceétes ressemble fortement a celle des mycetes (Prescott et al.,

1995).le diametre des hyphes, habituellement de 0,5 a 1 um (Eunice, 1983), les Actinomycetes
sont caractéerisés par une grande diversité morphologique qui varie dusimple bacille, et aussi
des cocco-bacilles comme Rhodococcus et les mycobactérium(Avril & al, 1992)et cocci
comme les micrococcus. On rencontre des espéces dont le mycélium est rudimentaire, d'autres

au mycélium fugace, qui se fragmenteen éléments coccoides et en formes de batonnets

cellulaires chez les Nocardia (Wink et al ., 2017), et d’autre especes au mycélium développé.

Actinomycetes sont des Bactéries filamenteuses mince et ramifie, septée dont la croissance
donne lieu a des colonies constituées d'hyphes), qui irradient par croissance centrifuge tout

autour du germe qui leur a donné naissance. ( Rastogi et kishore., 1997)

Le mycélium peut étre stable(permanent) ou fragmentaire, le mycélium stable peut étre organisé

en mycélium végétatif ou en mycélium aérien trois cas sont envisageables selon Djaballah

(2010) :

- Soit il ya formation du mycélium végétatif seulement (mycélium de substrat). La
croissance a lieu soit au sein, soit a la surface du milieu. Le mycélium estcoénocytique,
donc dépourvu de septum.

- Soit il ya formation du mycélium végétatif et aérien maturé en conidies. Le mycélium
aerien croit a la surface du mycélium végétatif et utilise ce dernier comme substrat.

- Soit il ya formation du mycélium aérien seulement, comme le genre de Sporichthya.




Figure 02 : Diversité des types de surface de spores(Kageyama et al., 2004 )

La plupart des actinomycéetes sont immobiles. Cependant, certains produisent des spores
flagellées, appelées zoospores, permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques. Il peut y

avoir aussi une production de spores par les filaments. Les spores produites sont soient isolées
soient groupées ou méme enfermées dans un sporange ou conidie qui libéredes spores de formes

variées, d’aspect lisse ou ridé, soit isolées ou groupées en chaine.

Les colonies des actinomycétes formées sur milieu solide sont tres particulieres. Elles résultent
de I’accumulation des hyphes ramifiés. L’aspect des colonies peut étre compact, sec, lisse,
rugueux a contours lisse ou echancrés. Le diamétre des colonies est variable de 1 a 10 mm. Les
colonies sont souvent pigmentées (blanc, creme, jaune, violet, rose, gris, etc... (Perry et al.,
2004)

Enmilieux liquide (sans agitation) les hyphes formés aprés la germination des spores montent

en surface pour croitre en contact de I’air (Keulen et al., 2003), en milieu liquide (avec

agitation), il n’y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores.

Il existe d’autres structures morphologiques: les sclérotes et les synnemas (corémies) qui sont

présentes, respectivement, chez les Chainia et les Actinosynnema.
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Figure 03 : colonie d'actinomycetes montrant Figure04 : morphologies rencontréele
mycélium de substrat et le mycélium aérienau cours de cultures liquidesavec des chaines
de conidiospores(Almaris, 2007)(Dvorak, 1999)

4.2 Caracteres culturaux
Les caractéristiques culturelles des actinobactéries font référence aux caractéristiques de

croissance et a la morphologie de divers types de milieux de culture. Elle est généralement
déterminée aprés une incubation de 14 jours a 28 ° C strictement selon les méthodes utilisées
dans I'InternationalStreptomyces Project (ISP) (Shirlinget al .,1966). Les couleurs du substrat
et des mycéliums aériens et des pigments solubles produits ont été déterminées par comparaison
avec les puces des nuanciers ISCC-NBS (Kelly,1964) .La taxonomie classique attache une
grande importance au rble descaractéristiques de culture dans ['identification de la
classification, génerale avec les spores, les hyphes aériens, avec ou sans couleur et pigment
soluble, conditions de croissance différentes sur différents supports comme principales
caractéristiques (Figure 05). Les couleurs du mycelium aérien sporulant mature sont
enregistrées de maniére simple (blanc, gris, rouge, vert, bleu et violet). Les milieux utilisés sont

la gélose a I'extrait de levure-extrait de malt et la gélose a I'amidon de sel inorganique.

Les groupements sont faits sur la production de pigments mélanoides (c'est-a-dire, brun
verdatre, noir brunatre ou brun distinct, pigment modifié par d'autres couleurs) sur le support.
Les souches sont regroupées en pigment mélanoide produit (+) et non produit (-). Dans quelques
cas, les productions de pigments mélanoides sont retardées ou faibles, et par consequent, elles
ne se distinguent pas. Ceci est indiqué comme variable. Ce test a été réalisé sur les milieux ISP-

1 et ISP-7, comme recommandé par International Streptomyces Project.
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4.3 Caracteres physiologique :
Il a été suggéré que les facteurs importants contrdlant I'abondance des actinomycétes dans le

sol sont la nature et I'abondance de la matiére organique, la teneur relative en humidité, la

température et I’oxygene
4.3.1 Activité de ’eau (AW)

Les spores d'actinomycétes peuvent germer a aw(0,50), tandis que aw(0,98) est I'humidité
optimale pour le développement de tous les actinomyceétes. Ce n'est qu'a un aw(0,98) que tous
les actinomycétes ont terminé leur cycle de développement (était la plus favorable pour la
germination des spores et le développement du mycélium dans toutes les cultures
d'actinomycetes étudiées. la capacité des spores d'actinomycetes a germer a faible humidité a
favorisé leur appartenance aux premiers organismes émergeant sur terre et impliqués dans la

formation primaire du sol(Zvyagintsev& al, 2005).
4.3.2 Latempérature

Les Actinomyceétes sont des microorganismes meésophiles, La température optimale de
croissance est entre 25 & 30 C°, La plupart des actinomycetes thermophiles se développent bien

a 50 ° C et sur une plage de températures de 25a 55 ° C.

Et il existe certain genre thermotolérants tels que Microbispora, Micropolyspora et
Pseudonocadia, ce sont des souches plus thermotolérantesque thermophiles (Leveau et Bouix,
1993 ; Djaballah ,2010).




433 pH

La plupart des actinomycetes se comportent comme des bactéries neutrophiles, croissent dans
un intervalle de pH compris entre 5 et 9 avec une croissance optimale a pH neutre ou légérement
alcalin, les actinomyceétes acidophiles aux propriétés de type streptomycéte sont courants dans
les habitats terrestres a faible pH, notamment dans les sols forestiers acides (Williams et al.,
1971; Goodfellow& Dawson, 1978; Seong et al., 1993).Les souches acidophiles se
développent a des valeurs de pH comprises entre environ 3,5 et 6,5, avec un pH optimal
d'environ 4,5 (Kahn et Williams 1975; Hagedorn 1976)sont largement répandus dans les sols
acides. En géneral, les actinomycetes se trouvent dans les sols a faible teneur en humidite, ce

qui suggere qu'ils ne sont pas fortement influencés par des conditions semi-seches.
4.3.4 L’oxygene

Les actinomycetes isolés du sol sont généralement aérobies telles que les Streptomyces il y’a
aussi certains genresfermentatives anaérobiesqui sont des commensales obligatoire des cavités

naturelles de I’homme telles que les Actinomyces(Avril et al. , 1992)
4.3.5 La matiére organique

Il a souvent été démontré que les actinomycetes poussent largement dans les sols riches en
matiére organique.le nombre d'actinomycétes dans le sol est positivement corrélé avec le niveau
de matiére organique. De grandes populations d'actinomycetes coincidaient avec des niveaux
relativement élevés de matiere organique, quel que soit le degré de salinité du sol. (Zahran et
al. 1992)

4.3.6 Tolérance en NaCl

Les Actinomycetes peuvent vivre dans des environnements a salinité déférente et qui peuvent
étre devisées en quatre groupes selon leurs exigences en NaCl : Ces microorganismes peuvent
étre halophiles ; qui ont besoin de sel (NaCl) pour leur croissance, cette concentration peut
varier de 1-6 % (P/V) pour les faiblement halophiles, jusque 15-30 % pour les Actinomycetes
halophiles extrémes, ou sont des halotolérants ; elle tolérent des concentrations de NaCl mais
non obligatoires pour leur croissance, et présentent aussi quelques especes légérement
tolérantes (tolére de 6 a 8 % de NaCl (P/V) ; les modérément tolérants (tolére de 18 a 20 % de
Nacl (P/V)) ; et derniérement les extrémement tolérants (se développent de 0 % jusqu'a

saturation en Nacl) (Messaoudi , 2011 ; Merizig et Naami, 2015)




4.4 Caracteres chimio-taxonomiques

Qui a débuté en partir des années 60 a vu le développement de la chimiotaxonomie est basé sur
I’analyse des constituants cellulaires de la paroi et les constituants pariétaux, elle est combinée
aux criteres morphologiques fut d’un apport essentiel dans la différenciation de nouveaux

genres

4.4.1 Lacomposition de paroi cellulaire :

La composition de la paroi cellulaire montre qu’elle ne renferme ni chitine, ni cellulose mais
une glycoprotéine contenant de la lysine (forme fermentatives)ou de I’acide diaminopinélique
(forme oxydative),cette rigidité empéche 1’éclatement de la cellule en raison de la pression

osmotique élevée , Elle est varie largement entre diverses collections des actinomycetes.
4.4.1.1 Lesacides aminés :

La muréine ou peptidoglycane est un composant majeur de la paroi des bactéries a gram
positive, deux acides aminés sont taxonomiguement tres important pour les actinomycetes
mycéliennes, I’alternance des acides aminés de la forme L et D dans la séquence tétrapeptidique
du peptidoglycane renforce la paroi,l’acidediaminopimélique (DAP)qui peut-étre sous deux
forme LL ou DL(méso) selon les genres et la glysine qui peut-étre présente ou absente, cette

dernier forme des liaisons « ponts » entre les sous unités peptidiques de la muréine

Chez certaines actinomycétes non mycéliennes, le DAP est remplacé par la lysine ou bien par
I’ornithine ou encor par I’acide diamino-butyrique(Becker et al., 1964; Lechevalier et

Lechevalier, 1970), selon la composition en acides aminés
4.4.1.2 Composition en sucre :

Ce sont des marqueurs taxonomiques utiles. Sur la base de la distribution discontinue des
principaux sucres diagnostiques, les glucides de la paroi ou de I’hydrolysat cellulaire permettent

une séparation en 04 groupes majeurs, sont principalement les couples :

e Le spectre de sucre A (arbinose-galactose) est caracteristique de la grande majorité des
nocardioformes (nocardia,saccharopolyspores).
e Le spectre glucidigue B (madurose3-o-méthyl-D galactose) est présent chez les

maduramyceétes actinomadura,streptosporangium). Les streptomyces est apparenté ne




synthétisent aucun glucide en quantité caractéristique,il en est de méme chez les
thermoronospore et les thermoactinomyces.

e Le spectre D (xylose-arabinose)est caractéristique du type principale des actinoplantes
et caractéristique du type d’acide aminé du glucide permet un classement en groupes

principales des actinoplantes (actinoplant, micromonospora)

En dehors de ces sucres, d’autres considérés comme non caractéristiques peuvent-étre
retrouvés=type C,ce sont en générale le ribose, le mannose et le galactose quand il n’est pas
couplé a I’arabinose, la combinaison du type d’acide aminé du péptidoglycane et du spectre du

glucide permet un classement en groupes principaux.

Tableau 02 : détermination de différentes genres d’actinomycetes basée sur la

composition chimique de la paroi ( Lechevalier et Lechvalier, 1980)

Type de paroi Constituants majeurs Genres
1 LL- D.A.P et glycine Streptomyces
2 Méso-D.A.P Actinomadura
3 Méso-D.A.P arabinose et galactose | Nocardia
4 Lysine et ornithine Actinimyces

4.4.2 Compositions membranaire et pariétale en lipides :

Chez certains genres d’actinobactéries, la composition en acides aminés et en sucres n’est pas
suffisante pour leur identification. L’analyse des lipides est un autre ¢lément qui, tout comme
le type de paroi cellulaire, fournit des informations de valeur dans la classification et
I’identification microbienne. Les lipides taxonomiquement importants peuvent étre répartis en
trois groupes: les lipides contenant une partie polaire (phospholipides), les ménaquinones, les
acides gras et parfois les acides mycoliques (Lechevalier et Lechevalier, 1980; Collin et al.,
1977).

4.4.2.1 lesacides gras:

Qui constituent la paroi des actinomycetes sont des chaines qui peuvent-étre droites ou ramifiée
des molécules saturées ou insaturées avec la présence éventuelle de groupes, cyclopropane les

plus communs chez les actinomycetes appartiennent soit un groupe demolécules comportant de




12-20 atomes de carbone est caractéristique du genre nocardia , La composition des membranes
cellulaires en acides gras permet également de distinguer entre certains genres (Minnikin et

al., 1980 et 1984). Elle est utilisée en combinaison avec d’autres
4.4.2.2 les ménaquinones :

Sont des composes lipidiques membranaires constitués d’un noyau quinone méthyle et d’une
chaine aliphatique contenant des unités isoprénes, Elle sont classées en fonction du nombre
d’unités et du nombre de double liaisons ( degré d’hydrogénation),la variation dans la longueur
et le degré de saturation de la chaine latérale des ménaquinones leur a donné une importance
dans la chimiotaxonomié,dans le groupe des genres dont les paroi contiennent du LL-DAP ,le
genre nocardiodes caractérise par du MK-8(Hs) alors que streptomyces sunéthétise
principalement du MK-9(He),le genre thermoactinomyces est caractérisé par la présence du
MK-7.

Noyau naphtoquinone Chaine isopréne

Figure 06 : structure générales des ménaquinones
4.4.2.3 Les acides mycoliques :

Les acides mycoliques sont des lipides pariétaux complexes et insaturés contenant 20 a 90
atomes de carbone. lls sont importants uniquement pour différencier certaines actinobactéries
ayant le chimiotype IVA (Mordarska et al., 1972), comme par exemple le genre Nocardia (46-
64 atomes de carbone) et Williamsia (50-56 atomes de carbone) (Goodfellow et al., 2012).

Leur structure générale est la suivante:

R-CH-CH-COOH

OH R




Figure 07 : structure générale de I’acide mycoliques
4.4.2.4 Les phospholipides :

Sont distribués de facon discontinue dans les membranes cytoplasmiques des actinomycetes,
fournissant des informations utiles pour la classification et I’identification des genres
d’actinomycetes, sont des lipides polaires et leur analyse a permis a de distinguer cing profil

phospholipides

4.5 Caracteres moléculaires
La troisieme période, qui a débuté dans les années 70 avec une apogée entre 1980-1990, basée

sur la taxinomie numérique combine 1’outil informatique et des test physiologiques, leur
principe consiste a traiter par des logiciels les pourcentages des similitude des caractéres entre
les espéces dont la position taxonomique a ainsi été clarifiée pour plusieurs d’entre elles

(Athalye et al.,1985 ;Baldacii,1962)

Pour la caractérisation des bactéries, différentes méthodes de biologie moléculaire ont été
développées et utilisées. L’application de ces techniques moléculaires pour 1’analyse du
génome bactérien a une contribution considérable pour élargir les connaissances sur la
taxonomie bactérienne, Parmi les principales techniques moléculaires utilisées en taxonomie,
nous citons 1’analyse des séquences de I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S (ADNr
16S), I’hybridation ADN-ADN, la détermination du pourcentage de guanine-cytosine (GC%).

45.1 ARN 16S ribosomiques

Il s’agit du séquengage de géne codant pour I’ARN ribosomique de la sous unité 16S (désigné
par le terme “ADNr 16S”). L’intérét pour ce géne chromosomique, d'environ 1500 paires de
base, présent chez toutes les bactéries. est séquencage du géne codant pour I’ARN
ribosomiquel6S (d’une taille de I’ordre de 1500 paires de bases) commence par I’extraction de
I’ ADNgénomique puis une amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) de ce géneen
utilisant des amorces spécifiques. Par la suite, le produit de la PCR est utilisé pour séquencer la
partie propre au gene codant pour I’ARNr 16S. Les séquences obtenues apreés amplification
sont soumisesa des études de comparaison (ou encore phylogénie) entre ellesou bien avec des
espéces de références répertoriées dans des banques de données génomiques, telle par exemple,
la GenBank. . Cette analyse de I’ADNr 16S a été utilisée ces derniéres années pour les groupes

a un niveau supra-génique (Famille, Ordre et méme Classe).( Kitouni M, 2007 )




Ainsi, le séquencage de I’ADNr 16S constitue un outil trésrapide pour I’identification des taxa.
Il faut cependant noter qu'un taux d’homologie compris entre 97% et 100% n’indique pas
nécessairement que 1’espéce soit identique, surtout si cette derniere fait partie d’un genre
comptant un grand nombre d’espéces comme c’est le cas pour le genre Streptomyces. Le recours
a ’hybridation ADN-ADN, ou bienle séquencage de génome totals’aveére donc nécessaire pour

statuer definitivement sur des cas pareils

Cependant, récemment, une proposition a été faite pour €leverce seuil d’abord a 98,2% par
Meier-Kolthoff et al. (2013), puis,par la suite, a 98,65% par Kim et al. Ces derniers auteurs ont
pu montrer, suite a une analyse statistique tres fine, que les séquences qui partagent moins de
98,65% de similarité du géne codant pour I’ARNr 16S correspondent a des especes différentes.
En effet, la corrélationdes pourcentages d’homologie entre les séquences de ce géne et les
pourcentages de réassociation ADN-ADNa montré que les séquences du géne codant pour
’ARNr 16S ayant des similaritésinfériecures a 98,65% ne correspondaient pas a des
pourcentages de reéassociation ADN-ADNeégauxou supérieurs a 70%. Si le pourcentage
d’homologie est supérieur a 98,65%, leplacement ou pas de deux souches dans une méme

espece dépend des résultatsde I’hybridation ADN-ADN.

