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Résumeé

Les actinomycétes sont des bactéries responsakle ghroduction de la plupart des
molécules bioactivesL’objectif de cette étude consiste en l'identifioa de la molécule
bioactive élaborée par des actinomycetes.

Un total de 8 souches possédant un pouvoir inkibitontre au moins deux bactéries
indicatrices est utilisé. Elles ont été isoléesmdipdes échantillons de différents sols aridetade
wilaya d'Al Bayadh et identifiées physiologiquemaesit biochimiquement comme étant des
Streptomyces.

L’activité antibactérienne a été testée vis-a-@3dactéries a Gram positdtaphylococcus
aureusATCC 25923 Listeria monocytogene&TCC15313 Bacillus subtilisATCC 10870), et 2
bactéries a Gram négatifPgeudomonas aeruginos&ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC25922). La technique des cylindres d’agar autiésée pour la recherche du pouvoir
inhibiteur. Les 8 souches ont été cultivées eaquar fermentation sur milieu solide AF afin de
produire des extraits riches en métabolites sedmsld.'extraction a été faite par macération du
milieu par le méthanol.

Les résultats obtenus montrent que les 8 souclaetinmycétes sont actives contre au
moins deux bactéries indicatrices. Aucune soucheiigas 8 n'a présenté une activité corfre
aeruginosal’extrait méthanolique était actif contre les 4 sbes testées.

Les spectres UV-Visible des I'extraits méthanolsjdes 8 souches montrent que ce sont des
substances non polyniques.

La séparation par chromatographie sur couche nfid€&1) nous a orientés vers le choix du
systeme solvant adéquat, il s’agit d’Acétate d’ithynéthanol (6 :4). Il a donné une migration
rapide des molécules bioactives avec une bonneatigra

La bioautographie des 19 taches obtenue par la @0©Nre que seulement 6 taches sont
actives contré&taphylococcus auredsTCC 25923.

L'analyse par CPG des composés actifs nous a petdmatpprocher de la famille
chimique de la molécule bioactive. Les temps denté&in obtenus correspondent a un nombre
de substances chimiques a pouvoir antibactérienqiel marinomycine, streptomycine et
diethylphthalate.

Les Mots clés: Actinomycétes ; molécule bioactive ; sol arideetivité antibactérienne, spectre
UV visible, CCM, bioautographie, CPG.



Abstract

The actinomycetes are bacteria responsible falymiog most of bioactive molecules. The
aim of this study is the identification of the bati@e molecule produced by actinomycetes.

A total of 8 strains with inhibitory effects agaira least two indicator bacteria are used. They
were isolated from samples of different arid sofithe province of Al Bayadh, physiologically
and biochemically identified &treptomyces

The antibacterial activity was tested against dérdm + bacteriaStaphylococcus aureus
ATCC 25923, Listeria monocytogeneATCC15313,and Bacillus subtilisATCC 10870) and
two-gram negative bacteriaPgeudomonas aeruginos@&ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC25922). The agar cylinder technique was usect$earch the inhibitory power. All the 8
strains were cultured on a solid medium by ferm@mamedium (AF) to produce secondary
metabolites. The extraction was made by maceratgamethanol.

The results obtained show that the 8 actinomycttns are active against at least two
indicator bacteria. No strain among 8 has showivigctagainstP. aeruginosaThe methanol

extract was active against the four strains tested.

The UV-visible spectra of the methanol extract8dftrains show that they are not polynic

substances.

The separation by thin layer chromatography (TL&¢aled us to the choice of the suitable
solvent system; it is methanol ethyl acetate (6:H@ gave a rapid migration of bioactive

molecules with good separation.

The 19 tasks bioautography obtained by TLC showas$ émly six tasks are active against
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

GC analysis of active compounds allows us to amrdle chemical family of the bioactive
molecule. The retention times obtained correspdadsnumber of chemical substances such as

antibacterial marinomycine, streptomycin and digththalate.

Key words: Actinomycets, Bioactive molecules, Soil arid, batterial activity, UV
spectrum visible TLC, Bioautography, CG.
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La liste d’abréviation
Gram+: Gram positive.
Gram - : Gram négative.
pH : Potentiel d’'Hydrogéne.
ATB : Antibiotique.
Nacl : Chlorure de sodium.
ADN: Acide désoxyribonucléique.
ARN : Acide ribonucléique
ATCC: A mericanT ype Culture Collection
°C : Degré Celsius.
% : Pourcentage.
S/cl: Sous classe.
S/O: Sous ordre.
ml : Millilitre.
ul : Microlitre.
g: Gramme.
h : heur.
S: Seconde.
nm : Nanomeétre.
GN : Gélose Nutritif.
BN : Bouillon Nutritif
UFC : unité formant colonie.
V : Volume.
V/V: Volume sur volume
P/V: Poids sur volume
G: Grossissement.
Kg : Microgramme.
G: Grossissement.
H.O, : Peroxyde d’hydrogéne.
0O,: Oxygéne.
G/C : Guanine et cytosine.
Min : minute.
GLM : Glucose-Extrait de levure-Malt.
ATP: Adenine three phosphates
PCB : chlorobiphényls.



AF: Actinomyceéte fermentation

MA: Mycélium aérien,

MS : Mycélium de substrat

S/C: sous-classe

S/O: sous-ordre

CCM : Chromatographie sur couche mince
CPG : Chromatographie phase gazeuse
Rf : Rapport frontal

Tr : Temps de rétention

SM : Spectre de masse

HPLC : chromatographie liquide a haut pression
RMN : Résolution nucléaire magnétique

PCR : polymérase chain réaction
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Le sol, a été rapporté comme source potentiellesroduits naturels trés utiles comme
les antibiotiques(Rakotoniriana, 2006). Depuis I'avenement de ces molécules, une nette

amélioration de la qualité et de la durée de \@é&éaconstaté@Boughachiche etl., 2005).

La découverte des premiers agents antibactériagliapsdes en 1935, puis pénicilline au
lendemain de la Seconde Guerre Mondiale, avaititéukc grand espoir de voir les maladies
infectieuses a jamais jugulées, révolutionné la enige moderne et a fortement diminué la
souffrance humaine. Malheureusement, leur intradnatn médecine humaine fut rapidement

suivie par I'apparition de bactéries devenues t&siss Courvalin et Philippon, 1990.

La résistance bactérienne aux antibiotiques n’astyn phénomeéne récent, mais cette
résistance est en augmentation inquiétante caepmtisl I'apparition des premiers agents anti-
infectieux tels que les pénicillines et les sulfdes, les bactéries s’adapter a I'environnement
imposé par l'utilisation massive de ces substangagorobléme de la résistance bactérienne, il
faut ajouter l'incidence des infections nosocorsiéilecre et courvatlin , 1995) I'émergence
de nouvelles maladies infectieuses, la réémergeémcealadies infectieuses anciennes, associées
a la rapidité et l'intensité croissante des voyagesnationaux et du commerce constituent une

menace pour la sécurité sanitaire internationatifvalin et Trieu- Cuot, 1990.

Ces résistances aux antibiotiques aux doses thédmqpes apparaissent plus ou moins
rapidement selon la complexité chimique des artidpies et du patrimoine génétique de la
bactérie. Actuellement quel que soit I'antibiotiquilisé, il existe des souches de différentes
especes bactériennes qui leur sont résistanteméoanisme de résistance peut avoir comme
support génétigue un géne d'origine plasmidiqueshoomosomique. La réponse de la bactérie
est souvent complexe que, il peut s'agir d'empéimibiotique de pénétrer a l'intérieur de la
cellule bactérienne, d'inactiver le xénobiotique g@s enzymes ou modifier le site d'action de
I'antibiotique. Toutes les especes ou genres haegtesont concernés par le phénomeéne de la
résistance aux antibactériens posant parfois diéablas problémes thérapeutiqu@gtouni,
2007).