4.5.2 Hybridation ADN/ADN

Les hybridations ADN/ADN se sont révélees essentielles pour la définition d'une espece
bactérienne. L’hybridation ADN-ADN est une méthode qui permet d’estimer le degré de
parenté entre deux microorganismes. En utilisant les ADN des souches de reférence, le taux de
réassociation ADN-ADN permet de déterminer si la souche analysée représente une nouvelle
espece ou non.Les souches appartenant a la méme espece aurontplus de 70% d’homologie
ADN-ADN (Wayne et al., 1987; Stackebrandt et Goebel,1994).Les méthodes d’hybridation
ADN/ADN sont basées sur le fait que deux renaturation est réalisée a partir d’'un mélange de

deux ADN dénaturés provenant de deux bactéries différentes.(Marmun et Doty , 1962)
Cette technique présente plusieurs avantages :
Elle est applicable a toutes les espéces cultivables.

Les résultats ne sont pas ou peu affectés par les mutations ou par la présence de plasmides, Elle

porte sur I'ensemble du génome.

4.5.3 Composition de en GC %




En 1949,chargaff et al que le contenu en bases puriques et bases pyrimidiques de I’ADN
pouvait varier d’un individu a un autre mais était constant pour les individus d’'une méme

especes, le contenu en base d’un ADN et exprimé par le G+C%

Chez les bactéries cette valeur est dispersée et varie de 25-75%.actuellement, on admet que
des microorganismes dont les G+C% différent de plus de 5% ne peuvent appartenir a une méme
espece et que des microorganismes dont le G+C% différent plus de 10% ne peuvent appartenir
au méme genre des valeurs identiques n’impliquent pas que les bactéries sont proches car les

bases peuvent-étre distribuées de maniére tres différent sur I’ADN( Kirk et al ., 2004)

Tableaux 03 : G+C% de quelque genre d’actinomycétes( Larpent et Sanglier, 1989)

Genre G+C %
Actinomadura 64-69
Nocardia 64-72
Streptomyces 67-78
Mycobactéries 64-70

4.5.4 Digestion de ’ADN par les enzymes de restriction ( LFRFA)

L’analyse des fragments de restriction a basse fréquence (LFRFA) est une technique qui utilise
la totalité du chromosome bactérien, le principe repose sur la digestion de ’ADN avec des
enzymes de restriction. Les fragments qui en résultent sont analysés par électrophorese sur gel
a champ de pulsation (PFGE) qui donne un profile d’empreintes de bandes affirmant
I’hybridation qui sont utilisées pour déterminer 1’apparenté entre les organismes. Cette
méthode est utilisée pour determiner les souches trés étroitement reliées mais elle ne peut pas
résoudre le probléeme des relations interspécifiques (pour la méme souche) et elle peut donner
des erreurs s’il y a des amplifications et délétions chromosomiques assez importantes
(ANDERSON et WELLINGTON, 2001).

5. Ecologie

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires. saprophytes dont I'habitat naturel
est le sol.Ces microorganismes sont particulierement abondants dans les sols légerement

alcalins riches en matiére organique.(Lacy, j., 1973).




Bien que la disponibilité des éléments nutritifs soit un facteur majeur contrélant l'activité de
l'actinomyce du sol, divers autres facteurs environnementaux exercent également une
influence., le pH est clairement un facteur majeur déterminant leur distribution et leur activité,
La grande majorité des actinomycétes sont cultivées sur des milieux avec une réaction autour
de la neutralité,, (Waksman, S. A. 1959) mais des isolats acidophiles et acidoduriques, la
plupart des actinomycétes se comportent comme des mésophiles en laboratoire.( orchad, v .,
1981).la grande capacit¢é d’adaptation des actinomycetes aux différentes condition
enviromentales ainsi que leur grande variabilité métabolique leur permet d’étre répandue dans

tous les écosystémes.

Le sol est le réservoir principal,les actinomycétes constituent 15-60% de parfois méme jusqu’a
85% de microflore totale. lls sont présents dans la rhizosphere c'est-a-dire (dans la couche
comprise entre la surface du sol (les horizones) et jusqu’a 2m de profondeur)le nombre des
actinomycétes diminue au fur et a mesure que la profondeur augmente exemple: des

streptomyces en tant que composante majeure de leur population( Sabaou et al ., 1998)

Elle sont présentes dans les sols polaires gelés en permanence tout comme dans les sols

désertiques chauds et secs hautement contaminés avec les métaux lourds.

Des actinomycetes sont isolés des composts, il s’agit de genres actinomycetes thermophiles
d'une importance écologique considérable, tels que Les especes Thermoactinomyces et
Saccharomonospora sont des thermophiles obligatoires(Lacey, 1973; Lacey, 1978 ;Lacey,
1981)

Les actinomycetes sont largement répandus dans les habitats aquatiques, mais cela ne prouve
pas qu'ils font partie de la microflore indigene, car la possibilité de s'infiltrer dans les habitats
terrestres environnants doit toujours étre prise en compte, Ils peuvent étre isolés a partir des
eaux de mer, des sédiments marins, (Cross, T., Attwell, R. W. 1974)les eaux douces (sédiments
des fonds fluviaux ou lacustres que ceux-ci sont présents ou il jouent un role important dans la
décomposition des débris vegétaux tels que micromonospora), et les marines (situées a plus de
400m de profondeur tel que les actinobactéries du genre Nocardioformes isolées a plus de
2000m de profondeur se développe sous les pression,hydrostatiques de 500 bars en présence
d’eau de mer a 18°c )( Boucheffa, 2011 Dommergurs et mangenot, 1970). les streptomycétes
et autres actinomycetes ont été soupconnés d'étre les principaux agents(le géosmine et 2-méthyl
isobrnéol) responsables des go(ts et des odeurs terreux et du sol qui se produisent parfois dans

I'eau potable.




L’air n’est pas un habitat pour les Actinomycétes mais c’est un moyen de transport ils sont

trouvé sous forme de spores (Chelli, 2010).

Les actinobactéries jouent également un réle majeurau seindela communauté microbienne de
la rhizosphére, dans le renouvellement de la matiére organique végétale etpar conséquent, la
zone rhizospheériqueestconsidéréecomme l'unedes meilleurs habitats pour I'isolement de ces

microorganismes.

Certains actinomycetes sont des symbiotes de plantes.mais quelque formes sont pathogéne pour
I’homme, les plantes ou les animaux et peuvent vivre a 1’état libre ou en association. Depuis
longtemps reconnu que les endophytes de type actinomycéte dans les nodules racinaires de
certains arbustes et arbres pourraient fixer l'azote in situ (Bond, G., 1976 ; Becking, J. H.,
1977).Avant leur isolement réussi, ils étaient considérés comme des actinomycetes
principalement sur la base de leur morphologie et de leur ultrastructure dans le tissu nodulaire

(par exemple 28) et ont été placés dans le genre Frankia(Becking, J. H., 1970).

Tableau 4 : Habitats de certains actinobactéries (Williams, S.T .,Goodfellow, M., 1984)

Genres Habitats
Frankia Les nodules racinaires.
Streptomyces Le sol, la litiere végétale, I'eau.
Nacrodia Le sol
Actinoplanes L'eau douce, la litiere végétale, le sol




Rhodococcus Les déjections animales, I'eau, le sol.

6. cycle de déeveloppement

Les actinomycétes se sont comme tous les autres eucaryotes, possédent un cycle de
viecommence par la germination des sporesils sont caractérisés par une croissance plus lente
que celles des bactéries avec une temps de génération moyen de 2 a 3 heures (Ottow et
Glathe,1968 ;Larpent et sanglier,1989).processus qui nécessite la présence des ions de
calcium.) le développement des actinobactéries est le résultat de trois processus physiologiques

majeurs :

La croissance végeétative, la différenciation cellulaires puis la mort (Tighidet,2010 ;Danilenko
et al.,2005)

Mycélium primaire : (mycélium végétatif ou mycélium de substrat )Le tube de germination
donner des hyphes qui se ramifient, ce développant sur la surface et dans le substrat. Il est
visible a I’ceil nu au bout de 2 a 3 jours, il a différent tailles former et épaisseurs mycélium
végétatif ou mycélium de substrat. dont la fonction principale est 1’absorption des nutriments
pour la croissance des actinobactériesqui’est hydrophobe et aérobie facultatif (Merizig et
Naami, 2005) .1l peut étre pigmenté et forme des parois transversales isolant les zones les plus

agées.

Mycélium aérien : (appelé aussi mycélium secondaire) Ce mycélium secondaire aérien va se
développer sur le mycélium primaire, il est aérobie strict et habituellement de couleur
foncée.Ces hyphes sont peu ramifiées et pourvues d’une enveloppe externe hydrophobe. Elles
sont plus épaisses que les hyphes primaires, ou se forment des spores. La production de

mycélium aérien est influencée par plusieurs facteurs.(Pine, 1970).

Les actinomyceétes aquatiques sont habituellement dépourvu de ce type de croissance

(mycélium aérien)(Moore et al,1999)

Formation des spores :

Plusieurs groupes d’actinomycétes sporulent, ces spores naissent par séptation du mycélium

primaire habituellement en réponse a un stress d’environnement (choulet,2006)




la sporulation contr6lée par des facteurs extérieurs aux microorganismes et par des facteurs
propre ,c’est une processus hautement régulé(Mecormick et Flaedh,2012),les chaines des
spores présentent des formes variables (randes,ovales ou en batonnets avec une surface de
différents aspect ,soit lisse (type smooth),rugueuses (type warty) ,épineuse (type spiny) ou
chevelue (type hairy)

Lisse Ridé Avec piquants Velu
« smooth » « warty » « spiny » « hairy »

Figure 08 : les différentes formes des spores (Lyons et Pridham, 1971)

Les spores des Actinomycétes peuvent étre classé en deux groupes : exospores et endospores,

selon leur mode de formation.

Les Endospores : Les Actinomycetes thermophiles développent des endospores, a I’inverse des
exospores. Les endospores sont issues d’une réorganisation cytoplasmique et de la formation
d’une nouvelle paroiépaisse multicouche dans I’hyphe existant.les spores des
Thermoactinomyces contiennent de I'acide dipicolinique a une concentration de 6.5 a 7%. Cet
acide, probablement situé dansla partie centrale de la spore, est un composé unique qui est
retrouvé exclusivement chez les cellules non veégétatives et il pourrait jouer un réle dans la

résistance des spores a la chaleur, ce genre associe de grandes quantités d’ion de calcium et
magnésium  (Sykes et Skinner, 1973)..Elles sont caractéristiques du genre

Thermoactinomyces.

Les exospores : les actinomycetes forment des hyphes, produisent des exospores par séptation
et fragmentation des hyphes. La plupart ne sont pas particulierement résistantes a la chaleur,

mais supportent bien la dessiccation et ont, de ce fait, une importante valeur adaptive.ces spores




permettent la propagation de I’espéce et la survie dans des conditions défavorables.(Prescott
et al., 2007)
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Figure 09 : cycle de dévloppement des actinomycétes (Jakimowicz, 2007)

7. Phytopathoginicite :
Les bactéries phytopathogénes sont généralement a Gram négatif, mais un certain nombre de
maladies végétales importantes sont causées par les actinomycetes.Ceux-ci sont principalement
classés comme Actinobacteria ou Streptomyces. d'autres genres sont parfois impliqués comme
agents pathogénes (Goodfellow, M., & Williams, S. T. (1983)

Les maladies provoqueés par certain actinomycetes

7.1 Nocardiose
La moitié des espéces connues de Nocardia sont des pathogénes de I’homme et des animaux

(Leger etal., 2009; Bawa et al., 2010) Chez I’homme les espéces de Nocardia peuvent causées
des infections appelées « nocardiose »et I’infection peut etre pulmonaire, cérébrale, cutanée ou
disséminée qui peuvent étre considérées comme des infections opportunistes( observé chez les
immunodéprimés), mais qui peuvent étre invasives dans les unités de transplantations et

oncologiques. ( Holtz et al , 1985 ; Lerner, 1996)




&

Figure 10 : a: nocardiose pulmonaire (Schlaberg et al., 2008), b: nocardiose cérébrale

(Rakotoarivelo et al., 2011), c: nocardiose cutanée (Epelboin et al., 2013)
Traitement :

La majorité des souches est résistante a la vancomycine, au chloramphénicol, a I'érythromycine
et a la clindamycine. La plupart des souches de Nocardia sont résistantes aux  penicillines
par production d'une B-lactamase inhibée par l'acide clavulanique (Kitzis et al., 1985;
Ambaye et al., 1997). Cependant, la grande majorité des souches est sensibleaux sulfamides,
surtout le sulfaméthoxazole dont I'action peut étre renforcée par le triméthoprime (Collins,
1988). La durée de I'antibiothérapie, de six a douze mois, est conditionnée par la localisation,

la sévérité de I'infection et le statut immunitaire du malade (Collins, 1988; Lerner, 1996).

7.2 Actinomycétomes
Les Actinomadura sp. sont les mieux connues comme agents causant des infections appelés «

actinomycetomes » (Yassin et al., 2010)Se sont des infections granulomateuses cutanees et
Sous cutanées, chroniques et destructives, réalisant des pseudotumeurs inflammatoires, souvent
polyfistulisées déchargeant a l'extérieur des grains cystiques (formé par [’agrégation de
I’organisme causatif). Ces infections sont déformantes a évolution rapide et parfois mortelles.
L'homme s'infecte par inoculation directe des microorganismes sous la peau au cours d'un
traumatisme cutané ou aprées piqlre par des épines souillées. Son évolution est lente et

progressive ( Sy et al., 2003).

Les actinomycetomes touchent essentiellement les sujets d'origine rurale,elle provoque dans ce
cas ce qu’on appelle "le pied de Madura" , en particulier les agriculteurs, et surtout dans les
régions arides et chaudes( Abd EIl Bagui et al., 2003 ; Lum et Vandmal, 2003)




Figure 11 : infections par Kc?inomadurasp. a: mycétome de la cheville par A. pelletieri

(Develoux et al., 2001), b: lyse osseuse du tarse par A.madura (Trabelsi et al., 2009)
Traitement :

Le traitement de l'actinomycetome est avant tout chirurgical avec drainage et nettoyage des

Iésions infectieuses. Parfois, une amputation peut étre nécessaire en cas de Iésions tres évoluées.

Une antibiothérapie prolongée, a base de sulfamides, consistant en une prescription orale de
sulfaméthoxazole-triméthoprime & la dose de 1600 mg/320 mg par jour pendant 12 mois. Le
traitement sera poursuivi plus longtemps en cas de réponse incompléte (Develoux et al., 2003)
.est généralement établie en complément au traitement chirurgical (Simonet, 1991 ; Carey et
al., 2001 ; McNeil et al.,1990).

7.3 Streptomyces :
La gale des pommes de terre et de la betterave a sucre est la seule maladie majeure causée par

les streptomycetes .La maladie, qui sévit dans de nombreuses régions productrices de pommes
de terre du monde. est généralement associée a la gale Streptomyces et a fait I'objet d'un examen
approfondi.La gale commune cause la défiguration des tubercules de pomme de terre (Serrano
et al., 1998; Kapadia et al., 2007; Rose et al., 2008).

La gravité de la maladie soit influencée par des facteurs tels que le moment de l'infection, le
taux de croissance de la pomme de terre, la variété de I'n6te et la virulence de I'agent pathogéne

7.4 corynobactérium
Les actinomycetes actuellement attribués au genre Corynebacterium(Skerman, et al ,1980)

provoquent diverses maladies. On en sait peu sur leur écologie générale et des milieux sélectifs
sont nécessaires pour déterminer leur nombre;distribution et existence en dehors de I'h6te
(Vruggink, H. 1976).




Tableau 05 : Quelques actinomycétes phytopathogenes(Goodfellow, M., & Williams,

S.T. (1983)
Agent causal Maladie Ref
Arthrobacterilicis Bralure du houx (flexopaca) (Mandel et al.,
Corynebacterium betae Flétrissement et tache foliaire de la 1961)

betterave rouge (Beta vulgaris)

C. flaccumfaciens

Flétrissement du haricot (Phaseolus
vulgaris) Flétrissement et retard de

C. sepedonicum

C. insidiosum croissance de la luzerne (M edica (Hedges., 1922)
gosativum)
C. rathayi Gommage des céréales Flétrissement | ( Skaptason, et al.,

et pourriture des tubercules de la
pomme de terre (Solanum
tuberosum)

1942)

Les actinomycetes se sont averés étre les agents responsables de

nombreuses infections

humaines et animales.Celles-ci comprennent un certain nombre de maladies courantes et

étudiées de maniére intensive, telles que la diphtérie, la tuberculose et la lepre.ll existe

également un large éventail d'infections moins connues;certains, comme l'actinomycose et la

nocardiose.

Tableau 06 : Certaines maladies causées par des actinomycétes pathogénes Goodfellow,

M., & Williams, S. T. (1983)

Maladie

Agent causal Sites corporels principalement

concernés




Nocardiose

systémique

Actinomycétomes

Actinomycose

Diphtérie

Tuberculose

Nocardia asteroides,

rarely N. brasiliensis

Actinomadura rnadurae,
A. pellerieri, Nocardia

asteraides, N. brasiliensis

Actinomyces bovis, A.
israelii, Arachniaprop-

ionica

Corynebacterium diphtérie

Mycobactérium

tuberculosis

Poumon, systéeme nerveux
central, rein, muscle et

autres tissus

Pieds, jambes, haut,

extrimités et autres sites.