Alors I'obtention de nouveaux antibiotiques (antitgsiens et antifongiques) est devenue
donc une nécessité. Devant cette émergence déi@esistance, la découverte de nouvelles

molécules représente donc un besoin qui ne peutémblé que soit par

* L’extraction de nouveaux dérivés chez des mutdetsouches répertoriées.
* La réalisation de nouvelles molécules semi-syiigués a partir de structure connue ou la

synthese de nouveaux deérivés.
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* L’analyse des produits de fermentation de noegetspeces bactériennes ou fongiques isolées

d’écosystemes peu ou pas expldigsrdy, 1974).

Pour ces trois approches, les actinomycetes ssrtaledidats les plus potentiels pour la
production d’antibiotiques notamment les bactéappartenant au genigtreptomyce®t en
constituent le réservoir le plus important dontsplie la moitié des antibiotiques connus et plus
de 70 % des antibiotiques produits industriellensemit produits par ces bactéries filamenteuses.
Ces antibiotiques de structures chimiques tregsigeexercent des activités variées qui peuvent
étre de type antibactérien, antifongique, anticemeé antiparasitaire ou antivirarllfeilleux,
1993).

Pour atteindre cet objectif, de hombreuses reclkersh sont orientées vers le criblage de
nouvelles souches productrices. L'exploration dessystémes ou un ou plus des facteurs
environnementaux sont extrémes (température, pkitia@ ou stress osmotique) favorise la
détection tActinomycetales pouvant, éventuellement, avoir ateptiel d'activité antibactérien

et/ou antifongique importan{®Villiams et Cross, 1971).

Cette étude a pour objectif d’identifier les molésu bioactives contenus dans les
métabolites secondaires secrétés par des actintasyis®lées a partir du sol des zones arides.
Les caractérisations de ces substances se fa# lpcBoix des meilleurs solvants d’extraction et
de séparation et en se basant sur des technigeetsades et chromatographiques adéquates.
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l. Les actinomycetes :

I.1. Historique :

Les Actinomycetes ont été isolés pour la premieis par Cohn en 1875 a partir de
sources humaing¥Villiams et al., 1984) ,en1877 Bollinger, a rapporté les granules jaunes
dans les masses de machoire de bétBihvid J. M. Haldane, 2007) L'agent étiologique des
actinomycoses, précédemment décrit par Harz soosefde grains parasitaires, a été isolé par
Israel en 1879 qui décrit I'aspect clinique de laladie .Il s'agit d'un bacille anaérobie pour
lequel Wright propose le binbmactinomyces boviet kruse en 1896 celui dActinomyces

israelii .

La seconde période (1900-1919) se rapporte a le mis évidence et a I'étude des
actinomycetes du sol, avec les travaux de KraidkyCohn, de Waksman et de CurtSest
ensuite la période (1919-1940) au cours de laguekemeilleure connaissance @ggsmes a éte

acquise grace aux recherches de Waksman, de Losskaassilnikoventreautre.

La derniere époque historique, enfin, est celle dasibiotiques produits par les
Actinomycétes. Elle commence en 1940 et le nomalm& Waksman lui est indissolublement
lié (Le minor, 1989). Les actinomycetes ont été a l'origine de la dgede de I'actinomycine
par Wacksman en 1940 a partir d’'une cultureStieptomyces antibioticudVacksman et

Woodruff, 1940), et de la streptomycine ch8&reptomyces griseShartz et al. 1944)

Les actinomyceétes ont longtemps été considérés eodan champignons primitifs, du
fait de leur mycélium, souvent a la fois aérienpénétrant dans le substrat nutritif, du fait
eégalement de la fructification par sporanges libedes spores chez nombre d’entre @dxsley
et Leclerc, 1993), leurs propriétés chimiques, physiologiques, imnhogiques et leur
cytologie est celle des bactériddariat et Sebald, 1990) Ces caracteres s’ajoutant a d’'autres
(leur parasitage par des bactériophages, leur Bktésiaux antibiotiques, antibactériens) ne

permet pas de les classer parmi les mydgtasley et Leclerc, 1993).

Les bactériologistes considérent les actinomycetesme des bactéries tandis que les
mycologistes les considerent comme des champig{@po#tieb, 1973).

Aujourd’hui, ce probleme est résolu et ce groupebeoorganismes est définitivement
classé parmi les bactéri¢Becker et al ., 1965 ; Lechevalier et Lechevalied981) .lls sont

abondamment distribués dans la nature. Les acticet®y sont importants en raison surtout de
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leur réle dans la fertilisation des sols, synthdseomposés complexes comme les antibiotiques,

les vitamines, les stérols...eftarpent et Sanglier, 1989).
[.2. Généralités :

Les actinomyceétes sont des procaryotes a strudtubmctéries a Gram posifiVilliams
et al., 1973 ; Sanglier et Trujillo, 1997) situent dans I'ordre des actinomycétalkkariat et
Sebald, 1990)¢ce sont des bactéries filamenteuses , septéesfigesnla plupart sont immobiles

(Larpent et Sanglie, 1989) lorsqu'il y a mobilité, elle est limit§sPrescott etal.,1995).

La plupart des Actinomycétes aérobies sont gdptes a développement mycélien
significatif parmi lesquels se trouve la majorités espéces d’intérét industriel bien qu’il en
existe des formes anaérobies ou sans mycéliumrédyigénéralement pathogénesais il existe
des formes parasites et symbiotiques des animaudesuplantegGoodfellow et Williams,
1983).Le genreFrankia s’integre aux racines, fixe I'azote et joue un rééms la protection des
plantes contre les pathogeri&kirupl et al .,2001).

Elles sont un coefficient de chargaff (G+C%) sspérieur a 55 %, généralement
compris entre60 et 75 %{Ensign, 1978 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; Chuet al., 1997).

Les actinomycetes sont des bactéries dont lssenace donne lieu a des colonies
circulaires (Eunice et Prosser, 1983). Constituées d’hyphegFigure N°1), c’'est-a-dire de
filaments qui irradient par croissance centrifugét autour du germe qui leur a donné naissance
(Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981 Eunice et prosser, 1983)Cela explique
leur dénomination, le mot Actinomyceéte provientdiix substantifs grecs « Actino » et «
Mycete » et signifie «champignons a rayon» ou «ghlgnons rayonnantstechevalier, 1988 ;
Zimmerman, 1990),le diamétre des hyphes est plus petit que celuchaspignongGottlieb,
1973).

Elles tendent a croitre lentement comme des fitasnemifiés (0,5-1,@m de diamétre)
(Eunice et Prosser, 1983).Leur croissance, avec un temps de générationmaye 2 a 3
heures, est plus lente que celle des autres bexter{Ottow et Glathe, 1968 ; Larpent et
Sanglier, 1989),ils croissent en I'espace de quelques jours a geslgemaine@.arpent et
Sanglier, 1989).

Leurs propriétés chimiques, physiologiques, immagigjues...etc, les rangent parmi les
procaryotegWilliams et al ., 1973) .Leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine nilgkise

mais une glycoprotéine contenant de la lysine (&mmfermentatives) ou de l'acide




Lesactinomycétes  Synthese bibliograpfeiq

diaminopimélique (formes oxydatives) et leur cygio est identique a celle des bactéries
(Larpent et Sanglier, 1989).

Les actinomycetes n'ont pas de membrane nuclégliles possedent des organites
flagellaires ressemblant a ceux des bactériess.Btiat, pour la plupart, sensibles au lysozyme et
aux agents antibactérier(§&ottlieb, 1973) .Ces caracteres s'ajoutant a d'autres (existence
d'espéces anaérobies strictes, sensibilité a dewpltages ...) confirment leur classification

parmi les bactérie@®emain et Solomon, 1985; Mariat et Sebald, 1990).

Les actinomycetes préféerent un pH neutre ou pesalig ils sont généralement
mésophiles, d’autres sont thermophiles tolerent tdagpératures avoisinant 50°C et peuvent
aller jusqu’a 60°GOmura, 1992).

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

pigmentées en blanc, creme, jaune, violet, rose, gfc.(Perry et al., 2004).