Régions cervico-faciales,
thoraciques, abdominales

et utérines

Gorge, blessures

occasionnelles

Poumon




I1I. Production des métabolites bioactifs par des actinomycetes

1. L’importance des actinomycetes

Les actinomycétes,|’un des groupes les plus divers de bactéries filamenteuses (NeeluNawami
et al.,2013),si quelques especes d’actinomyceétes sont pathogénes, la majorité sont trés utiles
(sangelier et al.,1993) qui occupent une place de choix en raison de leurs nombreuses
activités(Ames et al., 1987 ;Jarak et al.,2006 ;Nonmura,1989) grace a leur polyvalence
métabolique (NeeluNawami et al.,2013),et leur diversité dans 1’écosysteme par la production
potentiels de nombre considérable de composés bioactifs a propriétés de haute valeur
commercial et dans le but de découvrir de nouvelles substance (Vijayakumar et al.,2007)
contre les microorganismes a été réaliseé et ouvre dans des pistes intéressantes (Mukesh,2014)

dans le domaine médicale, vétérinaire, agronomique et industriel (Sangelier et al.,1993)

Dans le domaine de la thérapie humaine et vétérinaire et biotechnologie, 1’utilisation des
actinomycétes en ces domaines reléve du fait de leur capacité de synthétiser ces différents
métabolites secondaires biologiquement actifs (Mincer et al.,2002 ;Behal,2003 ;Overbye et
Barett,2005 ;Baltz,2008), Ce sont des microorganismes d’intérét industriel par excellence
(YYala, 2001)de nombreux composés intéressants sont produits industriellement, comme les
antibiotiques, les antifongiquessystémiques ou topiques, les vitamines, les enzymes,
I’antihistaminiques, les vasodilatateurs et les immuno-stimulants(Rattanapornetal.,2004;
Oskayetal.,2004)

souvent utilisés contre I’herbése et I’hépatite et de large gamme des enzymes qui sontles plus
importants produit a 1’échelle industrielle (industrie alimentaire,la fermentation,l’industrie
textile et du papie), (Lachevalier,1981 ;Goodfellow et Williams.,1981).Pharmaceutique, en
pharmacie malgre les progrés de syntheses chimiques,en effets 45% des isolats produisent des
molécules sont naturellement issus des actinomycétes en particulier le genre streptomyces
(Sibanda et al.,2010) ont un role primordial dans le secteur pharmaceutique de lutte contre
certaines maladies majeures : le cancer,HIV, I’infection du protozoaire et d’inflammations

séveres (Hossam et al.,2017).

Les actinomyceétes représentent un pourcentage éleve de la biomasse microbienne du
Sol .En plus dela production d’un grand nombre de métabolites d’importance commerciale,les
actinomycétes possédent d’autres potentiels intéressants tels que leur implication dans le

processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage des nutriments et comptent




parmi un nombre réduit d’organismes utilisés en bioremédiation, capable de dégrader des
composés organiques complexes tels que la chitine, polymeéres complexes, les polysaccharides,
les lignocelluloses (Zaitlin et Watson, 2006;Pizzul, 2006). ils participent donc activement a la
fertilisation des sols et bioconversion des déchets agricoles et urbain a haut teneur en produit
chimiques (Goodfellow et Williams,1983) et aussi capable de dégrader ou transformer des

toxines.
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Figure 12 : Application biotechnologiques des actinobactéries (Anandan, 2016)

Herbicides

2. Métabolisme des Actinomyceétes

2.1 Maétabolisme primaire :
Le métabolisme primaire des actinomyceétes est semblable a celui des autres organismes.

Les métabolites primaires ou généeraux essentiels forment la structure cellulaire et permettent
le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993), il implique les réactions
cataboliques et anaboliques qui entrainent une augmentation de la biomasse ; c'est-a-dire les
réactions qui conduisent a I'exploitation de I'énergie et de la puissance réductrice qui a leur tour
sont utilisées pour synthétiser les éléments constitutifs des protéines (des monoméres en
macromolécules ), des acides nucléiques, des lipides et des matériaux de structure et de stockage
polysaccharidiques, métabolites produites durant la phase de croissance (phase exponentiel)
d’un microorganisme, Leurs propriétés sont différentes en fonction de la phase au cours de

laquelle ils sont synthétisés (Delaunay et al., 2003).




2.2 Metabolites secondaire
Le métabolisme secondaire se différencie du métabolisme primaire par le fait qu'il concerne

des métabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de I'organisme De
maniére générale, le métabolisme secondaire est considéré comme 1’ensemble des voies de
syntheése de composés qui n’ont ensuite pas de fonctions apparentes dans le métabolisme
cellulaire. Les métabolites secondaires peuvent évoluer dans la nature comme une sorte de

réponse aux effets de I'environnement, y compris les environnements physiques et de vie.

Les métabolites secondaires microbiens sont la source de composés aux structures chimiques
uniques. Une grande variété de composés structurellement originaux sont produits au cours des
processus de fermentation microbienne. lls sont connus pour montrer des activités diverses, non
seulement antibactériennes et antitumorales, mais aussi antifongiques, antivirales,
antiparasitaires, immunosuppressives, inhibitrices d'enzymes, voire neuroprotectrices (Solecka
et al.,2012)

Les actinomycetes et particulierement le genre Streptomyces représentent la principale source
de métabolites secondaires a activité antimicrobienne. Les métabolites secondaires des
streptomycetes peuvent étre largement séparés en quatre classes selon leur activité biologique :
les agents antagonistes, y compris les antibactériens, les antifongiques, les antiprotozoaires

ainsi que les antiviraux.

e lesagents pharmacologiques, y compris les antitumoraux, les immunomodulateurs, les
agents neurologiques. et les inhibiteurs d'enzymes.

e les produits agrobiologiques, y compris les insecticides, les pesticides et les herbicides,
et (4) les composeés ayant des activités régulatrices, tels que les facteurs de croissance,

les sidérophores ou les agents morphogenes (Sanglier et al. 1996; Berdy 1995, 2005)




Tableau07 : Métabolites secondaires produits par les actinomycetes( Solanki R, et al., 2008)

Composé

La source

Activité

Erythromycine
Rapamycine

FK520 Ascomycine

Shurimycines A et B
Chloramphénicol
Streptomycine
Actinomycine C
Resormycine

Rhamnose

Rimocidine

Saccharopoly sporaerythrae
Streptomyces hygroscopicus

Streptomyces hygroscopicus

var. ascomyceticus
Streptomyces hygroscopicus
Streptomyces venezuelae
Streptomyces griseus
Streptomyces chrysomallu
Streptomyces platensis

Saccharopoly sporaspinosa

Streptomycesdiastaticus

Antibactérien
Antifongique

immunosuppresseur,

neutrophique
Antibactérien,Antifongique
Antibactérien
Antibactérien

Antitumoral

Herbicide, antifongique

Composant  essentiel  du

composé d'agent de lutte

contre les insectes

Antifongique

3. Substances bioactives produites par les actinomycétes

Les actinobactéries sont considérées comme étant les microorganismes les plus grands
producteurs de composés bioactifs tels que les antibiotiques, les antiphongiques, les

immunostimulants, les immunosuppresseurs, les enzymes, les vitamines, etc. )

3.1 Les antibiotiques
3.1.1 Historique

L'histoire de la recherche sur les antibiotiques peut étre divisée en trois périodes.La

premiere période, jusqu'au début des années 40, est caractérisée par un développement lent et




une accumulation d'observations de base ainsi que par quelques découvertes
fondamentales.L 'utilisation thérapeutique de la pénicilline et le début du dépistage systématique
des actinomycetes constituent une étape importante dans « I'age d'or » de la recherche sur les
antibiotiques. La seconde période est caractérisée par les découvertes fondamentales faites a la
suite d'une recherche frénétique au cours des 15 a 20 prochaines années. Et la derniere période
est caractérisé par, émergence des antibiotiques semi-synthétiques, importance croissante des
applications antibiotiques non thérapeutiques, Recherche intensifiée de nouvelles sources

d'antibiotiques....

Les antibiotiques ont joué un réle important dans le développement des sciences fondamentales,
principalement en biochimie et en microbiologie et dans une moindre mesure également en
chimie organique et en pharmacologie, et ont eu une influence décisive sur la biologie
moléculaire. Le rdle des antibiotiques dans la préparation de milieux de culture adaptés a
l'isolement sélectif de différents micro-organismes est connu depuis longtemps. En tant
qu'inhibiteurs spécifiques, les antibiotiques sont de plus en plus utilisés dans la recherche
biochimique. Ces traitements ont permis de sauver plusieurs millions de personnes. Les
laboratoires de recherche industriels et académiques ont alors engagé un processus a grande
échelle pour découvrir de nouveaux principes actifs afin d’enrayer les autres infections

bactériennes connues(Béahdy, J. 1974)

Aujourd’hui, les traitements antibactériens a base d’antibiotiques, appelés
«antibiothérapies», sont largement prescrits. En 1997, la commercialisation desantibiotiques
représentait un marché mondial de 16 milliards d’euros. Les antibiotiques qui sont utilisés a
I’heure actuelle peuvent étre classés selon plusieurs critéres : 1’origine, la nature chimique, le

mécanisme d’action et le spectre d’actionPour qu’ils soient toxiques pour les bactéries.

Leur action peut étre bactériostatique c'est a dire lutter contre la multiplication des
bactéries et permettre aux défenses de I'nomme de prendre le relais, ou bactéricide : dans ce cas
elle détruit la bactérie. Chaque antibiotique a des actions spécifiques sur des bactéries ; plus il
agit sur un nombre important de bactéries plus on dit que son spectre d'activité est large. Un

antibiotique a large spectre est donc un antibiotique agissant sur plusieurs familles de bactéries

Les antibiotiques ont pour cibles principales classes de ces médicaments antibactériens,
il existe trois cibles éprouvées pour les principaux médicaments antibactériens : (1) la
biosynthése de la paroi cellulaire bactérienne ;(2) synthése de protéines bactériennes;et (3) la
réplication et la réparation de I'ADN bactérien. (Walsh C., 2000)




1- La biosynthése de la paroi cellulaire bactérienne : il exicte 3 classes les transpeptidase

et transglycosylase sont les sites cibles pour la destruction des bactéries : il exicte 3
classes :
a- les bétalactamines : ce sont des bactéricides et agit sur les bactéries a gram — et +
e peénicillines ( pénames) :
v" pénicilline G actif sur les cocci G+ et G-, les bacilles G+ exp : Benzylpénicilline
v" Pénicilline A exp : Ampicilline, Amoxicilline
v Pénicilline M se sont des antistaphylococciquesexp : oxacilline
v' Acylureido pénicillines actif sur pseudomonasaeruginosaexp : ureido

pénicillines : pipéracilline
Carboxypénicillines : ticarcilline

v"Inhibiteurs des bétalactamases : active sur les entérobactérie, hémophilus.

Exp:
Oxapéname : acide clavulanique
Pénicillines sulfones (Rolinson, 1986)
e Les carbapenémes( pénémes)
e Les céphalosporines ( céphéms) :

v’ Céphalosporines 1 ere génération : inactive sur pseudomonas, sensible aux
céphalosporinases résistance a celle du staphylococcus exp : céfazoline,
cefalexine

v/ Céphalosporine 2°™ génération : inactive sur pseudomonas , relative
résistance aux céphalosporinases, résistance aux staphylococcus exp :
cefoxitine

v/ Céphalosporine 3™ génération : diminution de I’activité sur les gram-+,
certain sont actives contre les pseudomonas, résistance aux
cephalosporinasesexp : céfotaxime

v/ Céphalosporines 4°™ génération : inactive sur les pseudomonas, résistance
aux céphalosporinasesexp :céfquinome (Cavallo, et al.,2004)

e Les monobactames : actif sur les BGN
b- Les fosfomycine : autiliser toujours en association pour éviter 1’apparition de
mutants résistants exp : fosfocine
c- Glycopeptides : actif principalement sur les staphylococcus et les entérococcue (

sprattet al .,1988)




2- Synthése des protéines bactériennes : il existe de nombreux inhibiteurs de la synthese
des protéines, ciblant différentes étapes de I'action des ribosomes, avec une action
antibactérienne sélective Ceux-ci comprennent des antibiotiques aussi importants en
meédecine sont les :

a- aminosides : ce sont des bactéricides, actif sur les cocci et bacilles gram + et — sauf
les staphylococcus exp : gentamycine, streptomycine, tobramycine

b- Tétracycline : ce sont des bactériostatique, actif sur les germes a dévloppement
intracellulaire expmynocycline, doxycycline.

c- Macrolides : ce sont des bactériostatique, actif sur les bactéries a gram+ exp :
azithromycine, erythromycine, clarythromycine

Cette multiplicité indique également que la synthése des protéines fournira une cible a

multiples facettes pour de nouveaux antibiotiques et c'est le mécanisme d'action

deoxazolidinones dont l'une a été approuvée aux Etats-Unis au premier trimestre 2000.

(Brisson-Noel, et al. 1988; Chopra, 1.1985; klossp , et al . 1999)

3- laréplication et la réparation de I'ADN bacteérien :

a- Les fluoroquinolones, ce sont des bactéricides, actif sur les bactéries gram+ telles
que la ciprofloxacine, sont des structures antibiotiques synthétiques qui tuent les
bactéries en ciblant I'enzyme ADN gyrase, Les antibiotiques quinolones tels que la

ciprofloxacine sont des inhibiteurs de I'ADN gyrase.( shen, L ., 1993)

3.1.2 Les antibiotiques produits par les actinomycetes

Les principales sources d'antibiotiques microbiens sont les groupes de micro-

organismes suivants : (a) les actinomycétales, (b) les bactéries et (c) les champignons

microscopiques.
Entre 1955 et 1962, cependant, environ 80% des antibiotiques trouvés provenaient des especes
Actinomycetales.Au cours des 10 derniéres années, le rapport des antibiotiques isolés des
Actinomycetales a diminué de maniere décisive et le rapport des nouveaux antibiotiques, en
particulier ceux trouvés dans les champignons, montre une tendance a augmenter. Les
antibiotiques occupent la part la plus importante des métabolites produits par les actinomyceétes,
le rapport des especes de Streptomycetales dans les Actinomycetales isolés a partir
d'échantillons de sol s'éléve a environ 90-95%.Par conséquent, environ 92,5% des antibiotiques
d'origine Actinomycetales, décrits jusqu'a présent, ont été isolés de I'espéce Streptomyces..

Cependant, les Streptomycessp. sont toujours les producteurs de la majorités des antibiotiques




utilisés en thérapeutique( ep :production de La majorité des antibiotiques glycopeptidiques) .La
gentamicine, la rifamycine et la ristocétine tirent leur origine des espéces Micromonospora et
Nocardia. Parmi les antibiotiques synthétisés par les Streptomyces:(streptomycine,

kanamycine, chloramphénicol.(Thiemann et al., 1969).

Ce sont les Actinomycétales qui ont fourni la plus grande partie des antibiotiques
d'usage commercial, Malgré leur ratio en baisse, les Actinomycétales promettent toujours de
rester les sources les plus riches d'antibiotiques utiles a I'avenir.Au cours des 10 derniéres
années, tous les nouveaux antibiotiques introduits dans la pratique, au total 25, ont été fournis
exclusivement par Actinomycetales. Des exemples avec une activité antimicrobienne
comprennent les -lactames, les tétracyclines, les aminosides, les glycopeptides, les macrolides,

les aminocyclitoles..
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m Streptomyces d'autres actinomycétes
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Figure 13: Répartition de production des antibiotiques entre les actinomycetes, les

champignons, et d’autres bactéries non filamenteuses (Berdy, 2005)
3.1.3 Développement de nouvelles classes d'antibiotiques

Outre la définition de nouvelles cibles chez les bactéries pour de nouveaux antibiotiques
(voir ci-dessous), des progres ont été réalisés dans le développement d'une nouvelle classe
structurale de molécules synthétiques a large spectre et a puissance acceptable : les
oxazolidinones. Les oxazolidinones inhibent également la biosynthese des protéines,
notamment par interaction avec I'ARN ribosomique 23S au niveau ou a proximité du centre
peptidyl transférase du ribosome (klossp , et al ., 1999) .L'une de ces oxazolidinones, le
linézolide, a maintenant progressé dans les essais cliniques( chien et al ., 2000) jusqu'a
I'approbation aux Etats-Unis. Le linézolide a été décrit comme la premiére nouvelle classe

structurelle d'antibiotiques introduite en trois décennies et rejoindra les quinolones comme




preuve que des composes synthétiques peuvent étre élaborés qui correspondent a la puissance
antibiotique et a la sélectivité des produits naturels. Un glycolipodepsipeptide (17 acides aminés
cyclisés en macrolactone) est également en cours de développement, appelé ramoplanine(Kurz
etal., 1996). Cela agit contre I'ERV en formant un complexe avec les intermédiaires lipidiques
pentapeptide dans la biosynthése de la paroi cellulaire, agissant d'une maniere quelque peu
analogue a la vancomycine en ciblant un substrat plutét qu'une enzyme dans la voie

d'assemblage du peptidoglycane.

—
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Figure 14: antibiotique produit par les actinomycétes( Anandan , 2016)

3.2 Les antifongiques :
3.21 Généralité :

Le mot antifongique se référe a un composé capable de tuer ou d’inhiber la croissance
d’un champignon (Fjaervik et Zotchev, 2005), Les champignons sont responsables de
nombreuses maladies ciblant les végétaux, I’homme et I’animal. On estime que les 4/5 des

maladies des vegétaux sont dues a ces microorganismes (Lanier et al., 1976).