En général, les actinomycetes sont hétérotrophezshimiotrophes mais la plupart sont
des chimio-hétérotrophes capables d'utiliser ursndg variété de sources d’énergie y compris
les polyméres complexéksechevalier, 1988 ; Zimmerman, 1990).

Certaines ont des exigences nutritionnelles tels lgs vitamines et certains acides
amines. lls colonisent frequemment les substraslubles tel que le charbon par pénétration
mécanique de la matricCrawford et al ., 1993) ,et peuvent dégrader les protéines , la
cellulose et d'autre matiére organiques commernaffpze ( Hernandez- Coronado etal.,1997)

et les résidus des plantes dans |glsatey ,1997) .

Les Actinomycetes se séparent en deux groupesopbyisjues. Le plus important est
composé de germes ayant un métabolisme oxydatlabttant surtout le sol. Le second
rassemble des bactéries fermentatives, hotes d@éscaaturelles de 'homme et des animaux
(Le minor, 1989).
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Figure N°1 : Exemples de genres actinomycétales photographigsaeascopie électroniqu
Photos dans I'Atlas des actinomycetes :, (Joachin, 2002)
A : Saccharomonospora viridis. B : Actinobispor:
C : Streptomyces. D : Actinoplane

1.3. La morphologie :

Morphologiquement, les actinomycétes peuvent éagsés en deux groupes. Le prer
: se compose d'organismes qui ne présentent pagagéristiques morphologiques fculiéres
et forment seulement une masse de filaments ram(fig/célium). Le second : comprend
organismes qui sont morphologiquement plus complegee le premic (Lechevalier et
Lechevalier, 1985)

La morphologie des différents group€’ Actinomycétes est trés variable. Elle va
simples bacilles diphtéroides a des formes myadgdisrcomplexes. Certains peuvent prése
un mycélium se développant sur et dans les miligaycélium végétatif ou mycélium ¢
substrat) ou dans l'air alessu du substrat (mycélium aérien). Les filaments petipeaduire
des spores soit isolées, soit groupées en chaineséme enfermées dans un sporang
conidies qui libérent des spores de formes varid aspects lisses, ridée, etc, soit isolées

groupdes en chaines, etc. Certains actinomycetes forrmantmycélium non persista
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rapidement transformé en une masse de formes omdérirrégulieres. D'autres enfin, ne

présentent que des mycéliums tres rudimentaires.

L’analyse par image des actinomyceétes réveledagmce de deux catégories d’hyphes :
Les hyphes dispersés et les hyphes en pellets. [BanByphes dispersés, la forme "Freely
dispersed” et les "mycelial clumps" sont rencorstrédea premiere forme c’est des hyphes
indépendants disperseés, la seconde est une massgémgats de mycélium. Les actinomycetes
donnant des hyphes en pellets, posent en fermamtdéis problemes de limitation de diffusion
de I'oxygéne et des nutriments a travers I'hypheci@ngendre une diminution de la croissance
et peut conduire a une autolyse. Ce point doit f@iseen considération, pour éviter ce genre de
probleme l'ors des fermentations industrielles. tdagement, pour plusieurs souches
productrices de métabolites secondaire, la formap¥ ou masse est la prédominante dans les
fermenteurs (90% des cd®erry et al., 2004).

|.4. Ecologie et distribution dans la nature :

Les actinomycétes sont adaptés a divers miliecpiogiques, sont trés largement
distribués dans la nature et principalement dassdés de différentes naturdsableau N°1). lls
ont été trouvés dans les eaux douces ou salées|etacompostes, dans lI'atmosphére et dans les
substrats les plus divers.

Les actinomycetes sont des microorganismes tiigsitddres que I'on rencontre sur tous
les substrats naturels courafitacey, 1973 ; Porter, 1971 ; Waksman, 1959 ; Widimset al .,
1984) .

Tableau N°1 :Répartition des actinomycetes dans la natG@odfellow et Williams, 1983).

Genre Habitats

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere

Frankia Nodule de racines
Microbispora Sol

Micromonospora Sol, eau

Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiere
Saccharomonospora Matiere en décomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere
Streptosporangium Sol

Thermomonospora Matiére en décomposition et fermentation
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1.4.1. Sols :

Les actinomycetes sont largement répandus darsslés sols a I'exception des sites
exposes a des conditions trop extrémes. lls sotdgprésents dans la couche comprise entre la
surface du sol et jusqu’a 2 m de profondeur. Itsdpisent des substances spécifiques telles que
la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont@espble de I'odeur d’humus des s@snura,

1992 ; Zaitlin et al ., 2003) , Waksman a pu démontrer que le nombre des actirgtes/c
diminue au fur et a mesure que la profondeur autg{ewwaksman , 1963) Selon cet auteur,
alors que la couche superficielle contient au m8i% de bactéries actinomycétales par rapport

au nombre total de microorganisme.

Leurs proportions par rapport aux autres migganismes oscillent entre 10 et 50 %.
Les genresStreptomyces, Nocardia et Micromonospaant les plus fréquents, le genre
Streptomycesouvre a lui seul 95 % des souches d’actinomycdétdées(Tableau N°2)Les
facteurs importants contrélant I'abondance etiVidtdes actinomycetes dans le sol sont : la
disponibilité des nutriments, la nature et I'abowdade la matiere organique, la salinité, la
teneur en humidité relative, la température, le gtHla végétation du salGoodfellow et
Williams, 1983).

La croissance du mycélium végétatif des actinonggcéians le sol est favorisée par un
faible taux d’humidité, particulierement quand $g®res sont remplies d’eau. Dans les sols secs
ou la tension d’humidité est plus grande, la cansg devient trés limitée voir méme arrétée
(Goodfellow et Williams, 1983).

Tableau N°2:Fréquence des divers genres d’actinomycetes daws déapres I'étude de 5000
échantillons issus de 16 sols différefitechevalier et Lechevalier, 1967).

Genres %
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporangium 0,10
Actinomadura 0,10
Micropolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04
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1.4.2. Air :

L’air constitue pour les actinomycétes, non pasalbitat, mais un moyen de transport.
Les spores des actinomycetes sont des contamimamisrtants de notre environnement
L’exposition a ces derniers peut causer des efféfastes sur la sanf€azenkoet al .,1998 ;
Reponenet al, 1998 ; Suutariet al .,2002).

1.4.3. Eaux douces :

Les actinomyceéte isolés dans les eaux douces appaht et plus souvent aux genres
Micromonospora , Streptosporangium, Nocardia eg@mmyces

Les actinomyceétes intéressent les hydrobiologigie les suspectent d'étre les agents

responsables des gouts et des odeurs terreuseapparaissent parfois dans les eaux de
consommation. De nombreux composes volatiles coraplent été isolés et caractérisés .Les
plus fréguemment cités sont la géosmine. La muedetnla 2-methyl-isobornéol. Ce dernier
composé peut donner a I'eau des odeurs, mémé & t@ssentration (0.22ppnilross, 1981)
.Mais le fait que ces composés soient produits @ineent dans I'eau par les actinomyceétes est
discutable .En effet, a partir des travaux effesti@ns les réservoirs naturels d'éawssa eémis
I'nypothese que ces composés seraient produitslegndservoirs par les infiltrations et les eaux

de ruissellemen(Cross, 1981).

[.4.4. Milieux marins :

Les actinomycetes ont été également mentionnés ldamilieux maringWoo etal .,
2002). L'ecologie des actinomycétes des mers et du dittarété revue par(Goodfellow et
Williams, 1983).il a été démontré que les actinomycétes constitueatpetite partie de la flore
totale ; leur nombre est faible comparé a leur grés dans les eaux douces ou les sols
.Quelques chercheurs considerent les actinomyoesems comme une partie de la microflore
indigéne marine alors que d'autre les considereminte des survivants du lavage marin des
sédiments et du littorgMoore et al ., 1999).Cette théorie est basée sur le fait que le nombre
d'actinomycetes rencontrées dans I'eau de mendaravec la distance qui sépare le lieu de
prélevement de la co{®kami et Okazaki, 1978; Xu, 1996).