L’utilisation des antifongiques sont largement importante pour la lutte contre champignons
phytopathogénes du sol(Schottel et al, 2001 ; Raaijmakers et al , 2002 ; El-Tarabilya et
Sivasithamparam, 2006). les 4/5 des maladies des végétaux sont dues a ces microorganismes
(Lanier et al., 1976). Cette production permet aux agents antagonistes d’inhiber les agents
phytopathogénes et de coloniser I’espace rhizosphérique(Peter et al , 2003),aussi ces
substances  l'industrie alimentaire (conservateurs) et en alimentation animale, pour la
prévention et le traitement des atteintes fongiques des plantes, du bois de construction ou
d'autres matériaux (Bastide et al., 1986), autre domaine principale en thérapeutique humaine

Les infections fongiques invasives sont de plus en plus fréquentes et sont associéees a




Mortalité importante. L'amélioration des diagnostics et la disponibilité de nouveaux
antifongiques ont révolutionné le domaine de la mycologie médicale au cours des derniéres
décennies,qui sont Les infections fongiques vont de condipeau (par exemple la teigne et le pied
dathlete) et les ongles (onychomycoses) a la vie disséminée-maladies
menacantes. Champignon invasif grave infections causées par Candida spp.,Cryptococcus
neoformans, Aspergillus spp., Pneumocystiscarinii et Histoplasma capsulatum, représentent
une augmentation menace pour la santé humaine. La prévalence de ces infections fongiques
systémiques a augmenté considérablement au cours de la derniére décennie. Les principaux
facteurs responsables de cette dramatique augmentation comprennent une plus grande
utilisation des antibiotiques, une augmentation marquée du nombre de personnes
immunodéprimées (SIDA, cancer et patients transplantés), l'utilisation d'un cathéter et une
population de patients vieillissante (Beck-sagu et al., 1980 ;Diamond.,1991),Le grand nombre
et la varieté des agents chimiothérapeutiques isolées a partir de substances naturelles
microbiennes et utilisés pour traiter les infections bactériennes ont grandement contribué a
I'amelioration de la santé humaine au cours du siecle dernier (Hassan.,2017). Les infections
fongiques étaient considérées étaient en grande partie traitables et la demande de nouveaux
médicaments pour les traiter était tres faible. Seul un nombre limité des agents antifongiques,
Au total 5600 composeés (34%) montre une activité antifongique; dont 21 % (3 500) sont actif
contre les levures, 11% (1800) contre les phytopathogenes champignons et 24% (4000) sont
actifs contre d'autres especes des champignons. Environ 2000 composés, parexemple le
polyéne(J. Berdy.,2005), On distingue 5 classes d’antifongiques : les polyénes, les
echinocandines, les azolés, les fluoro-pyrimidines, les allylamines. Les deux premiéres sont
issues de produits naturels tandis que les trois autres sont synthétiques(Camille.,2013)

L’histoire de ces molécules débute en France en 1939 avec la découverte de la
griseofulvine (application thérapeutique en 1958). Puis a été introduit dans les années 50, la
classe des polyénes avec la nystatine et, plus tard, I’amphotéricineB,Il faudra attendre 1957
pour que la flucytosine, de la classe des fluoro-pyrimidines fasse son entrée sur le marché des
antifongiques,Issues de longues années de recherche, une nouvelle classe apparait a la fin des
années 50 : les azolés. Dans ’ordre : le miconazole, le clotrimazole et I’éconazole, tous trois
étant des imidazolées. Cependant, leur utilisation se limite a un usage externe en raison de leur
forte toxicité lors d'une administration orale.

En 1983 le premier triazolé fait son apparition : le kétoconazole, suivi de preés par la

terbinafine, représentant de la classe des allylamines,Plusieurs triazolés vont ensuite étre




introduits successivement sur le marché : le fluconazole (en 1990), I’itraconazole (1993), le
voriconazole (2002) et le posaconazole (2006).

Parallelement, la classe des échinocandines, novatrice sur le plan pharmacologique car
possédant une faible toxicité et présentant peu d’interactions médicamenteuses, fait son

apparition avec la caspofungine en 2002, I’anidulafungine en 2007 et la micafungine en

2008(Hincky.,2011)
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Figure 15: chronologie de la découverte des différents agents antifongiques
(Ostroskyzeichner.,2010)

Montrer certaines limites, telles que [l'importance néphrotoxicité de I'amphotéricine
B(Georgopapaadakou et al.,1994) et émergente résistance aux azoles(Carledge et al.,1957)
malgré plusieurs améliorations, telles que les formulations lipidiques de polyénes avec une
toxicité plus faible et de nouveaux triazoles (voriconazole, rovuconazole et pasaconazole) avec
un spectre d'action plus large, y compris l'activité contre certains isolats résistants aux
azoles(Garnier.,2000), Le développement mise au point de nouveaux agents antifongiques, de
préférence naturelles se rallie avec de nouveaux mécanismes d'action, est un besoin medical
urgent, les antifongiques polyéniques ont un spectre d’action sur les champignons filamenteux
et unicellulaires et sur certains protozoaires et algues. A part quelques rares exceptions, ils sont
inactifs sur les bacteéries et les virus. Vu leur instabilité, leur toxicité et les problemes liés a leur
absorption(Boudjelal., 2012), ce sont soit des produits du métabolisme secondaire de divers
microorganismes, soit des produits chimiques de synthese

Les antifongiques systémiques utilisés pour traiter les infections fongiques disséminées ou
profondes se répartissent en quatre familles chimiques et ont réussi a comprendre trois cibles

cellulaires chez le champignon : les pyrimidines fluorées agissant sur la réplication de l'acide




désoxyribonucléique (ADN) et la synthese des protéines ; les polyénes et les azolés ont pour
cible I'ergostérol et sa voie de biosynthése ; les lipopeptides inhibent la biosynthése de glucanes
pariétaux. Les mécanismes de résistance mis en place par certaines souches de champignons
sont maintenant mieux connus, en particulier chez les levures du genre Candida . Dans la
majorité des cas, ces mécanismes sont représentes sur des mutations

qui ont pour effet de modifier la cible de I'antifongique ou d'en bloquer l'accés, soit sur la
surexpression de génes codant pour la cible ou pour les transporteurs membranaires arrivent
dans un rejet actif de I'antifongique (Isabelle et al.,2006), Les composés sont classés selon leurs
mécanismes d'action, couvrant les inhibiteurs de la synthése des composants de la paroi
cellulaire (glucane, chitine et mannoprotéines), de synthese des sphingolipides (sérine
palmitoyltransférase, céramide synthase, inositolphos-phocéramidesynthase et allongement des
acides gras) et de la synthese des protéines (sordarines). Dans De plus, quelques considérations
liges a la chimiotaxonomie des organismes producteur et certaines questions relatives a la

découverte de médicaments antifongiques sont également discutées(vicent et al.,2003).

Figurel6 : cible d’action des différents classe d’antifongiques sur la cellules eucaryote

(Halin et al.,2009)
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3.2.2 Activités antifongiques des actinomycétes :

Les chercheurs se sont tournés vers la recherche de nouveaux antifongiques plus
performants et moins agressifs pour I’organisme. La grande majorité des antifongiques naturels
est d’origine microbienne et prés de la moiti¢ est synthétisée par les actinomycétes (Eckwall et
al.,1997),Amphoteéricine B, l'un des actinomycetes les plus connus métabolites, est un

antibiotique polyénique macrolide qui a été isolé en 1955 a partir de bouillon de S.




nodosus (Trejo et al.,1983). C'est unantibiotique antifongique a large spectre d'activité,
Brasilinolide A, un nouvel antibiotique macrolide de Nocardia brasiliensis IFM0406 s'est avéré
actif contre Aspergillus niger avec une valeur MIC de 64 g/ml et un haut niveau de
cytotoxicité,contre les cellules HepG2, A549, HCT-116 et COC1 ( Gao et al., 2012 ;Tanaka
et al.,1997) Deux classes de nucléosides antifongiques en compétition inhiber la chitine
synthase fongique : polyoxines et nikkomycines (Kimura et al.,2003 ; Hector .,1993). Les
polyoxines sont des métabolites secondaires de S. cacaoi var. asoensis qui présentent une
activité antifongique. Isolé dans les années 1960, il a été démontré qu'ils avaient une activité
contre champignons phytopathogenes en particulier contre Botrytis cinerea (Cidaria et
al.,1993),par exemple Alternariakikuchiana, Priculariaoryzae) (Kimura et al.,2003). Les
nikkomycines (nikkomycine Z) sont plus puissantes contre Candida albicans que les
polyoxines. Nikkomycines sont produites parS. tendaeetS. ansochromogenes .Les
nikkomycines ont été isolées dans les années 1970 a partir de S. tendae et se sont avérés actifs
contre Rhizopuscarcinans et Botrytis cinerea (Kimura et al.,2003). Les Nikkomycines
agissent comme des inhibiteurs de chitine synthase chez les champignons et les insectes
(Hector .,1993). Nikkomycine Z et X sont structurellement trés similaires ; pourtant, le premier
est plus prometteur comme agent antifongique que la nikkomycine X. Par conséquent, une
production sélective élevée de nikkomycine Z a été obtenu par Liao et al. par des manipulations
génétiques et alimentation précurseur (Liao et al.,2009) I'oligomycine A, iso-provenant
de Streptomyces libani a montré un niveau €levé d'inhibition activité contre les champignons
pathogenes (Kim et al.,1999), Les oligomycines sont des produits deS. diastaticus
fermentation, mais sont également produits parS.diastatochromogenes (oligomycine A (21) en
premier décrit pour cette espece en 1954) , S.libani et S. avermitilis ,Les oligomycines A et C
sont antibiotiqgues macrolides qui démontrent un puissant antifongique activité
contre Aspergillus niger,
Alternariaalternata,Botrytiscinerea et Photophthoracapsici ,Plusieurs métabolites bioactifs
secondaires (23) ont été obtenus a partir de Streptomyces TK-VL_333 Parmi eux, l'acide 1H-
indole-3-carboxylique (T1) a montré une activité antifongique contre Candida albicans,
Epidermophyton floccosum, Aspergillus niger et Fusarium oxysporum. Il présentait également

une activité antimicrobienne
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Figure 17 : la structure chimique d’oligomycine A (21) et 210-A (22)

La rapamycine a été isolée pour la premiére fois a partir de souches d'actinomycetes dérivées
du sol sur Ile de Paques (Sehgal et al.,1975). Il présente une activité antifongique contre
Candida spp Il montre des propriétés antifongiques plus puissantes dans la candidose
systémique murine par rapport & amphotéricine B (Park et al.,2010).D'autres cibles fongiques
potentielles sont les enzymes impliquées dans la synthése des mannanes et des
glucanes(Goodfellow et al.,1988),En utilisant un certain nombre d'organismes d'essai
différents et en établissant des réponses standard a des agents connus, appliquée au criblage de
2000 isolats du sol (principalement des streptomycetes), un antibiotique isolé
d'Actinomadurasp. Chandrananimycine Une puissante activité antifongique contre Mucor
miehei. Ca aussi a montré une activité anticancéreuse, antibactérienne et antialgue contre
S.aureus, Bacillus subtilis et la microalgue Chlorellavulgaris et Chlorellasorokiniana(Maskey
et al., 2003)b.Saadamycine( 23 ), Activité antagoniste contre les agents pathogenes fongiques
est généralement lié a diverses substances antifongiques polykétide produit
par Streptomyces spp(Sanglier et Trujillo, 1997).ainsi qu'aux extracellulaires enzymes
hydrolytiques (chitinase,-1,3-glucanase) a é€té isolé d'une éponge égyptienne Aplysine
fistulaire. Le composé possede une puissante activité antifongique.,Streptomyce
shalstedii K122 pro-composés antifongiques dus bafilomycine B1 et C1 qui ont été trouvés agir
contre les champignons cibles (Frandberg et al.,2000),La chitinase et la -1,3-glucanase sont
impliquées dans la lyse de la paroi cellulaire fongique (par exemple Fusarium
oxysporum,Sclérotinie mineure ),Les propriétés biodégradables et antifongiques dechitinase
sont également utiles pour des utilisations environnementales et agricoles,technologie
alimentaire et cosmétique (Rabéa et al. 2003 ; Lin et Lin 2005 ),Les ramicidines sont par
exemple des antifongiques produits par une souche d'Actinomadura bibisca(Tomita et al.,
1990)
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Figure 18 :la structure chimique de streptomycine.

3.3 Production des enzymes
3.3.1 Genéralités :

Les enzymes produites par les micro-organismes sont des biocatalyseurs de nature
protéique potentiels pour un grand nombre de réactions. Les enzymes dérivées d'une source
microbienne sont généralement considérées comme sdres et elles sont fonctionnelles dans une
large gamme de températures, de pH, de salinitt ou dautres conditions
extrémes(Dhanasekaran D, et al .,2016 ; Priyadharsini P, et al . 2015).Les enzymes
microbiennes jouent un rdle clé en tant que catalyseurs métaboliques, ce qui conduit a leurs
diverses applications et utilisations dans diverses industries. La recherche constante de
nouvelles enzymes microbiennes a conduit a des improvisations dans les processus industriels

qui sont la clé de la croissance des bénéfices(Salma. M et al., 2017).
3.3.2 Les principaux enzymes synthétisées par les actinomycétes

Les actinomycetes sont l'un des groupes de micro-organismes les plus divers, bien
caractérisés et reconnus pour leur polyvalence métabolique, Les actinomycetes sont d'une
grande importance car ils ont la capacité de produire et de sécréter une variété d'enzymes
hydrolytiques extracellulaires qui sont sans danger pour l'environnement. Les actinomycetes
forment un groupe important de populations microbiennes dans le sol, les tissus végetaux et les
environnements marins. Les actinomycetes produisent de nombreuses enzymes extracellulaires
précieuses qui peuvent décomposer une variété de matiéres organiques. Les enzymes produites
par les Actinomycetes et appliquées dans différentes industries sont les cellulases, les protéases,
les amylases, les lipases xylanases, les chitinases, les cutinases et les pectinases (Salma. M et

al., 2017) . Il a été rapporté que divers genres d'actinomycétes produisent un large éventail

m




d'enzymes industrielles potentielles qui peuvent étre utilisées dans des applications

biotechnologiques et des domaines biomédicaux en particulier( Nawani. N et al., 2013).
Les cellulase

Les cellulases sont des enzymes industrielles importantes pour la production durable de
biocarburants car elles convertissent la cellulose en sucres fermentescibles.Les cellulases de
Streptomyces spp.comme S. ruber, S. lividans et S. rutgersensissont hautement thermostables (
Kar.S et al., 2008).Ces enzymes sont principalement utilisées comme complément dans les
détergents, les textiles(Jang.H et al.,2005 ; Azzeddine .B,et al.,2013)Certains membres des
genres Thermobifida et Micromonospora produisent également des cellulases qui présentent un
potentiel industriel pour une utilisation commerciale (Yang .et al.,2004)sont utilisees pour la
dégradation du coton et de l'avicel(Shweta A .,2012)

Les Kératinases

Ce sont des enzymes principalement utilisées pour I'hydrolyse de la kératine ,produites
par un certain nombre de souches d'actinomycétes comme Streptomycetes spp.et
Actinomadura(Habbeche A, et al., 2014).11 existe une forte demande pour le développement
d'alternatives biotechnologiques pour le recyclage des déchets kératiques, la conversion des
plumes, des poils, des ongles et de la laine de poulet inutilisés en produits utiles a l'aide des
kératinases d'Actinomycetes(Dastager S, et al.,2008)

Protéases

Ce groupe d’enzymes hydrolyse les liaisons peptidiques entre deux acides aminés des
peptides et des proteines en libérant des acides aminés ou des petits peptides. la production de
protéases a partir d'Actinomyceétes comme les membres des genres Streptomyces, Nocardia et
Nocardiopsis (Wietzorrek. et al.,1997).Les protéases de Streptomyces spp.peut étre utilisé
dans le traitement de différents déchets agro-industriels comme, les ongles, les cheveux.Les
protéases produites par Nocardiopsis spp.sont connues comme des enzymes industrielles

importantes et ont le potentiel d'étre largement utilisées dans l'industrie du cuir.
Xylénases

Les xylanases sans cellulases et thermostables sont produites par les genres
Actinobacterial, Actinomadura et Thermoactinomyces avec une température optimale de 70°C

(Brzezinski R, et al.,1999) .Les membres du genre Streptomyces sont les principaux




producteurs de xylanases parmi les Actinomycetes.Certaines espéces de Streptomyces sont
capables d'hydrolyser divers résidus agricoles comme les déchets de paille et les tourteaux
(Chakraborty, et al., 2012)

Amylases :

Les amylases sont considérées comme un groupe important d'enzymes qui hydrolysent
I'amidon en sirops a haute teneur en fructose, glucose et maltose et peuvent étre classees en
endoamylases et exoamylases. Les souches d'actinomyceétes, par ex.Streptomycese rumpens et
Thermobifida fusca ont la capacité de sécréter des amylases a I'extérieur des cellules pour
effectuer la digestion extracellulaire (Zhang F, et al.,2011).Ces enzymes thermostables
peuvent étre utilisées dans l'industrie de la boulangerie. 11 existe différents type d’amylases,
ondistingue les alpha-amylases produit par les Nocardiopsis sp, les béta-amylases secréter par

les Streptomyces sp.
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Figure 19 : Mode d’action de I’alpha-amylase ( Meziani et Mahcene, 2017)

Les lipases

Il existe certain souche d'actinomycétes ont la capacité d'hydrolyser les huiles et les
graisses. Les lipases et les estérases forment divers groupes d'enzymes hydrolytiques qui
catalysent les lipides comme les triglycérides (Aly. Et al., 2012). Les membres des

Actinomyceétes, par ex.Streptomyces exfolie etNocardiopsis alba produit des lipases qui




hydrolysent les liaisons ester des triglycérides en glyceérol et en acides gras (Gandhimathi R.
et al.,2009)

Les pectinases

Les pectinasessont un groupe d'enzymes qui contribuent a la dégradation de la pectine
par divers mécanismes. Les pectinases sont produites par plusieurs espéces de Streptomyces
telles que S. lydicus(Jacob N.et al., 2008).Ces enzymes sont utilisées dans l'industrie
alimentaire pour I'extraction et la clarification des vins, des jus, des huiles, la polygalacturonase
est l'une des pectinases les plus importantes qui est largement utilisée dans différentes

industries.

Tableau 08 : Enzymes commercialement importantes produites par les actinomycetes,

leurs caractéristiques et leurs utilisations potentielles




3.4 . Les anticancéreux

enzyme Soucheproductrise Ph et T°|App References
optimum industrielle
Streptomyces ruber 6 /37°C Détergent ( Kar.S etal,
2008)
cellulase
Hermobifida halotolerans 7 145°C Papier (Yang .et al.,2004)
Streptomyces pactum 7.5/40°c | Cuire (Wietzorrek. et
. al.,1997).
protéase
Streptomyces 6.5 /65°C brassage (  banetly. et
thermoviolaceus al.,2002)
kératinase |Actinomadura keratinilytica 10/70°c  |cuire (Habbeche A, et
al., 2014)
Streptomyces erumpens 9 /45°c Patisserie (Elsary.Na, etal .,
2010)
Amylase
Thermobifida fusca 6 /60°c Textile (Zhang F, et
al.,2011)
Lipase Streptomyces exfoliates 6 /37°C papier (Aly. Etal., 2012)
Nocardiopsis alba 7130°c Cosmétique | (Gandhimathi R.
et al.,2009)

L'actinomycine D a été lI'un des premiers métabolites naturels a étre utilisé dans le
traitement des tumeurs. Il a été isolé a partir de S.antibiotique, L'actinomycine D agit en liant
I'’ADN au complexe d'initiation de la transcription et en empéchant lI'allongement du transcrit
par I'ARN polymérase.L'actinomycine D est encore utilisée dans le traitement des tumeurs de
Wilms chez les enfants (Waksman S, et al., 1999 ; Demain , et al.,2009). D'autres groupes
d'antibiotiques anticancéreux comprennent les anthracyclines, la daunorubicine
(daunomycine), la doxorubicine (adriamycine), L'épirubicine est I'un des composés du groupe
des anthracyclines les plus récemment identifiés; il a été approuvé par la FDA en 1999 et a un
meilleur profil thérapeutique que la doxorubicine en raison de ses effets moins indésirables. Il
est utilisé dans le traitement du cancer du sein, du cancer de I'ovaire, du cancer du poumon et
de la leucémie (Arcamone, et al ., 1969). La bléomycine est un autre composé antitumoral,Les

mitomycines produites par S. caesptitosus présentent une activité antitumorale élevée,La




streptozotocine, produite par S. achromogenes, présente une toxicité sélective contre les cellules
B pancréatiques c’est une médicament antitumoral des cellules des Tlots pancréatiques(\Wang
Z.,1998 ; Demain , et al.,2009). Les calicheamycines sont des composés antitumoraux isolés
de Micromonosporae chinospora. lls agissent en clivant 'ADN dans son etat double
brin(Walker S., 1992)

Il existe aussi des antitumoraux qui ont été obtenus a partir des actinomycétes trouvées
dans les sédiments marins qui sont : La marinomycine A, le daryamide C, les lucentamycines
(A,B), les mansouramycines(13) et les tatrolons(Bhatnagar 1., 2010) . Is montrent une activité
antitumorale contre le cancer du poumon, le cancer du sein, le mélanome et les cellules

cancéreuses de la prostate.

La carboxamycine (15) a été isolée de Streptomyces sp a partir de sédiments du bassin
des Canaries .II montre une activité antitumorale contre les lignées cellulaires
d'adénocarcinome gastrique (AGS), le carcinome hépatocellulaire (HepG2) et le carcinome du
sein(Waksman S, et al., 1999 ; Arcamone, et al ., 1969)

Les dermacozines (16)) qui possedent une activité antitumorale contre la lignée
cellulaire leucémique (Abdel-Mageed W, et al.,2010).JBIR-69 a été isolé de Streptomyces sp
possede de faibles propriétés anticancéreuses contre les cellules HL-60 de la leucémie myéloide

aigué humaine(Fujiwara T, at al.,2010).

De nouvelles anthracyclines, la tétracénoquinocine (20) et la 5-iminoaranciamycine, ont
éte isolées de Streptomyces sp.Les deux composés ont montre une activité anticancéreuse contre

deux lignées cellulaires cancéreuses (Motohashi K, et al., 2010).

3.5 les antioxydants :
3.5.1. Généralité :

L’oxydation est le phénomene qui fait rouiller les métaux, qui fait flétrir les légumes et les
fruits, rancir les graisses .Il1 modifie le gotlt et la couleur des aliments. L’organisme subit
¢galement le phénomeéne d’oxydation, mais il est équipé pour lutter contre ces altérations : un
énorme systéeme de défense est en permanence en place, avec des systémes enzymatiques et/ou
des systémes de régénération de complexes mettant en jeu par exemple 1’acide ascorbique
(vitamine C) ou le glutathion. Mais ce systeme de défense est parfois débordé. Surtout quand
les agressions sont multipliées sous 1’effet de la fumée du tabac, de la pollution, du soleil, d’un

effort physique intense, etc. Plusieurs cas peuvent engendrer des dés équilibres




e soit dans des conditions de stress et alors 1’oxydation augment eau point de ne pas
pouvoir étre régulée ;

e soit dans des conditions de mauvaise alimentation et alors les quantités
d’antioxydants apportés ne sont pas suffisantes pour rétablir I’équilibre.est avant
tout un phénomene chimique(Rolland.,2004)

L’oxydation est générée par des radicaux libres,. Les especes moléculaires cibles de
1’oxydation sont avant tous les corps gras comme les phospholipides des membranes cellulaires,
mais aussi les protéines. Dans le cas des enzymes, 1’oxydation entraine une modification ou
perte de I’activité biologique de la molécule(Rolland.,2004)

3.5.1 Les radicaux libres:

Au milieu des années 50, parmi les premiers, L’oxygéne apparu Vvoici trois milliards
d’années dans 1’atmosphere terrestre, est une molécule indispensable a la vie. Comme source
d’énergie, les organismes dits aérobies utilisent des réactions d’oxydoréduction
(chimiotrophes) reposant sur des interactions entre donneurs d’électrons (réducteurs) et des
accepteurs d’électrons (oxydants) (Gerschman et al.,1954). L’oxygéne, en tant que récepteur
final d’¢lectrons dans 1’organisme, se transforme en molécules d’eau au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale. Cette réaction est importante puisqu’elle est associée avec la
production de 38 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel énergétique
(contre 2 seulement dans un processus anaérobie). Le processus de réduction de 1’oxygene en
eau n’est toute fois pas parfait car 2 a 3 % de I’oxygene sont transformés en especes réactives
de I’oxygéne (ERO) particuliérement réactionnelles

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome,
capable davoir une existence indépendante (libre) neutres ou chargées instables qui ne
cherchent qu’a récupérer un électron dans leur environnement pour retrouver un état plus stable,
en contenant un ou plusieurs électrons célibataire (électron non apparie sur une
orbitale)(Halliwell et al., 1994). Cela lui confére une grande réactivité donc une demi-vie trés
courte, 1’oxygeéne comporte naturellement deux ¢électrons célibataires sur la couche
périphérique, est trés instable avec une trés forte tendance a «oxyder» les composés qu’il
rencontre en leur arrachant un €lectron pour 1’apparier a I’un de ses €lectrons célibataires, En
effet, ce radical libre aura toujours tendance remplir son orbitale, La matiere vivante est
composée d’atomes qui comprennent respectivement des ¢léments appartenant au noyau et
d’autres, les électrons, qui forment un nuage orbital autour de celui-ci. Ces électrons sont

animés d’un mouvement de rotation a la fois autour du noyau et sur eux-mémes. On appelle ce

S



dernier le spin. Ces mouvements correspondent a une énergie importante qui rend ces composés
instables, c’est-a-dire trés réactifs avec les éléments voisins(X. Leverve.,2009). Dans la
matiére, ces électrons sont le plus souvent stabilisés grace a la formation de couples ou paires
d’électrons: il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Systeme redox) (X.
Leverve.,2009), La réactivité chimique des radicaux libres de Oxygene est variable selon la
molécule considere, mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux radicaux
libres entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les radicaux superoxydes
et hydroxyles, mais d'autres dérives de I'oxygene jouent également un rdle important dans le
stress oxydant, en particulier le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite. C'est pourquoi le
terme d'espéces reactives de I'oxygeéne est préférait celui de radicaux libres puisque le peroxyde
d'’hydrogéne n'est pas un radical libre (Puppo et al.,1998), De part leur nature instable, les ERO
sont toxiques et interagissent avec toute une série de substrats biologiques importants. Des
dénaturations de protéines, des inactivations d’enzymes, une oxydation du glucose, des cassures
au niveau de I’ADN avec possibilité de mutation et des processus de peroxydation lipidique

peuvent alors apparaitre avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule
3.5.2 Le stress oxydatives :

Le stress oxydatif intervient sur tous les métabolismes de I'organisme en raison des cibles
multiples des radicaux libres (JoelleGoudable et al.,1997), qui représente un d’équilibre entre
la production des especes réactives de I'oxygéne (ROS) ou des radicaux oxygenés et la
biocapacité des systemes logiques a inhiber I'intermédiaire d'oxygéne réactif (ROI) ou
précurseurs de ceux-ci, pour atténuer le dommages (Baynes 1991). Il joue un réle important
dans le développement de nombreuses maladies, comme la maladie d'Alzheimer, Parkinson,
polyarthrite rhumatoide, cancer et troubles cardiovasculaires assouplit (Halliwell 1996 , 2006)
et sont impliqués dans une variété de multiplications pathologiques, car il peut étre préjudiciable

a tout type de macromolécules, y compris 'ADN, les protéines et les lipides (Halliwell, 1991 ).

Les antioxydants alimentaires tels car les flavonoides et les alcaloides jouent également un role
important dans l'augmentation la résistance naturelle du corps au stress oxydatif (Arulpriya et
al.,2010).,Sont trés instable et endommage les cellules radicalaires. Niveaux élevés de gratuité
radicaux impliqués dans les mécanismes de signalisation(Mallikarjuna et al.,2012),C'est
pourquoi il existe un grand nombre de marqueurs biochimiques dont, aucun ne fait actuellement

I'un antimite C'est en choisissant un ensemble de marqueurs en fonction de la pathologie étudiee
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que I'on pourra estimer I'importance d'un stress oxydatif ou I'augmentation d'un risque chez un
patient donné

3.5.4.Les antioxydants :
Ces antécédents pathologiques et cliniques ont incité pour étudier des composes antioxydants
nouveaux et puissants de microorganismes qui sont finalement d'usage thérapeutique(T.R.
Prashith et al.,2010) Des le début du XX eme siecle, l'industrie s'est intéresse de prés aux
antioxydants ou «antioxygene», molécules capables par exemple de réduire les effets de
I'oxygene sur la corrosion des métaux. En biologie, les toutes premiéres recherches sur les
antioxydants ontmontré leur capacité a réduire I'oxydation des acides gras insaturés et donc,
leur rancissement. Cependant, c'est plus tard avec l'identification durant I'entre-deux-guerres
des vitamines C (Szent et Gyorgyi, 1928) et E (Evans et Bishop, 1922) qu'est apparue
Iimportance des antioxydants en biochimie, D'autre part, des systemes enzymatiques
extrémement complexes assurent la réparation des éventuels dommages oxydatifs au niveau
des protéines ou de I'ADN. S'y ajoutent quelques oligoéléments (sélénium,cuivre et zinc) qui
sont les cofacteurs de plongeurs enzymes a activité antioxydant, Les antioxydants de faible
poids moléculaire ont un mode ou une synergie d'action complexes
En effet, des antioxydants comme la vitamine C ou E se transforment eux-mémes en libres lors
de la neutralisation de certains dérivés toxiques de
I’oxygene(Defraigne.,2008),Lesactinobactéries, comme les autres organismes aérobies,
génerent des ROS de maniére endogene comme sous produits des processus métaboliques. Ces
formes d'oxygene sont hautement endommager les constituants cellulaires, y compris I'ADN,
les lipides et les protéines (Imlay 2003). Les ROS peuvent également étre formés par
I'exposition de cellules soit a rayonnements ionisants, produits chimiques a cycle redox présents
dans I'environnement ou par exposition aux métaux lourds. Grace a ces mécanismes, tout les
organismes aérobie en croissance sont continuellement exposés a des oxydants réactifs,
sousconditions physiologiques donc, le défense cellulaire antioxydante endogene des systémes
sont nécessaires pour maintenir les ROS & un niveau basal et inoffensif et les
réparerdégats(Lushchak and Gospodaryov 2005)

3.5.3 L’activité antioxydants des actinomycétes :

Antioxydant signifie "contre I'oxydant™. Un antioxydant est tout substance qui retarde
ou empéche la détérioration, les dommages ou destruction par oxydation (Dekkers
etal. 1996 ).
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Dans le enquéte sur les antioxydants naturels, un certain nombre de composés ont été
obtenus a partir de différentes sources, principalement a partir de plantes, comme les poly
phénols et les phytostérols(Lu et Foo 2001 ; Tan et Shahidi 2012). Cependant, la plus grande
diversité structurelle de composés appartient a des molécules dérivées de micro-
organismes. Parmi les composés bactériens biologiquement actifs, pres de 45% sont produits
par des bactéries Gram-positives, souvent des Actinobactéries, appelées producteurs

remarquables de métabolites secondaires.

C'est un classement de plusieurs substances organiques, dont les vitamines C et E, la
vitamine A, le sélénium et un groupe connu sous le nom de caroténoides (Dekkers et al.
1996 ; Kaczmarski et al. 1999 ).Dermacozines SA (57) sont nouveaux, les oxydeés et pigments
réduits de type phénazine de Dermacoccus isolés de les sédiments du Challenger Deep (10898
m) de la Mariana Tranchée ( Pathom et Aree et al. 2006 ) ,Les filtrats naturels de ces isolats
ont montré un modeéle intéressant de métabolites secondaires, un groupe de composés de la
phénazine. Haute la spectrométrie de masse a résolution et I'élucidation structurale de ces ont
abouti a l'identification de 14 nouvelles phénazine-métabolites de type qui ont été nommes
dermacozines. Structures de sept de ces composés, montrant un piégeage des radicaux libres
activités et les activités antitumorales et antiprotozoaires ont été déterminé. Les dermacozines
F et G présentaient une cytotoxicité modeérée activité contre la lignée cellulaire leucémique
K562 avec des valeurs IC50 de 9 et 7 M, respectivement tandis que l'activité de piégeage
radicalaire la plus élevée était observé dans la dermacozine C avec une valeur IC 50 de 8,4 M
( Abdel-Maged et al. ,2010 ).Une famille de nouveaux métabolites secondaires avec une
fraction carbazole et une chaine latérale alkyle ont été detectés par analyse HPLC-DAD dans
les extraits cellulaires de la souche Acta 1857 de Tsukamurellapseudospumae. Les métabolites,
qui ont été nommés lipocarbazoles , conformément & leur structure chimique, présentaient une
forte liberté activité de piégeage des radicaux ( Schneider et al. 2009 ),Deux composés 2,6
acide diméthoxy téréphtalique et Yangjinhualine isoles de la culturefiltrat
de Streptomyces sp. YIM66017, d' Alpiniaoxyphylla présentait un antioxydant significatif
activité dans le dosage anti-radicalaire avec des valeurs IC50de 4,61 et 57,12 ug ml -
1 respectivement (Zhou et al. 2014),Les extraits a l'acétate d'éthyle de 135 isolats
d'actinomycetes provenant de quatre plantes médicinales ont été testés pour l'activité
antioxydant (Akshatha et al. 2016). Streptomyces globosus et Arthrobactersp.
Présentaient une valeur IC50de 88,2 et 97,6 ugml-1dans le test anti-radicalaire. Les

actinomycetes sont sans aucun doute les plus grands producteurs de substances bioactives et
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sont un défi pour les microbiologistes et les chimistes pour examiner la potentialité des produits
pour des applications thérapeutiques ,la carbazomycine B, a I'activité antioxydante. Composés
a savoir la carazostatine et la carbazomycine B ont montré des activité antioxydante in vitro
etex vivoque l'alpha-tocophérol. Celles-cil es résultats suggérent que les nouveaux
antioxydants isolés peuvent étre utiles commeune nouvelle classe d' agents
thérapeutiques (Kato.,1994) . Dans un programme de dépistage pourantioxydants
de Streptomyces prunicolor en utilisant du foie de ratmicrosomes comme systéme de dosage,
nouveaux metabolites, benthocyanines A,B et C, et la bentophénine ont été
isolés . Carquinostatine A deStreptomyces exfoliatus possede des propriétés protectrices du
cerveau. Il a montré une activité antioxydante dans les microsomes du foie de rat qui’était
comparable a celle de la vitamine E. Dans la hanche principalement cultivéesysteme neuronal
pocampal, il a également supprimé la toxicité du glutamate(Shin-ya et al.,1989),Trois
isoflavonoides antioxydants ont été isolés de la culture bouillon de Streptomyces sp. OH-
1049(Funayana et al.,1989) . Dans une étude, 10,7 % d'un total de 150 endophytiquesdes
actinomycetes isolés de trois plantes pharmaceutiques,Annonaceaesquamosal , Camptotheca

acuminé et Taxuschinensis, a montré une activité antioxydante (Wu et al.,2009) .