[.4.5. Les composts:
Le compostage est défini comme étant la décompashiologique thermophile, en
présence d'oxygene et dans des conditions consdlde déchets organiques collectés

séparément, sous l'action de micro et micro-orgaes afin de produire du compost. Le
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compost, produit final du compostage est composé pessentiel de la matiere organique de
type humique stable et de composés miné(®lustin, 1987).

Les actinomycetes sont isolés des composts, gitstee genres thermophiles tels que
Thermoactinomyces, Sacharomonospai d’autre thermotolérants tel qudicrobispora,
Micropolyspora, Pseudonocadsont actifs dans les derniers stades du compodtagee sont
spécialisés dans l'attaque des structures plusta@éses comme la cellulose, I'hémicellulose et la
lignine. (Ensignet al., 1993 ; Lacey, 1997 ; Songt al .,2001)

|.4.6.Les végétaux, 'animaux, et 'homme :

Dans la distribution naturelle des actinomycéetefut ajouter les végétaux, les animaux
et I’'hnomme pour lesquels certains sont pathogdpasni les exemples les mieux connus, il faut
citer :

- Streptomyces scabjassponsable de la gale de pomme de terre.

- Actinomyces bovjisesponsable d’une actinomycose chez le bétalil.

- Mycobacterium tuberculoses Mycobacterium lepraeagents des maladies correspondantes.
- Nocardia asteroidegesponsable de la nocardiose humaine.

- Micropolyspora faeniresponsable d’'une pneumonie allergique chez ltheifEnsigh etal .,
1993; Song enl ., 2001).

1.5. Biologie de développement:

La diversité morphologique est un caractére totditaremarquable des actinomycetes.
Cette diversité morphologique se traduit le plugvent par une différenciation importante et
I'existence d’un cycle biologique semblable a celeicertains eucaryotes.

Ainsi, les actinomycetes les plus différenciéesetiippent sur un milieu gélosé une
masse d’hyphes mycéliens répartis en deux couckhsmoats : le mycélium aérien et le
mycélium du substrat. Selon les cas, des sporegeptse former sur le mycélium aérien ou sur
le mycélium du substrat ou les deux a la fois,sefjermettent la propagation de la souche.
(Zermane, 2008).

Par exemple, le cycle de développementStieptomycesiébute par la germination
d'une spore donnant naissance a un mycélium prndormé d’hyphes non séptées et
plurinucléés, ramifié et ancré dans le milieu sali@ur ce mycélium primaire, se développera
ensuite un mycélium aérien. Les extrémités des dgy/alériens se cloisonnent et se différencient
pour former des chaines de spores uni nucléées edmmmontrela figure N°2 (Flardh et
Bruttner, 2009).

10
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spore libre germmation sporale mycelium du substrat
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Figure N° 2: Cycle de développement &reptomyces griseslorinouchi, 2002).
[.5.1.La germination des spores :

Les spores germent pour donner naissance a uniomcén distingue généralement
quatre étapes : l'activation, l'initiation, 'émengce du tube de germination et la croissance de
celui-ci.

Les exospores dont la dormance est de type exogénsible au milieu, germent aprés
activation par un choc thermique qui peut étregxample de 50 °C che&x .viridochromogenes
suivie d’'une initiation en présence de L-alaninadénosine, d’acide glutamique, d’acide para-
aminobenzoique, d’ions Ca 2+, Mg 2+ et de CO2. ydation des réserves de tréhalose fournit
I'énergie nécessaire.

Les endospores d&hermoactinomycese germent dans des conditions de milieu
favorable qu’avec une activation spécifique de replnysique. Un refroidissement a 20 °C de 2
a 48 h est nécessaire pour permettre aux spordhelenoactinomyces vulgarte répondre

ensuite au choc thermique de 55 °C inducteur dedaination(Leveau et Buix, 1993).

11
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[.5.2.. Le mycélium du substrat :

Le mycélium du substrat est aérobie facultéBilvey et Roach, 1975)également,
dénommé mycélium végétatif ou primaifBigure N°3), se développe a partir du tube de
germination issu de la spordheilleux, 1993). La croissance des hyphes est apicale et
I'ensemble de la colonie se développe radialemantmycélium éventuellement pigmenté,
forme des parois transversales isolant les zoreplies agéeglocci, 1976). La largeur des
filaments mycéliens varie de 0.5 a 2um. Leur ragatfon est tres souvent monopodiale mais

parfois dichotomique ou verticillééChater et Merrick, 1979).

Le mycélium primaire est ancré dans le supportsdiians lequel il puise ses nutriments
.Cette habitude de formation de mycélium de substi@ntre la capacité des actinomycetes a

dégrader la matiére organique insoluble graceraelezymes extracellulaigocci, 1976).
[.5.3. Le mycélium aérien:

Le mycélium aérien, est aérobie striSilvey et Roach, 1975)appelé aussi mycélium
secondaire, est formé d’hyphes dressés sur le mgtélu substrafFigure N° 3).

Ces hyphes aériens sont plus épais et beaucoups mamifies que les hyphes du
substrat, ils sont en général pigmentés et enfemaés une enveloppe externe hydrophobe
(Prescottet al .,2003. Une fois développé, le mycélium aérien couveedelonies de surface
en leur donnant un aspect poudreux, compact, pmiluen chou-fleur. La production de
mycélium aérien est influencée par plusieurs facteatamment: la composition du milieu de
croissance, la température d'incubation et la paessee composés stimulant spécifiguement le

mycélium aérierfPine, 1970).

Mycélium aérien——» b R olt
.. | ."; 1 104 S I.I'_I'.lx
i A Iy I'.-'_i‘
A AR 1
35 Y y -.."!. ' : ';,'-' ¥ Et
Surface de A VI RN o N ; N
e T e e p A e AL Ll
gélose o AL 2 O s et e
1 ol S = RN L Sl %Y
’ L i o RS 4
Mycélium végeétatif e ¥

Figure N° 3 : Coupe transversale d’'une colonie d'actinomycéte ales hyphes vivants (bleus-
verts) et morts (blancs). Le mycélium végeétatieanycélium aérien avec des chaines de

conidiospores sont représenBsescottet al .,2003) .
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[.5.4.La formation des spores :

Les spores d’actinomyceétes ont une fonatierdispersion et de survie dans des conditions
défavorables de croissance végétative. Les diypestde spores des actinomycetes peuvent étre
classés en deux groupes principaux selon leur ndedéormation : exospores et endospores
(Figure N°4).

La viabilité des spores est fonction de lgypet: des endospores dibermoactinomycesnt
survécu plusieurs centaines d’années dans deseadditacustres a 5 °Comparativement, des
exospores séches 8&eptomycesurvivent 20 a 30 ans comme tEmidies de champignons.
(Leveau et Buix, 1993).

1.5.4.1. EXospores :
Beaucoup d’actinomyceétes qui formentlugshes, produisent des exospores par séptation
et fragmentation des hyphes, ces spores sont démsude structures spécialisées, mais font
néanmoins preuve de résistance notamment vis-@evis chaleur séche, de la dessiccation, et de

certains produits chimiqué¢Belmont, 1994).

Elles naissent de la formation de parandversales a partir des hyphes existantes .Une
subdivision supplémentaire est également réaliséa $a présence ou I'absence d'une enveloppe
qui recouvre la paroi de I'hyphe sporogeéne.

Ainsi, la formation d'exospores par fragtation d'hyphes du substrat sans enveloppe se
rencontre aveblicromonospora.