Tableau 09 :Exemples de molécules antioxydants produites par des quelques especes

d’actinobactéries
Molécules Espéces Référence
(2)-1-(I-hydroxypenta-2-4 dien- | Nocardiopsis alba Auvilalaer al.,2014

I-Y1)oxy)

Anthrancene 9,10-dione




Pc 766 B Nocardia brasiliensis Kumagai et al.,1993
Dihydroherbimycin Streptomyces sp Cheng et al.,2016
Protocatechualdehyde Streptomyces lincolnensis Jakim et al .,2008
JBIR-94 et JBIR-125 Streptomyces sp Kawahara et al.,2012
2-allyoxyphenol Streptomyces sp Arumugam et al.,2010
Dizeepinomidine Micromonospora sp Abdelmohsen et al.,2012

3.6 Les vitamines
La vitamine B12 telle qu’elle existe dans la nature peut étre produite par des bactéries ou des

actinobactéries. L’isolement de la vitamine B12 a partir des fermentations d’actinobactéries a
suscité un intérét considérable pour la production possible de vitamines par des fermentation
microbiennes (Rickes et al., 1948 ; Lichtman et al., 1949). L’addition de sels de cobalt aux
milieux semble étre un précurseur pour toute les actinobactéries pour produire de la vitamine.
Comme le cobalt est un agent bactéricide assez efficace, ce précurseur doit étre ajouté avec
précaution. Il a été également démontré que les actinobactéries produisaient d’autres vitamines
hydrosolubles, telles que, la thiamine et le dérivé d’acide pteroyl glutamique qui favorise la
croissance de certaines souches de Leuconostoccitrovorum et de la coenzyme A (Anandan,
2016).

3.7 Antivirale
Les tunicamycines sont des produits nucléosidiques d'acyle gras qui contiennent de l'uracylDes

coma été isolée de S. lyososuperficus nov. sp. bouillon de fermentation par Takatsuki et Tamura
et al.posés similaires a la TM, la streptovirudine et la corynetoxine, ont été isolés plus tard
également & partir de souches d'actinomycetes.La streptovirudine a été isolée de S.
griseoflavussubsp.thuringiensis.Les deux composés possedent des activites similaires contre les
virus enveloppés, et la streptovirudine est également un puissant inhibiteur du genre
Bacillus.Des corynetoxines ont été isolées en 1982 a partir de Corynebacterium
rathayi(Kimura et al .,2003).Un composé anti-virus de la grippe, JBIR-68 (25), avec un
squelette unique (5'-O-Géranyl-5,6-dihydrouridine) a été isolé de Streptomycessp.RI18,
récemment.ll inhibe sensiblement la croissance du virus de la grippe, mais le mécanisme de

I'activité antivirale n'est pas clair (Takagi M, et al.,2010)




Un antiphage antibiotique, Tomaymycin, de Streptomyces achromogenes a montré forte
activité¢ inhibitrice contre les phages E. coli de lasérie TetA phéages (Arima et
al,1951) ,Benzastatine C (25) un alcaloide 3-chloro-tétrahydroquinolone isolé de
Streptomyces nitrosporeus, a montré son action antivirale potentiel contre le virus de la
stomatite vesiculeuse (VSV), avec une valeur EC 50 de 1,99 g/ml et le virus de I'herpes simplex
de type 1 (HSV-1).Un nouvel antibiotiqueSF2487 isolé d' Actinomadura sp. SF2487 s'est avéré
faiblement actif contre les bactéries Gram positives et présente une activité antivirale contre le

virus de la grippe in vitro (Hatzu et al.,1990)

isolé d'un sol de forét tropicale brésilienne activité antivirale inhibant la propagation d'un virus
résistant a l'acyclovir Souche HSV type 1 sur cellules HEp-2 a concentration non
cytotoxique.Un nouvel antibiotique AM-2604 A, Streptomyces sp. isolé . AM-2604, s'est avéré
posséder de faibles activité contre les champignons et les trichomonas et puissante activité

inhibitrice contredivers virus @ ARN et a ADN in vitro (Omura et al.,1982)

L'Antimycine Al a montré une remarque efficacité antivirale capable contre le virus de

I'encéphalite équine occidentale.
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II1. Materiels et méthodes

Objectif

Exceptionnellement, et en I’absence d’un travail expérimental, 1’objectif de notre
¢tude est consacré a 1’établissement d’un protocole expérimental qui regroupe les
principales techniques d’étude des actinomycetes.




1. Prélevement des échantillons

1.1 Sol:
Pour I’échantillonnage,il existe plusieurs sols: arides, semi arides, agricole. Donc Les

échantillons de sol sont prélevés selon la technique de Pochon et Tardieux (1962). A I’aide
d’une grande spatule stérile, les cing premiers centimétres de la couche superficielle du sol sont
écartés, on préléve alors avec une petite spatule stérile dans la couche sous-jacente (entre 5 et
15 centimetres de profondeur).Les sols sont placés dans un flacon stérile.Les gros débris sont
écartés (pierres, racines, etc.). les échantillons de sol sont conservésa 4°C et transporteés le plus

rapidement possible au laboratoire pour analyse(Pochon et Tardieux, 1962)

1.2 Eau:
Les actinomyceétes font partie intégrante de la microflore de I'eau douce sont isolés des

lacs, des riviéres et des réserves d'eau ou ils sont impliqués dans la production de saveurs,
d'odeurs et de couleurs désagréables(SaiTerman et Morris .,1962).Les échantillons d’eaux,
selon la technique de Rodier (1984), sont prélevés a I’aide d’un plongeur lesté auquel est fixé
un flacon en polyéthyléne stérile. L’eau recueillie est introduite dans des flacons stériles en
verre de 250 ml et transportée dans une glaciére au laboratoire. Les analyses sont effectuées au

plus tard dans les 24 heures qui suivent les prélévements(Rodier,1984).

2. Traitement des échantillons
Le sol peut étre prétraité de diverses manieres pour augmenter le nombre et/ou la proportion

d'actinomycetes avant la préparation des dilutions. Les échantillons desols peuvent avoir un
prétraitement afin d’éliminercertaines bactéries indésirable et favoriser la croissancedes

actinobactéries.

2.1 Séchage
Un simple séchage a l'air de I'échantillon réduira le nombre de cellules bactériennes végétatives

tout en permettant a de nombreuses spores d'actinomycetes de survivre. Par fois les échantillons

de sols sont séchés dans dessiccateur sous vide (figure 20) (Tsao et al., 1960).




Dessiccateur

Echantillons du sol

Silicagel

Figure 20: séchage des échantillons de sol dans un dessiccateur sous vide

Un gramme de sol séché a I’air est mélangé avec 0,1 g de CaCO3, incubé pendant 7 jours a
28°C( Tsao et al., 1960). Ce prétraitement a pour avantage,la réduction de la flore fongique

ainsi que 1’augmentation de nombre d’actinobactéries(Arshad et al.,2012).

3. Dénombrement et isolement des coloniesd’ Actinomycetes

3.1 lIsolement :
3.1.1 Milieux de cultures pour I’isolementdesactinomycetes :

Les milieux de cultures utiliséspour I’isolementdes actinobactéries sont :

Milieu GLM (G¢élose a I’extrait de levure-Extrait de Malt (voir annexe) (Kitouni et al.,2005)
Milieu ISP (International StreptomycesProject)(voir annexe)(Ara etal, 2012)

Milieu de Bennett (contenant de la novobiocine)(voir annexe)(Wakisaka et al. 1982)

Apres autoclavage et refroidissement des milieux a une température d’environ 45°c ,5ug /ml

d’actidione et Sug /ml de rifampicinesont aseptiqguement supplémenté au milieu de culture .
3.1.2 Préparations des dilutions décimales

Des échantillons (1g) de sol séché a l'air ont été mélangés avec de I'eau distillée stérile (9ml).
Les mélanges ont été agités vigoureusementa 1’aide d’un vortex pendant 1 h puis laissés reposer
pendant 1 h. Des portions (1 ml) de suspensions de sol (diluées a 10-1) ont été transférées dans
9 ml d'eau distillée stérile et ensuite diluées & 10~ et 10 et 107 (figure 21) (Williams, et al.,
1971).




L'utilisation de la technique de dilution par plague est courante, les échantillons d'eau étant
soit dilués soit directement incorporés dans un milieu approprié( SaiTerman et Morris
.,1962)
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Figure 21 : Préparation des dilutions de sol (Delarras, 2014)
3.1.3 Ensemencement et incubation

Les solutions diluées ont été retenues pour I’ensemencement,on ensemence 0.1 ml (en double)
de chacune des dilutions sur les milieux correspondant. Les boites ainsi ensemencées sont
ensuite mises a incuber dansuneétuve a 28+2°C pendant7-21 jours (Figure 22) (Rahman etal,
2011)
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0,4ml de chaque dilution est prélevé par une micropipette,
et étalé sur boite de Pétri
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Incubation des boites de pétries et observation réguliere et quotidienne

Figure 22 : Les étapes suivies pour I’isolement des actinomycétes a partir d’échantillons

de sol .

3.1.3.1 Ensemencement en masse
Cette méthode consiste a déposer tout d’abord 01 ml de la dilution 10“ou bien10 “dans une

boite de Pétri, puis coulé le milieu de culture en surfusion. Les boites sont agitées par un

mouvement circulaire lentafin d’homogénéiser le contenu des boites,ensuite incubées a 28+

2°C pendant 07 -21jours.

3.1.3.2 Ensemencement en surface
Cette méthode consiste a déposer 01 mLdedilution 10-4 et 10-5de chaque échantillon a la

surface du milieu de culture, puis étalé a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Les boites sont

incubées pendant 7-21 jours a 28+ 2°C.




3.2 Dénombrements :
Pour le dénombrement, seules les boites de Pétri qui contiennent un nombre de

coloniescomprisentre 30 et 300 sont prisesen compte

Ufc =Y colonies
Vml( n1+0.1n2) xd1

UFC: Unité formant colonies

> Colonies: Somme des colonies des boites interprétables
Vml: Volume de solution du produit déposé dans les boites
nl: nombre de boites considérées a la 1ére dilution retenue
n2: nombre de boites considérées ala 2°™dilution retenue

d1: Facteur de dilution de la premiére dilution retenue

4. purification et Conservation des souches d’actinomycétes
Les colonies présentant les critéres des actinomycetes sont repiquées et purifiées sur le milieu

de culture, cette derniére opération est répétée jusqu'a I’obtention des cultures pures.

Une nouvelle conservation des isolats d’actinomycetes de courte durée a été effectuée a 4 °C
sur gélose inclinée en tubes a essai ou sur milieu de culture a raison d’un repiquage toutes les 4
semaines. Pour la conservation de longue durée, les cultures d’actinomycetes de deux semaines
en milieu liquide sont additionnées de glycérol stérile d’une concentration de 15% (v/v) et sont

immédiatement congelées.

5. ldentification des actinomyceétes :

5.1 Caractérisations macroscopiques :
Cette étude consiste & noter aux7éme, 14°™et 21°™jours d’incubation a 30°C, la croissance de

la souche, 1’aspect et la couleur des mycélia aérien et du substrat, qui varie d’une souche a une
autre et d’un milieua un autre sont définis a I’aide de la charte de couleurs (Color Name Chartlll
ustrated with Centroid Color ISCC -NBS) de Kelly et Judd (1976) ainsi que la production et la

couleur des pigments diffusibles dans lesmilieux(s’ils sont sécrétés).

Les colonies d’actinomycetes qui apparaissent a la surface du milieu d’isolement ont été

examinées a I’ceil nu et a I’aide d’une loupe optique binoculaire. aussi, Ce test permet d’évaluer




I’importance de la croissance (trés importante, importante, moyenne, faible ou

absente)(Shirling et Gottlieb, 1966)

5.2 Caractérisations microscopiques
Les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon la méthode de coloration de Gram,

qui a été mise au point en 1884 par un bactériologiste Danois Hans Christian Gram.

Cette ¢tude est essentielle pour la reconnaissance des genres. Elle est réalisée a 1’aide d’un
microscope optique pour toutes les souches.Ces observations sont réalisées directement sur les
boites de Pétri (aux grossissements x10 et x40) et ce, pour étudier les structures en place sans
les altérer (mycélia et fructification). Elles consistent a observer la sporulation du mycélium

aérien, la fragmentation ou non du mycélium du substrat, etc.

Les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon la méthode de coloration

deGram.Cet examen est fait sur des frottis minces prépares a partir de colonies de chaque

isolat(William et al, 2010)

Les principales étapes de cette coloration sont les suivantes :

» Des frottis sont réalisés a partir des colonies des actinomyceétes bien isolés a I’aide d’une
anse de platine dans des conditions aseptiques.

Les bactéries sont émulsionnées dans une gouttelette d'eau distillée.

Les frottis sont fixés par une flamme a 1’aide d’un bec bunsen.

Recouvrir la lame de violet de gentianes 1 minute, puis laver a I’eau distillée.

Ensuite, recouvrir du lugol 1 minute, puis laver a I’cau distillée.

Décolorer bien a 1’alcool pendant30 secondes , puis rincer a 1’eau.

Recouvrir la lame de fuchsine diluée 1 minute, puis laver a I’eau.

VvV V.V VYV V VYV V

sécher entre deux feuilles de papier buvard

Observation sous un objectif aimmersion (X10, X40, X100) d’un microscope optique (Prescott
et al.,2010). L’examen, nous permet dedéterminer quelques caractéres morphologiques des

Actinomyceétes, concernant le type de Gram+ et des indications surleurs formes des filaments

et présence ou absence de spores isolées (William et aI.,2010)

Ce coloration permet de remarquer les formes morphologiques des differentes bactéries et

indiqué le Gram + et Gram-.




+«» Les bactéries « Gram positif» gardent leur coloration violette apres décoloration par
I'alcool( figure 23)
« Les bactéries « Gram négatif» décolorées par alcool, sont teintées par la fuchsine et

apparaissent roses

\

~

Figure 23 : observation microscopique des souches d’actinomycétes apres coloration

de gram

5.3 Culture sur lamelle (Cross 1989)
L’observation in situ de la morphologie des chaines de spores et I’étude du mycélium aérien et

du mycélium de substrat ont été effectuées selon la technique décrite par Cross (1989). Cette
technique consiste a insérer délicatement une lamelle stérile dans un milieu gélose ISP3 de telle
sorte qu’elle forme un angle de 45° avec celui-ci (Figure 24). Une goutte de chaque inoculum
des souches est déposée sur la lamelle en contact avec le milieu gélosé. Apres 21 jours
d’incubation a 30 °C, la lamelle est retirée soigneusement de la gélose entrainant quelques
fragments du mycélium, elle est ensuite déposée sur la lame avec une goutte de bleu de methyle

et examinée au microscope optique a grossissement (Gx100) .

d’actinomycéte

Bleu de
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Figure 24: présentation schématique de la technique de culture sur lamelle
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6. La mise en évidence des activités :

6.1 Recherche de I’Activité antifongiques -:
L'activité antifongique des souches d'actinomycetes est mise en évidence par la technique des

cylindres d’agar contre les champignons filamenteux et/ou des levures. Ces microorganismes
indicateurs sont choisi sur la base de leur intérét dans les infections humaines ou animales ainsi
que pour leur manifestation dans les probléemes technologique ou encore leur pouvoir
mycotoxinogénes. On peut citer quelques espéces les plus utilisés dans des travaux réalises a
1’échelle national ou international a savoir Aspergillus niger,Fusarium oxysporum, Aspergillus

Flavus, Candida albicans, Saccharomyces boulardii.
6.1.1 Préparation des suspensions fongiques :

Les champignons filamenteux sont repiqués sur milieu PDA et incubés a 28°C pendant 5 jours.
Une suspension sporale des souches cibles est préparée en grattant la surface de la culture a
I’aide d’une spatule stérile afin de récupérer les spores et les mélanger par vortex a 10 ml d’eau

physiologique stérile.
6.1.2 Technique en double couche

La méthode en double couche consiste a ensemencer ponctuellement le milieu de culture coulé

en boites de Petri(de 90 mm de diameétre) avec les souches d'actinomycetes isoles et purifies.

Apres incubation des boites a 28°c de 7 a 12 jours, on coule a la surface 2.5 ml de milieu semi-
solide de Sabouraud préalablement ensemencé avec 1’une des isolats tests (1ml) d’incubation :9
ml de milieu, réincubées a 37°C pendant 24-48h. On obtient ainsi une concentration finale, a la

surface de chaque boite(Peterson,1954).
6.1.3 Technique des cylindres d'agar

Dans cette méthode les souches d'actinomyceétes sont ensemences en stries serrées a la surface

de différents milieux géloseés.

Aprés incubation a 28°c pendant7 a 12 jours, on préleve a l'aide d'un emporte-piéce, pour
chaque souche sur les milieux utilises, des cylindres d'agar de 6 mm de diametre. Ces cylindres
sont déposes a la surface d'un milieu Sabouraud en double couche ensemencé selon la technique

décrite précédemment (Shomura et al. 1979)




Les isolats d’actinobactéries libérent leurs métabolites secondaires dansle milieuau cours de
leur croissance.Les boites ensemencées sont maintenuesa 4° C pendant 2h avant d’étreincubées

a 25°C. Les zones d’inhibition sont mesurées aprés 24h d’incubation a 37°C.

6.2 Recherche de I’activité antibactérienne
Les souches d’actinomycétes obtenues en cultures pures sont testées pour la production de

substances a activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries-tests référenceées aupres de
I’ American Type culture collection (ATCC) tels que Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, E. coli. Elles sont constituées de bactéries a

coloration de Gram positive, et Gram négative.

Pour chaque bactérie-test, un inoculum est réalis¢é a partir d’une culture del8-24
heures.L’inoculum standard des bactéries-test est préparé comme suit : mis en suspension dans
de I'eau physiologique stérile. Le tout est homogénéisé et 1’opacité de la suspension bactérienne
ainsi obtenue doit étre équivalente a une densité optique de 0,1-0,2 aune longueur d’onde de

600 nm.L’activité antibactérienne est testée par la technique des cylindres d’agar.
6.2.1 Technique des cylindres d’agar :

Cette technique consiste a ensemenceren stries serrées les souches d’actinomycétes sur deux
milieux gélosés : lemiliecu M1 et le milieu M2. Les souchesd’actinomycetes sont incubées a 28
°Cependant 12 jours.a I’aide d’unemporte-piéce stérile, des cylindres degélose de 6 mm qui

sont déposeés sur milieu Mueller-Hinton ensemencé en sur-couche.

La couchesupérieure faiblement gélosee est ensemencee en masse avec I’inoculum debactéries-

tests.

Toutes les géloses ensemencées, portant des cylindres sont laissées 2 heuresa 4 °C pour
permettre une diffusion desmolécules actives. Elles sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24
heures, les diamétres des zones d’inhibitions apparues sont mesurés en mm (Reghioua, et al .,
2006), ce diamétres des zones d’inhibition apparus autour des cylindres d’actinomycétes sont

alors mesurés a I’aide d’un pied a coulisse(Boughachiche, 2005).
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Figure 25 : technique de cylindre d’agar

6.3 Recherche del’activité antioxydante
La mise en évidence de I’activité antioxydantein vitrode nos extraitsa ét¢ réalisée par des

techniques différentes a savoir:le piégeage du radical DPPH ,lepouvoir réducteur
6.3.1 Le piégeage du radical du DPPH

Le test de DPPH basésur la mesure de la capacité antioxydantedes extraits des actinomycetes a
piégerle radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH°®) etle réduire en(DPPH-H) avec

changement de couleur du violet aujaune(Majhenic, et al.2007).

sye sye

N
I + Antioxydant -O ———— I + Antioxydant-O,
N,
NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 26 : Reéaction de test DPPH (2.2Diphenyl1 picrylhydrazyl) (Congo, 2012).




Un aliquote de 1 ml de solution de DPPH 0,1 mM dans de I'éthanol et 0,5 ml des différentes
concentrations des extraits estmélangée. Le mélange est homoginésé et on I'a laissé atteindre

un état d'équilibre a la température ambiante pendant 30 min dans l'obscurité.en mesurant
I'absorbance a 517 nm et le piégeage de radical de DPPH est calculé selon I'équation

suivante(Zhao et al.,2006):

% inhibition du DPPH = [(Ac-Ae) / Ac ] x100
Ac: Absorbance du control.

Ae: Absorbance de I’échantillon

0.5 ml de solution de DPPH (4) 1mL de Fextrait (3)

(extrait dilué dans l'eau)

préparation
(2)de 1a solution (1)la préparation Extrait
de DPPH De l'extrait dilué ;
a02mM méthanol

Eau distillée

|

(5) Incubation pendant 30 min
a température ambiante a I’obscunté

|

(6) la lecture ae laDO
A517 nm

Figure 27 : Protocole expérimentale pour la mesure du piégeage du radical DPPH°
(Congo, 2012)

6.3.2 Etude du pouvoir réducteur

Le principe de cette méthode est basésur la réduction de (Fe3+) du complexe ferricyanure en
fer ferreux (Fe2+) dans un milieu acidifié par I’acide trichloracétique(TCA) Cette réaction se
traduit par le virage de la couleur jaune du Ferricyanure de potassium vers la couleur bleu verte,

dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur (Li et al.2009).

Selon Latechnique d’Oyaizu (1986)on a mélangé 0,5 ml de I’extraitet tout d'abord mélangé

avec 2,5 ml de tampon phosphate0,2 M, pH 6,6 et 2,5 ml de ferricyanure de potassium




(K3Fe(CN)6)a 1%. Aprés incubation pendant 20 minutes a 50°C, 2,5 ml d'acide
trichloroacétiquea 10% ont été ajoutés au mélange, puis une centrifugation est effectuée a 3000

tr / min pendant 10 minutes.

Le contrble est préparé dans les mémes conditions avec FeC13(0.1%).L’absorbance est mesurée
a 700 nm (Zeng et al., 2011)

6.3.3 Activité de piégeage de I’oxyde nitrique (NO) :

Le principe de ce test est basé sur la conversion de NO en acide nitrique et le produit final
réagit avec le réactif de Griess pour former un colorant azoique violet . la production d’oxyde
nitrique a partir de nitroprusside de sodium était mesurée selon Kang et al.,On mélange (1ml)
de solution nitroprussiate de soduim avec (1ml) d’extrait a différentes concentrations puis on

incube le mélange a 25°C pendant 180 min.

Apres ’incubation, on prend 0.5 ml du mélange et on 1’ajoute 0.5 ml de réactif de Griess (On a
commencé ce travail par la préparation de toutes les solutions, dont en on a besoin. Qui sont :
la solution de nitroprusside de sodium (5m M), le réactif Griess dont leur composant sont : 1%
de sulfanilamide, 2% d’acide phosphorique et 0.1% de naphtyléne diamine dichlorohydrate. )
et ’absorbance a ¢été prise a 546 nm. La solution étalon est le nitrite de sodium traité de la

méme maniére avec le réactif de Griess

7. Extraction des métabolites
Pour la récupération des métabolites un solvant organique a étéutilise Un volume de ce dernier

équivalent a celui du milieu de culture estrajouté puis le tout estbien mélangé Les extraits ont
été récupérés, a I’aide de seringue stérile, apres 2 heures d’incubation a température ambiante.
La solution a été ensuite filtrée a travers un papier filtrepour I’élimination des cellules et autres
débris (Sanglieretal., 1997)

7.1 Méthode d'extraction liquide-liquide
Le filtrat liquide ainsi obtenu est extrait au solvant actif de I'acétate d'éthyle Le culot et le

surnageant ont été récupérés séparément dans un bécher. Apres, le surnageant a été récupéré en
utilisant du papier filtre filtré par Whattman n°1. Apres filtration, le volume égal d'acétate
d'éthyle a été mélangé avec le filtrat et secoué vigoureusement a 2 h pour une extraction liquide-
liquide complete. A partir de I'extraction, la couche organique de I'extrait a été collectée et

séparée de la couche aqueuse a l'aide d'une ampoule a décanter. La couche organique collectée




a été incubée a 30-45 °C avec évaporation pour recevoir des métabolites actifs
(Ramachandran, et al.,2019). I’extrait dit « brut » est alors dissous dans 2ml du méthanol
(Badji et al.,2005 ;Zitouni et al .,2005),pour étre testées par la méthode de diffusion des puits

contre les germes cibles les méthanol est utilisé comme témoin (-)

8. purification et caractérisation des souches
L'extrait brut séché mélangé au DMSO de I'actinomyceétes train actif a été partiellement purifié

par chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant du gel de silice pour plaque de CCM

(Kumar et al., 2018) en utilisant du gel de silice pour plaque de CCM.

8.1 Mode opératoire de la CCM :
Nous avons utilisé des plaques de gel de silice et des cuves de chromatographie ascendante. A

I’aide d’une micropipette,des volumes de chaque extrait bruts sont déposés sur une plaque sous
forme de spots. Les plaques sont sechees a froid a 1’aide d’un séchoir ensuite placées dans une

cuve de chromatographie dont I’atmosphére a été préalablement saturée avec dus solvant.
Les systémes de solvants utilisés:

-Acétate d’éthyle-méthano

- acide acétique

L’atmosphere des cuves de chromatographie contient 100 mLde systéeme de solvants.Apres
développement et lorsque le front du solvant aura parcouru une distance d’environ17 ¢cm a partir
du dépdt de I’échantillon, les plaques sont retirées des cuves puis séchées a température
ambiante.Les chromatogrammes sont ensuite observés a I’ceil nu et sous lumiére ultraviolette

pour localiser les taches présentant une absorbance

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été utilisée comme moyen de

purification finale des antibiotiques obtenus.

8.2 Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
Pour évaluer qualitativement les molécules bioactives produites, un appareil de

chromatographie liquide haute performance (HPLC Shimadzu) a été utilisé. L’HPLC est une
technique qui permet de séparer les mélanges liquides en fonction de leur différence de

solubilité entre la phase mobile et la phase stationnaire.

-La colonne d’analyse est une colonne C18 (NUCLEOSIL 100-5)




-L’¢luant est un mélange d’eau et de méthanol. Les extraitssont dissous dans 1 mLde méthanol
ultrafiltré a ’aide d’un filtre en PTFE.

-Une pompe avec une soupape de dosage et d’élutionen gradient a basse pression

-La détection a été réalisée au moyen d’un spectrophotométre ultraviol et a longueur d’onde

variable « SPDM 10AVP »
- La longueur d’onde de détection a été fixée a 220 nm
- Le traitement des données se fait par un ordinateur couplé a ’HPLC a I’aide du logiciel

un logiciel de pilotage, d'acquisition et d'intégration des données:« LabSolutions ». Le débit
d’¢lution utilisé est fixé a 1.2mL/min, avec détection a 220nm(longueur d’onde permettant de

détecter I’ensemble des composés)

Les différentes fractions obtenues (matérialisées sous forme depics sur les chromatogrammes
sont récupérées séparément par évaporation du solvant sous vide a 40°C puis testées par

antibiographie afin de localiser celles qui sont actives.

8.3 Spectre UV-visible
Spectre UV-visible L'absorbance UV-visible est une méthode trés largement utilisée pour

I'analyse des composés chimiques .cette technigque est basée sur la propriété des molécules
d'absorber des radiations lumineuses de longueur d'onde déterminée .la région de I'Uv s'étend
de 10 nm a 400 nm mais les spectrométres UV usuels ne permettent le tracé des spectres que
pour les longueurs d'onde comprises entre 200nm et 400nm (proche UV).dans les régions UV
et visible .les longueurs d'onde correspondant a des différences d'énergies DE=E2-E1 (DE=hc/I
avec |: longueur d'onde de la radiation ) qui affectent le domaine des transitions électroniques :
passage d'une orbitale d'énergie E1 a une orbitale d'énergie E2 plus élevée .le retour de I'état
excité a I'état fondamental se fait par restitution sous forme de lumiére de I'énergie absorbée .le
principe de dosage par spectrophotométrie UV-visible consiste a chercher I'absorbance a
chaque valeur de la présence dans une méme molécule de plusieurs de ces chromophores peut
se traduire soit par une simple additivité si ces chromophores sont sont indépendants .soit par
des effets bathochromes (déplacement vers les plus grandes longueurs d'onde en UV ou vers le
visible ) et hyperchromes (augmentation du coefficient d'absorption moléculaire ) lorsque ces
chromophores sont conjugués .c'est le cas des systémes polyénique ou aromatiques
(lindenfleser et al.1964)




8.4 Etude moléculaire :
8.4.1 Extraction de ’ADN :

L’ADN est extrait selon la technique de Provost et al., (1997). Dans un microtube contenant
500 p L d’eau distillée qualité biologie moléculaire stérile est introduite des colonie a laquelle
sont ajoutés 150 u L de suspension d’extraction. le mélange est agité en continu au vortex puis
chauffée a 100°C dans un bain marie a sec pendant 30 minutes, puis centrifugé a 10 000 g
pendant 8 minutes. Les surnageants contenant les ADN sont alors récupérés dans des

microtubes stériles.

L’ADN extrait est amplifié, selon la méthode de Lascolat et Raoult (1998), par 1’utilisation des

amorces universelles (Eurogentec, Seraing, Belgium) suivantes:
-fD1 (5> AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3°),
-1P2 (5> ACG GCT ACCTTG TTA CGA CTT 3°)

L’amplification par PCR est réalisée dans un volume total de 50 pl (45 pul du mélange
réactionnel et 5 pul de I’ADN). Le mélange réactionnelle contient: les dNTP (A, T, Cet G) , Mg

Cl2 , « hot start polymerase », tampon, amorce fD1, amorce rP2 , eau pure, et ’ADN .

L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur avec les étapes suivants : dénaturation
initial 15 mn a 95 °C, suivi par 35 cycles d’une dénaturation 1 mn a 95 °C, un alignement 30 s

a 62 °C et une extension 1 mn a 72 °C, une étape d’extension additionnelle 5 mn a 72 °C.
8.4.2 Electrophorese sur gel d’agarosse

Aprées amplification, les échantillons sont analysés par éléctrophorése pendant 2 heures a 90
volts dans un gel d’agarose a 1.5% (Ultra pure, Bio-Rad Laboratories) en tampon TAE
additionné de 0,5 p g/mL de bromure d’éthydium (BETest un marqueur d’acides nucléiques),et
en présence d’un marqueur de taille | Kb DNA Ladder (Promega. Aprés migration le gel est

examiné sous lumiere ultraviolette (UV) pour repérer les bandes amplifiées.

8.4.3 Séquencage




la séquence nucléotidique des produits PCR a été obtenue par la méthode de séquencage de
Sanger (Sanger, 1977) adaptée par le kit de séquencage.Le mélange réactionnel contient:
I’ADNr 168, les amorces, les ANTP, la Taq polymérase et les ddNTP fluorescents.L.esamorces
utilisées pour déterminer la séquence nucléotidique étaient les mémes que celles utilisées pour

'amplificationPCR et pour 1’analysedes produits séquencés.

Les séquence des fragments obtenus par les huits amorces utilisées.ont été analysées et
corrigées par le logiciel chromas Pro (version 1.5.0) Les séquences de 'ADNr 16S des isolats
d'actinomyceétes sont comparées avec les séquences de I'ADNr 16S des bactéries disponibles
sur la base de donnés "GenBank"par l'utilisation du programme de comparaison des multi

séquences de nucléotides "BLAST".qui est un outil de recherche de régions de ressemblances
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9. Résultats et discussion
Cette étude a été menée dans le but de mettre une comparaison de travaux (les articles)

regroupent I’isolement des actinomycetes isolées de différentes régions.

Les actinomyceétes sont des bactéries mycéliennes a Gram positif, aérobies et
hétérotrophes. Elles présentent certaines analogies avec les champignons : structure
mycélienne présentant des ramifications, formation fréquente d’un mycélium aérien et
de conidie, etc...Leurs filaments mycéliens sont trés fins (1- 1.5 um). Elles sont
considérées comme le groupe majeur de la population tellurique et sont largement
distribuées dans les sols (Kuster et Williams, 1964). Elles se développent tres
lentement par rapport a la plupart des bactéries et des champignons, leur croissance sera
donc masquée sur des milieux de culture ordinaires (Ottow et Glathe, 1968). Ce groupe
de procaryotes est connu par son activité a fixer I’azote et a produire des métabolites

secondaires et des enzymes (Barreto et al., 2008).

1. Isolement
L’isolement des actinomycetes peut se faire a partir de différents sources naturels. Le

sol représente le biotope le plus riche en ces microorganismes. Plusieurs travaux sont
réalisés dans ce contexte. Kitouni, et al., (2007) ont réalise un isolement a partir d’un
sol salin de Sebkha de Ain Melila. Un ensemble de 8 isolats est obtenu sur le milieu
GLM (gélose a D’extrait de levure et I’extrait de malt). A partir du sol, toujours et en
utilisant le milieu, Harir et al., (2018) ont obtenus 5 isolats seulement a partir d’un sol

de la région aride de Okhdira Béchar (tableau 9).




Tableau 10 : Isolement d’actinobactéries par différents chercheurs :

Souche Région Méthode Nombre Références
d’isolement d’isolat
Sol des zones | Supenssion-
semi  arides | dilution et
région de La | étalement sur
Sebkha de Ain | milieu de la gélose 12 (Kitouni, et al.,
M’lila a DPextrait de 2007)
levure et I’extrait
de malt (GLM)
Sol des zones | Supenssion-
aride  région | dilution et
de m’sila | étalement sur
(Msife) milieu de la gélose (Harir et al.,
a Dextrait de 2018)
levure et I’extrait 03
de malt (GLM)
_ . Sédiment de | Supenssion-
Actinomycetes
I’eau de mer | dilution et
région les | étalement sur .
zones de | milieu gélose a la 15 Feriel, et al.,
cotiere caséine et 2015
d’égypte I’amidon
Sol Supenssion-
d’écosystémes | dilution et
forestiers étalement sur
(parc national | milieu gélose a la 35 ( Thakur, et
) région du | caséine et al.,2007)
nord-est  de | I’amidon
I’inde

Feriel, et al.,, 2015, Thakur, et al.,2007 ont travaillé sur la méme méthode des
suspensions-dilutions en utilisant le milieu (GYM) (gélose a la caséine et 1’amidon).

L’isolement est réalisé, respectivement, a partir de sédiment de 1’eau de mer des zones




coticres de I’Egypte etdu sol d’écosystémes forestiers dans la région région du nord-est
de I’inde. Le nombre des isolats obtenus est de 1’ordre de 15 a partir des sédiments et 35

a partir du sol forestier.

Les isolats d’actinomyceétes utilisés dans cette étude sont choisis pour leur pouvoir
antimicrobien remarquable par rapport aux autres.En effet Kitouni (2007) a utilis¢ GLM
pour un isolement sélectif de 45 souches d’actinomycetes a partir des €cosystemes

varies.

Drapres les résultats précédents, ils semblent étre que le nombre des isolats trouvés se
différe d’un travail a ’autre, cela est dii principalement a la situation géographique si on

parle du sol d’isolement des actinomyceétes.

En Algérie, plusieurs études portant sur I’isolement des actinomycetes ont montré que
les sols arides et semi arides, qui représentent un ecosystéme particulier, renferment un
potentiel assez riche en actinomycétes tant du point de vue quantitatif de biodiversité et

qualitative.

2. ldentification des isolats
L’identification des souches, est une étape importante, qui a pour objectif de savoir

I’espéce avec laquelle 1’étude va étre continue. L’¢tude des caractéristiques
morphologiques, macroscopiques et microscopiques (figure 29), des souches

d’actinomycétes est largement utilisée pour caractériser les genres des actinomycetes.

Kitouni, et al.,(2007) ont rattaché la souche ES4, qui partage un pourcentage d’identité
¢gale a 98 %, avec I’espéce Streptomyces viridobrunneus. Les espéces Streptomyces
caviscabies et Streptomyces setonii, montrent une forte similarité avec la souche SS4
(99 %). Alors que I’espéce Actimadura meyerii présente le plus grand pourcentage de
parenté avec 1’isolat SS5 (98 %).Harir et al., (2018)ont identifié les souches isolées
comme étant des Streptomyces ambofaciens et Streptomyces cyaneofuscatus.Feriel, et
al., (2015) ont rattaché les souches a montré la plus grande similitude avec Streptomyces
spp. (100%).Thakur, et al., (2007) ont identifié les souches isolées comme des

Streptomycesspp. (tableaul0).