Les conidies peuvent, suivant les groupég groduites isolément licromonosporg,
deux a deux longitudinalemeniMicrobisporg, en courtes chainesActinomadury, et/ ou en
longues chainettes $treptomyces Les chainettes de spores peuvent étre ramifi€eson,
droites, sinuées ou en spirales. De plus, ellesvgrguétre rayonnantes autour dhyphes
sporophores Streptoverticilliun). Ces exospores contiennent la plupart des élémdnt
myceélium primaire:

- Un seul nucléoide correspondant a un seubmp@ haploide pour les sporesstieptomyces
- Le contenu du génome des exospores estiphesen ADN mais moins en ARN que celui
du mycélium du substrat.
- Un systeme membranaire intracytoplasmique .
- Des ribosomes dissociables en sous- unitest3813s.
- Des vacuoles.

- Une membrane cytoplasmique.

13
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- Une paroi plus épaisse qui peut contenir jdstjois couches auxquelles peuvent s'ajouter
des éléments externes.
Ces exospores ne contiennent pas d'acideotiijpque mais des quantités plus importantes
de potassium, calcium et manganése que dans leliomcdu substrat. Elles englobent aussi
souvent des pigments. Leur contenu en tréhalokdivement abandon, aurait un réle dans la

dormance et la résistance des sp@visBride et Ensign, 1987).

1.5.4.2. Endospores :

Sont produites par des actinomycetes thehitesp Elles naissent d'une réorganisation du
cytoplasme avec formation d'une nouvelle paroi dagphe.(Sykes et Skinner, 1973). On
parle ainsi de « sporulation entérothalique », atarsstique des genreBlanomonosporaet
Dactilosporangium lorsque la nouvelle paroi se forme entre la mamércytoplasmique et la
paroi de I'hyphe parentérale.

On parle de « sporulation holothalique aractéristique du genr€hermoactinomyces
lorsque la nouvelle paroi qui délimite la sporeveat, au moins en partie, de toutes les couches

pariétales de I'hyphe parentérale, recouverte awhme enveloppéKitouni, 2007).

Tout comme les endospores bactériennes dre @gatillus (une bactérie a coloration de
gram positive qui a des spores trés résistantaschdleur), les spores déeermoactinomyces
contiennent de l'acide dipicolinique a une coneditn de 6.5 a 7 %( poids/ poids) , ce qui est

inférieur a la concentration retrouvée dans lesesgpdeBacillus

Cet acide, probablement situé dans la pagtiral de la spore, est un composé unique qui est
retrouvé exclusivement chez les cellules non végét et il pourrait jouer un rdle dans la
résistance des spores a la chaleur. De grandedit§geadions calcium et magnésium sont
eégalement associées a la présence de cet acidelad@p®re. Les endospores des thermo-
actinomycetes peuvent rester viables dans le esodlgnt de nhombreuses décenrfiegkes et
Skinner, 1973).

14
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Figure 4: Différents chaines de spores chez les Actinonegcgspores endogéenes (A) et
spores exogenes (BBreton et al .,1989).
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[.5.5. Les facteurs qui controlent la sporulation :

La sporulation est controlée par desefars extérieurs aux microorganismes et par des
facteurs propres a ceux-ci. Parmi les élémentsrienté favorisant la sporulation, nous
retiendrons principalement : la dessiccation, uoacentration élevée en gélose, le glycérol
comme source de carbone, I'urée comme source @'alatidition de carbonate de calcium et
d’extrait de sol, la présence de magnésium, detfde manganese, et un pH Iégérement alcalin
voisin de 7,5.

Les facteurs propres aux microorganissoes d’'ordres génétiques et biochimiques. De
nombreux travaux ont mis en évidence des bioréguiatcodés par des genes chromosomiques
et plasmidiques influant de maniére complexe ssptaulation ainsi que sur la biosynthése de
métabolites secondair€Srafe et al., 1984 ; Khokhlov, 1986 )

[.5.6. Thermorésistante des spores :

En générale, la plus part des sporestidomycetes comme par exemple les
Streptomyces ne résistent pas a des températyéseiures a 50°C en chaleur humide et a 70°C
en température secheafpent et Sanglier, 1989. Il existe cependant plusieurs autres especes
qui résistent a des températures plus éleveélelldkeeb et Lechevalier, 1968 C’est le cas de
'espéce Atinomyces invulnerabiljsque les spores ne se détruisent qu'a une terpérde
130°C, le traitement a 120°C inhibe seulement lgarmination. Les spores des genres
thermophiles tel querhermoactinomycesSaccharomonospoyraou thermotolérants tel que
Pseudonocardia Microbisporg etc., sont également résistantes a des tempesatlevéees

(Lechevalier et Lechevalier, 1970).
[.5.7. Structures particulieres :

Certains actinomycétes forment des strustyrarticulieres qui ne correspondent ni au
mycélium ni aux spores et dont la fonction n’es fmjours définie.

Ainsi les sclérotesouvés chefhainiasont constitués par une masse d’hyphes cloisonnés
dont les vacuoles sont chargées de triglycériddsetdes gras ramifiés.

Les Synnemataappelés également corémisent des assemblages compacts d’hyphes
dressés, parfois fusionnés et portant des conigisales ou latérales. Cette structure est
caractéristique du geniAxtinosynnema .

Les sporanges sont des sacs contenanpdessgrlheilleux, 1993) Les conidies sont des

spores asexuées qui peuvent avoir plusieurs olgams :

16
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- une seule conidie tel que le geM&Eromonospora ;

- une paire de conidies chez le gellierobispora;

- chaines courtes de conidies formées d’un nommibéeieur ou égale a 20 spores par chaine ;

- longues chaines de conidies formées d’'un nonlbeede 20 spores par chaine ;

- conidies rassemblées dans des synnemata {spopb#em et qui peuvent étre libérées}
(carlotti et al ., 1994).

1.6. Génétique et structure d'ADN:

Le matériel génétique des actinomycetesa@sstitué par '’ADN chromosomique ainsi que
chez certaines souches par 'ADN plasmidique oliAl@N phagique. Un caractere majeur est
la proportion élevée environ 70 % de guanine edsige (G+C) dans I'ADN de la plupart des

actinomycetesTheilleux, 1993).

La taille de 'ADN des actinomycetes est3l7 Méga Daltons c’est a dire deux fois celui
deE.coli, la durée de réplication de 'ADN est de 50 a Gbutes. Les bactéries actinomycétales
possedent un remarquable degré de variabilité iggieetiue a des réarrangements du génome a
cause de plusieurs types de mutations essentigltecheomosomiques, les plasmides peuvent
aussi étre sujet a des réarrangements. A la smitecisements des actinomycetes, des parties du
chromosome de la souche donneuse peuvent devasmigles dans la souche receveuse. Ces
derniers jouent un role de régulation dans la ss#hdes antibiotiques. Il est rare de trouver des
génes codant pour la biosynthése d’antibiotiquealiés sur le plasmide. lls sont normalement
chromosomiques, regroupés en plusieurs unitésadedription, ils ont pour voisinage des génes

de régulation spécifiqudsarpent et Sanglier, 1989).
|.7. Classification des actinomycetes :

La taxonomie des actinomyceétes a beauéwajué au cours des vingt a trente dernieres
années en méme temps qu’évoluait le nombre de gdiaetinomycetes.

L’ordre des actinomycetes qui comptaiebrgs en 1948, 9 en 1958, en comprenait 37 en
1974 selon la@neédition duBergey’s Manual of Determinative Bacteriolo@yottlieb, 1973).

En 1989, l'application de criteres chimkdnomiques a permis de répartir les
actinomycetes en sections (de 26 a 33) sur ladmsaractéres morphologiques et biochimiques.

Selon la classification présentée damelgey’s Manual of Systematic Bacteriolagité

en 1994, les actinomyceétes sont répartis en 8 ggo(ge 22 a 29) avec l'introduction de

17



Lesactinomycétes  Synthese bibliograpfeiq

nouveaux genres et avec une division plus précisgraupe (22) deslocadioformen 4 sous-
groupes et du groupe (26) ddaduromycetesn 2 sous-groupes.

En 1997,Stackebrandt et al ., proposent une nouvelle classification hiérarchigies
actinomycetes qui reposent uniquement sur I'analgseséquences des ARNr 16S et des génes
codant pour les ARNr 16S. Donc, ils ont décrit umeivelle classe, qui se définit comme un
ensemble de souches présentant plus de 80% déwgeitians la séquence des ARNr 16S ou de
I’ADNr 16S et possédant un résidu adénine a latiomsP06 et un résidu adénine ou cytosine a
la position 955 (a I'exception des sous clasRebrobacteridaest Spherobacterida®u I'on
trouve un résidu uracile a la position 9%Sjackebrandtet al., 1997).

|.7.1. La classe ‘Actinobacteria":

Actuellement et selon la classification duTaxonomic Outline of The Procaryotes,
Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology », seeadition 2004Garrity et al .,2004) le
phylum Actinobacteria(bactéries & Gram positif et G+C % élevé) est dgstd’'une seule

classe déenommeée égalememctinobacteria». (Stackebrandtet al, 1997).

La classe dekctinobacteriaest divisée en 5 sous-clas§€ableau N°3) Acidimicrobidae
Rubrobacteridae , Coriobacterida8phaerobacteridae, Actinobacterida€hacune de ces sous
classes est constituée d'un ou de plusieurs orliganémes constitués d’'une ou de plusieurs
familles. Dans la sous-classe deginobacteridael’ordre desActinomycétalegst subdivisé en
10 sous-ordres Actinomycineae, Micrococcinea€orynebacterineae, Micromonosporineae,
Propionibacterineae, Pseudonocardine&eptomycineae, Streptosporangineae, Frankineae et

Glycomycineae

18



Les actinomycetes

Synthése bibliograpleq

Tableau N°3: La classification hiérarchique de la classetinobacteriabasée sur I'analyse
phylogénétique de 'ADNr / ’ARNr 168Garrity et al .,2004).

Phylum Actinobacteria

Classe Actinobacteria

S/Cl | Acidimicrobidae| Rubrobacteridae Coriobacteridae  Sphaerobacteridag  Actinobacterid

S/Cl Actinobacteridae

Ordres Bifidobacteriales Actinomycetale

Ordres Actinomycetales
S/O S/O S/O S/O S0 _
Actinomycineae Micrococcineae Corynebacterineae | Micrimonosporineae| Propionibacterin
eae

Famille Familles Familles Famille Familles

Actinomycetaceae Micrococcaceae Corynebacteriaceae | Micromonosporineae | Propionioni-
Bogoriellaceae Dietziaceae bacteriaceae

Rarobacteraceae
Sanguibacteraceae
Brevibacteriaceae
Cellulomonadaceae
Dermabacteraceae
Dermatophilaceae
Dermacoccaceae
Intrasporangiaceae
Jonesiaceae
Microbacteriaceae
Beutenbergiaceae

Promicromonosporceae

Gordoniaceae
Mycobacteriaceae
Nocardiaceae
Tsukamurellaceae

Williamsiaceae

Nocardioidaceae

S/O S/O S/O S/O S/O
Pseudonocardinea | Streptomycineae Streptosporangineag Frankinea Glicomycineae
Familles Familles Familles Familles Familles
Pseudonocardiaceae| Streptomycetaceae Streptosporangiaceae | Frankiaceae Glycomycetaceag

Actinozynnemataceae

D

Nocardiopsaceae

Thermomonosporacea

Geodermatophilaceae
eMicrosphaeraceae
Sporichthyaceae
Acidothermaceae

Kineosoriaceae

S/C : sous-classe, S/O : sous-ordre
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[.7.2. Les genres et especes de I'ordéetinomycétales

La définition des genres et des especesforde sur un ensemble de caracteres

morphologiques et chimiotaxonomiques

[.7.2.1. Caractéres morphologiques :

Les principaux criteres morphologiques egpondent a la présence, I'abondance et la
disposition des hyphes du mycélium du substratwoongcélium aérien. Ainsi que la présence
des spores, leur nombre, leur mobilité, leur forlaer, position sur les hyphes, la présence de

sclérotes, de sporanges ou de synnémata .

1.7.2.2. Caractéres chimiotaxonomiques :
La composition de la paroi cellulaire aides aminés, glucides et lipides constituent le

principal caractere utilisé en chimiotaxonomie.

1.7.2.2.1. Acides aminés de la paroi :
Les Streptomyceset genre apparentés contiennent la forme LL-DAPidéac2,6-

diaminopimélique) contrairement a I'ensemble déeaActinomycétales .

1.7.2.2.2. Glucides :

Les glucides de la paroi cellulaire pettent une séparation en quatre groupes majeurs.
Le spectre de sucres A (arabinose + galactoserasttéristigue des genré&ocardia et
Saccharopolyspora

Le spectre glucidique B (madurose) esisgnt chez les genresctinomadura et
StreptosporangiumlLes Streptomyce®t genres apparentés ne synthétisent aucun glecide
qguantité caractéristique (spectre C). Il en esméene pour les genrdhermomonosporat les
Thermoactinomyced.a présence de xylose et d'arabinose (spectresDraractéristique des

Actinoplaneset du genréMicromonospora .

[.7.2.2.3. Acides gras :

Les acides gras les plus communs, dgadtinomycetes appartiennent soit au groupe de
molécules comportant de 12 a 20 atomes de carboiiggu groupe des acides mycoliques a 20-
90 atomes de carbone. La présence d'acides myesliggt caractéristique des genres tels que

Nocardig Mycobacteriumet Rhodococcus
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[.7.2.2.4. Les acides nucléiques :

Les déterminations portent sur le pourcentagguhmine et cytosine, sur le spectre
obtenu par électrophorese des fragments de I'Aie(us par la digestion par les enzymes de
restriction), sur le taux d'hybridation ADN - ADNUADN - ARN et sur la séquence de I'ARNr
16S. Une différence de plus de 10 % indigue que deuches sont sans relation. Audela de 70
% de similitude (I'nybridation ADN-ADN), deux sough sont considérées comme appartenant a
la méme espece. Le séquencage de I' ARNr 16S,ittensin outil précieux pour déterminer le

degré de relation entre souches, espéces et dearpent et Larpent-Gourgaud, 1985 b)

1.8. Les actinomycétes aérobie pathogene :
lls peuvent provoquer deux maladies importantez themme: I'actinomycétome et la

nocardiose. Tandis que I'actinomycétome est le gdusent provoqué pdiocardia brasiliensis,
Actinomadura madurae, Actinomadura pelletiegt Streptomyces somaliensians la
nocardiose, l'agent impliqué est surtolMpcardia asteroides(Pirouz et al ., 1999).
L'évolution des deux maladies est lente et insghkeet peut aboutir a des Iésions spectaculaires
des tissus mous et des os. Dans la nocardiosi@alegnts bactériens se rencontrent sous forme
libre. Cependant dans l'actinomycétome, on trowgegitains constitués de filaments agrégés. La
couleur et la taille des grains peuvent orientedignostic histologiqueBeaman et Beman,
1994) Nocardia asteroide®t Nocardia brasiliensissont les deux espéces d’actinomycetes les

plus fréquemment isolées dans un laboratoire canf@/allace et al , 1995)
[.8.1. L'actinomycétome :
1.8.1.1.Généralités :

C'est une infection sous-cutanée chronique dueaatimomyceétes aérobiedNoardia sp
Actinomadura madurae, Actinomadura pelletieri e¢@@omyces somaliensishommes'infecte
par inoculation directe des microorganismes soyseku au cours d'un traumatismgané ou
apres piqare par des épines souillées. Son évolesb lente et progressiy8y etal ., 2003).
Elle est localisée le plus souvent aux membresiafes. En effet, dans les zones rurales surtout
ou les ouvriers travaillent avec les pieds nug, pdut se présenter dans divers emplacements du
corps tels que le bras, le dos et la nudiled El Bagui et al .,2003; Lum et Vandmal, 2003).