La majorité des souches actives développent un aspect poudreux ou granuleux
correspondant au mycélium aérien. Le mécanisme de la morphogenese a fait 1’objet
d’une étude réalisée par Kim et al. (2005) sur Streptomyces coelicolor, il s’est qu’une
fois les sources nutritionnelles du milieu sont épuisées, il y a libération de petites
molécules a partir du mycelium du substrat, la libération de ces signaux chimiques
déclenche un programme d’expression de génes démontré par 1’apparition d’un

mycelium aérien.

Selon Shirling et Gottlieb (1976), I’identification des actinomycétes repose en grande
partie sur les caractéristigues morphologiques qui sont considérées comme des

caractéres stables. Certains genres d’actinomycétes (Streptomyces, Streptoverticillium,

Micromonospora, Microbispora...) peuvent étre identifiées avec un plus grand degré de

précision par rapport aux autres genres (Nocardia, Actinomadura...) par simple

observation microscopique (Williams et al., 1993).

D’apres Williams et al., (1989), les Streptomyces sont des bactérie aérobies a coloration
de Gram positive, qui poussent en produisant un mycélium vegétatif ( mycélium de
substrat) ramifié et un mycélium aérien portant des chaines d’arthrospores. Les
mycéliums de substrat et les spores peuvent étre pigmentés, mais peuvent produire

également des pigments diffusibles.

Selon Margalith (1992) ces pigments peuvent étre des substances bioactives, tel est le
cas de la streptomycine produite par Streptomyces griseus est un pigment

jauneHorinouchi et Beppu (1994).




Tableaull. Identification des isolats.

Genre Méthode utilisé Résultats trouvées Références
Streptomyces | Morphologique, S. viridobrunneus Kitouni, et
] chimiotaxonomique, ] ] al.,2007
Actinomadura S. caviscabies,
physiologique et
moléculaire S.setonii
Actimadura meyerii
Streptomyces | Morphologique, Streptomyces Harir et al,
physiologique et | ambofaciens, 2018
moléculaire
S. cyaneofuscatus
Streptomyces | Morphologique, Streptomyces spp Feriel, et al.,,
physiologie et 2015
moléculaire
Streptomyces | Morphologique et | Streptomyces Thakur, et
physiologique al.,2007
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Figure 28 : Observation microscopique d’actinobactérie (Gr. x1000) aprés coloration

de Gram (Harir et al., 2018)




3. Activité antimicrobienne
Tableaul2. Activités antimicrobiennes

Genre Meéthode Souche teste Activité | Reférences
E. coli ATCC 04
Streptomyces | Technique des |s.aureus 08 Kitouni, et
. cylindres i i al.,2007
actinomadura Candida albicans 02
d’agar
Fusarium osysporum 01
Technique des | Staphylococcus aureus
cylindres . - - .
Streptomyces Candida albicans Activite Harir et al.,,
d’agarde ..
i positif 2018
stries croisées | Fusarium osysporum
Bacillus subtilis 11
Streptomyces Candida albicans 02 Feriel, et al.,
: : 2015
Aspergillus niger 02
Staphylococcus auerus | 12
streptomyces | Techniques |Candida albicans 11 Thakur, et
des puit i al.,2007
Fusariumosysporum 06

Pour déterminer les spectres antimicrobiens des actinomycetes isolés, les chercheurs ont
utilisées des microorganismes cibles catalogués dans des collections mondiales telles
que I’American Type Culture Collection (ATCC) et autres, pour faire un screening

antimicrobien de I’ensemble des souches isolées.




Troisméthodes différentes sont utilisées pour étudier 1’effet antagoniste des
actinobactéries. La technique des cylindres d’agar est généralement employée pour la
mise en évidence du pouvoir antimicrobien. C’est le cas pour Kitouni, et al.(2007)
etHarir et al., (2018).La méthode des stries croisées et celle des puits sont aussi utilisées
vis a vis de différentes souches pathogénes(bactéries et champignons). Les résultats
obtenus sont variables, ils montrentun effet inhibiteur important contre les bactéries par
rapport aux champignons, ainsi vis a vis des bactéries a Gram positif par rapport aux
bactéries a Gram négative. La méthode de cylindre d’agar se préte mieux a la
détermination de la sensibilité des souches aux molécules bioactifs produits par des

actinomycetes.
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Figure 29 : activité antibactérienne de quelques isolats d’actinomycétes contre
Staphylococcus aureus (Belgacem, 2018)

Tighridet (2011) et Boucheffa (2011) ont obtenu une activité importante de leurs
isolats actinomyceétales contre le genre Aspergillus. Morakhchi (2011) qui a travaillée
sur ’activité antagoniste des souches streptomyces isolées a partir du lac Oubeira a pu

obtenir des résultats satisfaisants contre 1’espéce Aspergillus niger.

(Augustine et al., 2005) montre que les souches filamenteuse du genre Aspergillus sont

les plus sensibles aux molécules bioactives produites par les actinomycetes.

Zerizer et al. (2005) ont mentionnée que parmi 10 isolats de sols arides de la région de
Biskra seule 2 souches actinomycetales sont actives contre E. coli avec des zones
d’inhibition de 12 et 18 mm de diamétres. Les résultats obtenus par Oskay et al., (2004)

ont montrés que sur un total de 17 souches d’actinomycetes isolées du sol de Turquie,




seulement deux souches étaient actives sur E. coli, avec des diamétres d’inhibition entre
15 et 26 mm.

Messaoudi (2013) qui cite que 8 parmi 18 de ses isolats actinomyceétes ont été active

contre cette bactérie avec un diamétre de variant entre 07 a 12 mm maximum.

Figure 30 : activité inhibitrice de nos actinomycetes contre B.subtilis( Boutouta,

B, subtilis
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L’activité antibactérienne différe d’une bactérie actinomycetale a une autre. D’autre part
pour la méme souche actinomyceétale et sur le méme milieu de culture, 1’activité
antibactérienne différe d’une souche bactérienne a une autre. Ces variations de résultats
s’expliquent par le fait qu’une bactérie actinomycetale peut produire plusieurs types de
molécules antibactériennes dont la nature dépend de la composition et la concentration

des composants du milieu de culture (Boughachiche et al., 2005).

En effet, Kitouni, et al.,(2007)ont trouvée une activité de 04 isolats contre E. coli, 08
contre Staphylococcus aureus, 02 contre Candida albicans et 01 contre Fusarium
osysporum. Thakur, et al., (2007) ont trouvé une activité antifongique de 1’ordre de 11
contre Candida albicans, 12 isolats ont montrés une activité inhibitrice contre
Staphylococcus aureus et 06 contre Fusarium osysporum. Ces variations de nombre
d’activités sont dues au fait qu’une souche d’actinomycetes peut produire plusieurs
molécules antimicrobiennes avec différents modes d'action selon la composition du

milieu de culture.




Figure 31 : Illustration du test des cylindres d’agar de souches d’actinomycétes

vis-a-vis des champignons cible Fusarium oxysporum(Kkitouni, et al., 2007)

4. Extraction des principes actifs et choix des solvants

d’extraction
Les molécules bioactives sont des métabolites secondaires non essentiels pour la

croissance et la reproduction de certains microorganismes mais sont une forme de
défense. Ces molécules actives sont généralement extracellulaires et leur purification a
partir de surnageant de culture complexe a besoin de I'application de divers techniques
de séparation telles que d’extraction par Solvant, la précipitation chimique, HPLC, les
études spectroscopiques... etc. Le nombre de techniques a utiliser dépend de la nature

de la molécule.

L’extraction a partir de milieu solide est largement plus rentable que celle du milieu
liquide. En effet, la production d’antibiotiques a partir de milieu solide est généralement
plus importante quantitativement et qualitativement que celle en milieu liquide. Il existe
méme des microorganismes producteurs d’antibiotiques sur milieu solide qui perdent

cette capacité en milieu liquide (Shomura et al.,1979)
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Figure 32 :étapes d’extraction des métabolites d’actinomycétes apres

fermentation sur milieu solide(Belgacem, 2018)

La majorité des auteurs ont utilisé pour I’extraction des antibiotiques, la technique
d’extraction liquide-liquide, par lessolvants organiques.Des cultures liquides sont
réalisées dans des Erlenmeyers pour chaque souche. Le filtrat de culture subira une
extraction par des solvants organiques de différentes polarités tels que: 1’hexane, la
dichlorométhane, n-butanol et ’acétate d’éthyle et cela pour choisir le meilleursolvant
d’extraction de point de vu qualitative (la molecule qui représente la plus important
activité), et quantitative.
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Tableau 13 :Extraction des principes actifs et choix des solvants d’extraction

Genre Méthode utilisé Solvents utilisé Références

Streptomyces T le chloroforme,

Actinomadura :Eixltjrif:\j(;tlon liquide- ’hexane et Kitouni, et
g I’isoamyl acétate) | al.,2007

hexane,
Extraction liquide- | dichlorométhane, .
Streptomyces liquide N-butanol et Harir et al., 2018
acétate d“éthyle
Extraction liquide- Thakur, et
Streptomyces . State d““éthyl
promy liquide acétate d"¢thyle al.,2007

Harir et al., (2018) ont trouvé que 1’extrait brut issu par 1’extraction d’éthyle acétate
montre une meilleure activité antimicrobienne par rapport aux autres solvants
organiques testes. Kitouni, et al., (2007)ont choisi I’hexane et I’isoamyl acétate comme
les meilleurs solvants pour I’extraction des molécules bioactives, Thakur, et al.,
(2007)ont montré que ’acétate d’éthyle présente des meilleurs résultats comme solvant

d’extraction.

5. Caractérisation et purification des principes actifs
Les molécules bioactives présentes dans les extraits testés, sont analyses et purifier par

differentes techniques de caractérisation asavoir les techniques chromatographiques(
figure 33) , I"'HPLC...etc.

Kitouni, et al., (2007)ont utilisés la chromatographie sur papier, spectres UV-Visible et
HPLC. L’absence de caractéristiques des polyénes pour tous les extraits actifs a permet
de montrer que le molécules bioactives produits par les souches isolées sont de structure

non polyénique.Harir et al., (2018)ont utilisés pour la purification de molécules

m




actifsdifférentes techniques :spectrométrie de masse, spectre UV et infra rouge et RMN

ils ont abouti que les antibiotique purifiés sont hydrophobe de nature non polyénique.

Thakur, et al., (2007) ont utilisés pour la caractérisation partielle de molécules actifs,
deux techniques spectrométrie de masse et spectre UV, ils ont abouti que il ya une
présence d’antibiotique de type ergostérol- polyéne , et des composés actif non

polynique.

Tableau 14: Caractérisation et purification des principes actifs

Genre Méthode utilisé Résultat obtenus Références
Streptomyces chromatographie Les molécules
] sur papier, spectres | produits sont de ] ]
Actinomadura o Kitouni, et
UV-Visible et | structure non
al.,2007
HPLC polyénique.
spectrométrie  de | antibiotique
masse, spectre UV | purifier sont .
Streptomyces Harir et al., 2018
et infra rouge et | hydrophobe de
RMN nature non
polyénique
L’antibiotique
o extrait est de nature
spectrométrie  de
polyénique,  des
masse spectre UV
Streptomyces composés actif non | Thakur, et
polynique al.,2007
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Figure 33 :Chromatogramme représentant les resultats des CCM des extraits
bruts sous UV a 254 et 365 nm.avecsystemeToluéne - acide acetique(Belgacem,
2018)

6. Les actinomycetes isolées de différents biotopes de
I’Algérie
Les actinomycetes dans les sols du Sahara algérien, de part leur appartenance a des
écosystemes variés et particuliers, constituent un potentiel riche en actinomycetes. En
effet, les sols des palmeraies ont montré une diversité plus importante que ceux par

exemple des sols nus.

Une nouvelle souche d’actinomycétes, désignée Saccharothrix algeriensisa ete isolée a
partir d’un échantillon de sol collecté dans la palmeraie d’Adrar (Sud de 1I’Algérie).
L’isolement a été réalisé suivant la méthode des dilutions sur milieu vitamine B —
humique - agar complété avec du sulfate de streptomycine (10 pg mL-1) et de 1’actidione
(50 ug mL-1). En premier lieu, une analyse chimiotaxonomique et morphologique de la
souche isolée a permis de la classer au sein du genre Saccharothrix. Une analyse
phylogénétique basée sur I’analyse de I’ARN 168 et sur le taux d’hybridation ADN-
ADN a ensuite indiqué que la souche appartenait a une nouvelle espece nommée Sa.
algeriensis dont elle est la souche type (Lamari et al. 2002a, b, Zitouni et al. 2004).

Saccharothrix algeriensis a présenté une forte activité contre les champignons

m



phytopathogenes et mycotoxinogenes y compris Aspergillus flavus et contre les souches

de la levure pathogene candida albicans.

Cette souche a produit plusieurs antibiotique a activité fortement antifongique et
antibactérienne c’est le dichlorométhane du filtrat de culture de Saccharothrix
algeriensisdonnait, par chromatographie sur couche mince, deux taches jaune vif,
actives contre les bactéries et les champignons.Ces antibiotiques font partie du groupe

desdithiolopyrrolones.

Aussi les sols de la Mitidja (Badis, 1992). Les travaux de Boudjella en 1994 ont montré
que les sols sahariens renferment un nombre appréciable d’actinomycetes rares, tels que
Spirillospora, Planomonospora, Streptosporangium, Actinomadura, Nocardioides,
Nocardiopsis, Nonomuraea, Oerskovia, Planobispora. La capacité des actinomycetes
sahariens a produire de nombreuses substances antibiotiques a été déja soulignée
(Hacene et al., 1994; Sabaou et al., 1998) et de nouvelles molécules ont ainsi été

découvertes. Dans le laboratoire de microbiologie de I’ENS de Kouba, Alger.
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Conclusion




conclusion
L’importance des actinobactéries a été soulignée dans divers domaines : industriel,

meédical et vétérinaire, ainsi que dans le domaine de I’agriculture et 1’agroalimentaire.
Lesactinobacteries sont des microorganismes d’intéréts industriels par excellence. Ces
microorganismes sont les plus recherchés pour leur capacité de produire beaucoup de

métabolites secondaires.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés en premier lieu, a la description de
données bibliographiques concernant les actinomycétes, métabolites secondaires,
deuxiémement notre travail est basé surdes synthése des articles; étude comparative des
résultats des études précédentessur les isolementsdesactinobactéries. Les souches isolée a partir
du sol et marins de différentes régions de 1’algérie et du monde, ou tous les auteurs ont isolé les
actinobactérieson utilisant la méme méthode, celle des suspensions-dilutionsest la meilleur de
point de vuisolement, dont 100 % des références choisi ont 1’utilisé et d’autre part aux
utilisations ou non des prétraitement de sol avant 1’isolement ce qui a permet de donnée un

nombre plus important d’isolats.

Pour déterminer les activités antimicrobiens des actinobactéries isolées, les auteurs ont
utilisés trois méthodes, celle des stries croisées, la méthode des puits et méthode des cylindres
d’agar, vis a vis différentes souches pathogenes, bactéries et champignons.Les résultats
obtenues sont variables, ils montrent un large spectre vis a vis les bactéries que les

champignons, dont le nombre d’activité obtenus sont variables.

L identificationdes isolats actifs se fait par des tests morphologique,
chimiotaxonomiques, physiologique et moléculairela ou ce derniere donne une connaissance
plus précise des especes étudiées. La majorité des auteurs ont rattachéleurs isolats au genre
Streptomyces.Les actinobactéries sont d’importants producteurs d“antibiotiques (75% par
Streptomyces) et autres métabolites secondaires. Les deux tiers des quelque milliers
d’antibiotiques isolés sont produits par les actinobactéries.Ceux-ci ont été largement étudiés

surtout chez le genre Streptomyces, largement dominant dans de nombreux écosystémes.

S




La majorité des auteurs ont utilisé pour I’extractiondeleursantibiotiques, la technique
d’extraction liquide-liquide, par des solvants organiquesde différentes polarités. Ainsi que
différentes techniques de caractérisation et de purification de molécules actifs. Les résultats ont
montré que les antibiotiques extrait ont une nature différent: nature polyéniqueet non

polyénique...etc.

Nous concluons alors quele Sol d’écosystemes forestiers (parc national ) région du nord-est de

I’inde le millieu le plus riche en actinomyceétes.
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Annexe

Annexe I: Composition de milieu de culture par (Kitouni, et al.,2007)
Milieu Amidon-caseine-agar

Amidon soluble : 10 g ; Caseine : 1 g ; K2HPO4 : 0,59 ; Agar : 15 g ; Eau distillée :
1000 ml ;pH =7-7,5.

Milieu ISP 2
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Extrait de levure :4g ; Extrait de malt :10g ; D-Glucose :4g ; Agar : 20g ; Eau distillée qsp
1000 ml ; pH =7,3.

Milieu de Bennett

D-Glucose anhydre :10 g ; Casaminoacides :2 g ; Extrait de levure : 1 g ; Extrait de viande : 1
g; Agar : 15 g ; Eau distillée :qsp 1000 ml ; PH=7,3

Milieu Mueller-Hinton

Infusion de viande : 300 g ; Hydrolysat de caséine :17,5g ; Amidon: 1,59 ; Agar : 17 g

pH = 7,4

Gélose a I’extrait de levure-Extrait de Malt (GLM)

Extrait de levure : 3 g ; Extrait de Malt : 3 g ; Peptone : 5 g ; Glucose : 10 g ;Agar : 20g

Eau distillée :1000 ml ; pH=7,2
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