Elle débute par un nodule sous-cutanélamdpqui augmente lentement de taille et peut

devenir purulent et nécrotigue. Du pus peut s'éoues fistules qui se forment. Une
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inflammation granulomateuse se produit avec tuntiéfac des régions environnantes.
L’actinomycétome reste généralement localisé maig p’étendre a travers les tissus. Avec le

temps une ostéomyeélite destructive peut s’instéiflegland et al , 1995)
1.8.1.2. Le traitement :

Le traitement de l'actinomycétome est avant toirupoffical avec drainage et nettoyage
des Iésions infectieuses. Parfois, une amputateut ptre nécessaire en cas de lésions trés
évoluées. Une antibiothérapie prolongée, a bassutfamides, est généralement établie en

complément au traitement chirurgi¢8imonet, 1991 ; Careyet al.,2001 ; McNeiletal.,1990)
[.8.2. La nocardiose :

1.8.2.1. Généralités :

La nocardiose est une maladie infectieuse provgaé les especes appartenant au
genreNocardia.L'infection peut étre, pulmonaire, cérébrale, cétanu disséminé@éamanet
Beman, 1994; Convilleet al .,2004) Ces infections sont surtout contractées par atioal, plus
rarement par voie digestive ou cutaf@eril et al,1992; Saubolle eSussland, 2003).

C'est une infection opportuniste observée chepdtsnts immunodéprimésloltz et al
., 1985; Lerner, 1996) Elle peut étre associée a d'autres pathologigeramistes comme
l'aspergillosgHolt et al .,1993) la pneumocystos@erschaket al, 1991) Unecorticothérapie
au long cours est le facteur prédisposant mdjeurry 1980 ; Presantet al. 1973) mais aussi,
les traitements immunosuppresseurs lors de tramspian d'organes, lesancers et les

collagénosesFilice, 1993)

[.8.2.2. Le traitement :

La majorité des souches est résistante avalacomycine, au chloramphénicol, a
I'érythromycine et a la clindamycine. La plupars d®muches dblocardiasont résistantes aux
pénicillines par production d'une b-lactamase ié&ilpar I'acide clavulaniqu&ifzis et al ,
1985; Ambayeet al.,1997).

Cependant, la grande majorité des souches @ssibde aux sulfamides, surtout le
sulfaméthoxazole dont I'action peut étre renfoquarele triméthoprimé¢Collins, 1988) La durée
de l'antibiothérapie, de six a douze mois, est itimmthée par la localisation, la sévérité de

I'infection et le statut immunitaire du mala@@ollins, 1988; Lerner, 1996)
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ll. Métabolisme d'actinomycete

Deux propriétés les plus significatives des achipcetes sont leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers at dptitude a synthétiser de trés nombreux
métabolites bioactifs parmi lesquels on comptedmsx tiers des antibiotiques produits par des
micro-organismes. Ces propriétés traduisent laessé tout a fait remarquable du métabolisme
cellulaire de ce groupe microbienheilleux, 1993.

Le métabolisme des actinomycetes peut étre divisgeex parties : le métabolisme primaire et
le métabolisme secondaire. Ces bactéries filamsesegont connues pour la richesse de leur

métabolisme secondair8tfub, 2008).
[I.1.Métabolisme primaire

Le métabolisme primaire correspond a I'ensembéevdées cataboliques, et anabolique
qui fournissent & l'organisme I'énergie et les wwks nécessaires a sa croissance. Ce
métabolisme primaire des actinomyceétes est sengbkaldelui des autres organismes. L'action
des enzymes du catabolisme conduit a la dégradates nutriments et sources d'énergie plus
ou moins complexes. Les produits finaux du catabwdi sont utilisés pour former des
intermédiaires primaires "glucides, aminoacide&les gras, nucléotides, vitamines et polymeres
essentiels” qui en dérivent "polysaccharides,ames, lipides, acides nucléiques ainsi que les
coenzymes". Ces métabolismes primaires ou gené@ssentiels forment la structure cellulaire et
permettent le fonctionnement du métabolisme générattaines de ces métabolites primaires

constituent la matiere premiére du métabolismersizice.

Les activéesgataboliques et de biosyntheése interdépendantésrogénéral soumises a
une régulation équilibrée évitant toute accumuratie produits finaux ou intermédiaires. Les
mécanismes de contrdles les plus importants séimduction par les substrats, la rétro-
inhibition sur les activités enzymatiques, la répien de la synthése des enzymes, la répression
catabolique et la régulation de 'ATP. Comme lgpgal des bactéries, les actinomycetes utilisent
des sources de carbone constituées par des osedjgidolosides, des polyosides. Il en est de
méme pour les sources d'azote généralement ca@estippar des acides aminés, des protéines,
des nitrates et aussi le phosphate et le sulfatesiEsent respectivement phosphore et soufre.

Au-dela de ces sources courantes, les actinomyoétel capacité de dégrader ou de
transformer des composés hydrophobes parmi lesqoelspeut noter(Lechevalier et
Lechevalier, 1985).
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*Des hydrocarbures et assimilés : alcanes, alcalwses, cyclanes, terpénes ;
* Des composeés azotés non aromatiquestesitamides, hétérocycles ;

* Des composeés aromatiques: hydrocarbures, amioesaéiques, phénols.
[l.2.Métabolisme secondaire

Les métabolites secondaires sont définis comme awvposés de faible poids
moléculaire, non essentiels a la croissance duomiganisme producteur. La production de ces
métabolites est souvent associée a la croissarsceneoorganismes correspondant a la phase

stationnaire de la courbe de croissafiwemain, 1995).

Une des propriétés la plus significative des Actigoétes est leur aptitude a synthétiser
de nombreux métabolites secondaires d'une divesiiéturale tres vaste et des milliers d'entre
eux sont doués d'un potentiel d'activité biologigqueortant(Higashide, 1984; Vining, 1992).
Tant les activités biologiques que les structutg@snigues se révelent d'une grande diversité

comme le montre I&ableau N°4 (Sanglieret al ., 1993) .

TableauN°4: Métabolites secondaire produit par les actinomycsédon les groupes chimiques
(1990-1994) (Sanglier et Truijillo, 1997).

Métabolites Streptomycest Actino- | Maduro- | Nocardio- | Autres

genres apparentés planaceae| mycetes| formes | genres
Sucres 24 1 1 10 6
Lactones macrocycliques 97 30 0 12 15
Quinones 31 0 1 1 0
Peptides 84 2 11 8
Systéme hétérocyclique 165 15 32 3 7
Squelette aliphatique 5 0 0 0
Squelette aromatique 123 12 5 6 0
Chaine aliphatique 24 0 0 0
Autres 211 27 34 0 13

Total 761 86 75 40 49
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[1.3. Les substances bioactives produites par lextinomycetes

Les actinomycetes représentent une grande propattida biomasse microbienne du sol.
lIs ont la capacité de produire une large variéenablécules bioactives entre autres des
antibiotiques et degnzymes. La grande majorité des métabolites issdé@s originaires des
especes dé&treptomyces (Anderson et Willington, 2001; Sanglier etal ., 1993). Les
Streptomycegroduisent 70 a 80% des substances bioactivesefiaticonnues a application
pharmaceutique ou agrochimiq@@erdy, 2005 ; Mantecaet al .,2008) Continuellement de
nouveaux métabolites a différentes activités biglogs sont isolées des souclsseptomyces
(Gethaet al .,2005 ; Dastageret al.,2009 ) .

Les actinomycetes sont la source de substanceduraatales (actinomycine,
adriamycine, rebeccamycine, mitomycine et dannong)¢i insecticides (mikkomycine),
pesticides ( antimycine A) herbicides ( phinotr@inet de substances ayant des activités

immunosuppressives et immunostimulantes (la raparayd ableau N°05.

Tableau 05: Bioactivités des métabolites isolés a partir dizatnycete$1990-1994)
(Sanglier et Trujillo, 1997).

Métabolites | Streptomyceq Actinoplanaceae Maduromycetes Nocardioforme&utre
Bio-actifs et genres genre
apparentés
Anti-Gram 225 18 41 44 19
positifs
Anti-Gram 83 2 11 21 9
négatifs
Antifongiques 97 1 30 6
Anti-levures 69 1 25 2 6
Anti-parasitaires 30 - 8 - 4
Herbicides 23 - 2 - 3
Insecticides 28 - - 10 -
Antiviraux 35 - 8 20 4
Anticancéreux 179 11 10 5 8
Inhiboteurs 126 1 15 2
d’enzymes
Agents 160 2 10 7 4
pharmacologiques
Autres 48 6 4 3 5
Total 1103 42 164 118 70
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Les enzymes sont, aprées les antibiotiques, lesipipsrtants produits des actinomycetes.
Certaines sont utilisées dans lindustrie alimertdisomérase du glucose) et dans celle des
détergents (protéases). Les glycosidases des agtb@ébes jouent un réle important dans la
dégradation des biomasses végétales (amylasesazgs) et animales (chitinasésjujibo et
al ., 2003) Certaines de ces enzymes peuvent avoir des afptis médicales (neuraminidases,
estérases et oxydases des stérols) elles soseasilien biologie moléculaire (endonucléases de
restriction)(Mitsuiki et al., 2002) .

Les tableaux N° 06 et O7illustrent quelques exemples d’antibiotiques edautfes

molécules bioactives non antibiotiques produitedgmactinomycetes

Tableau N° 06: Quelques exemples d’antibiotiques produits paatgsmomycetes

Actinomyceétes producteurs Antibiotiques Références

1/Les agents antibactériens

Micromonospora sp. Clostomycine Takahashiet al.,2003
Streptomyces griseus Candicidine Jinenezet al.,2009
Streptomyces lydicus Streptolydigine Inoue et al.,2007
Streptomyce lindensis Rétamycine Inoue et al.,2007
Marinispora sp. Marinomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
Verrucosispora sp. Abyssomycine Sturdikova et Sturdik, 2009

2/ Les agents antifongiques

Streptomyces Blasticidine Hwang et al.,2001
griseochromogenes
Streptomyces humidus Phenylacétate Hwang et al.,2001
Nocardia transvalensis Transvalencine Hwang et al.,2001
Streptomyces nodosus Amphotéricine B Kitouni ,2007

3/Les bioherbicides et bioinsecticides produits paes actinomyceétes

Saccharopolyspora spinosa Spinosad. Insecticide Williamson et al.,2006
neurotoxique
Actinomadura sp Herbicides. Schmitzeret al.,2000

Exemple 1 2,4-Dihydro-4--
Dribofuranosyl)- 1, 2, 4 (3H)-
triazol-3-one
Streptomyces hygroscopicus Exemple Zz. Herbimycine Omura, 1992
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Tableau N° 07: Quelques exemples de molécules bioactives nobaatériennes et non
antifongiques produites par les actinomycetes

Molécules bioactives Actinomyceéte producteur Références
1/ Les agents anti parasitaires
Trioxacarcine Streptomyces sp Maskey et al.,2004
Prodiginine Streptomyces coelicolor Williamson et al.,2006
2/ Les agents anti viraux
9-3-D-
. - Streptomyces antibioticus Madigan etal., 1997
arabinofuranosyladénine
Panosialine Streptomyces sp Aoyagi et al.,2006
3/ L’agent hypocholestérolémique
Rapamycine Streptomyces hygroscopicus Higashide, 1984
4/ Les agents anti tumoraux
Asterobactine Nocardia asteroides
Salinosporamide A Salinispora tropica Gottlieb D., 1973
Mechercharmycine Thermoactinomyces sp
Marinomycine Marinospora sp Demain A.L. 1995
Borrelidine Streptomyces sp
IB-00208 Actinomadura sp Lacey, 1997
5/ Les agents immunostimulateurs
Rubratin Nocardia rubra Lousif ,2011
Bestatine Streptomyces olivoreticuli
FR-900494 Kitasatosporia kifunense
6/ Les agents immunosupprésseurs
Pentalenolactone Streptomyces filipinensis
Brasilicardine A Nocardia brasiliensis Lousif, 2011
7/ Les enzymes a application thérapeutique (anti-morale)
L- asparaginase Streptomyces gp Lousif ,2011
L- glutaminase Streptomyces oIivochromoger]es Lousif, 2011

27



Métabolisme d'actinomyceéte Synthese bibliographique

[1.3.1. La production d’antibiotique chez les Actinomycetes

La synthese des antibiotiques est largement régacldez les Actinomycetes, 50 a 75%
des souches isolées en sont productrices et sboiggne de 70% des antibiotiques naturels

connus dans le mond®kami, 1988).

Un antibiotique (du Greanti : « contre », ebios: « la vie ») est défini comme une
substance naturelle produite par les microorgarssioat méme de tres faibles concentrations a
I'action d’inhiber la croissance de bactéries @ttbactériostatique) ou de les tuer (action
bactéricide)Decre et Courvalin, 1995)ll peut étre antibactérien, antifongique, anticaeog,
antiviral ou antiparasitaire. Beaucoup d’antibiogg naturels ont été structuralement modifiés
en laboratoire pour augmenter leur efficacité farnéa classe des antibiotiques semi-

synthétiquesNladigan et Martinko, 2007).

Le premier et le plus important produit deseptomycesst les antibiotique@/Natve et
al ., 2001).C’est en 1944 que le microbiologiste américain @kgvhan a décrit pour la premiére
fois la streptomycine qui est un antibiotique prbdpar un Actinomycéte tellurique,

Streptomyces griseuSe fut le premier médicament qui se révéla efficamrdre la tuberculose.

A partir de 1955 le genré&treptomyceddevient, et va rester le grand fournisseur
d’antibiotiques nouveaugHwang et al .,2001 ; Marinelli, 2009),bien que d'autres structures
nouvelles soient isolées d'autres genres comati@omaduraet MicromonosporgSanglier et
al., 1993).

Depuis les années 1950-1960, de multiples dérie@si-synthétiques d’antibiotiques
naturels (par exemple les fluoroquinolones) somtdus plus actifs par ajout de divers
substituant, et des antibiotiques entierement syigfhes ( par exemple l'azithromycine) sont
commercialisés par les entreprises pharmaceutidjugagit toutefois uniquement de molécules
appartenant a des classes d'antibiotique déja esnritn effet, au cours des trente dernieres
années, les connaissances scientifigues n'ont pdemilécouverte que d'une seule nouvelle
famille d'antibiotiques non naturels, celle deszmliginones(Swaney etal., 1998) Aujourd'hui,
les traitements antibactériens a base d'antibiesigsont appelés "antibiothérapies"”.

Plus de 60 substances a activité antibiotique ytesl par des espéces 8eeptomyces
sont utilisées non seulement dans le monde de kdeciée vétérinaire et humaine, mais

également dans celui de I'agriculture et de I'indagMadigan et Martinko, 2007).
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Nous citons simplement ici quelque exemple d¥mtiques issus d'actinomycétes et

prépares industriellemefitevreau et bouix, 1993)(Tableau N°08)

Tableau N°08 :Exemple d'antibiotiques produits par des actinoregcé_evreau et Bouix,

1993).
Principales classes structurale
. Exemples d’antibiotiques
d’antibiotiques

Aminocyclitols Gentamicine, paromomycine, streptomycine
Ansamycines Rifamycine
Anthracyclines Daunorubicine, Mitomycine
B-Lactamines Céphamycine, Thiénamycine
Macrolides Avermectine, Josamycine,spiramycine
Nucléotides 9-B-D-arabinofuranosyladénine, Blasticiding
Peptides Actinomycine,Nosihieptide,pristinamycine
Polyenes Amphotéricine, Nystatine
Polyéthers Lasalocide, Monensine, Narasine
Tétracyclines Chlortétracycline,Oxytétracycline
Divers Chloramphénicol

[1.3.1.1.La classification des antibiotiques :

Les antibiotiques qui sont utilisés a I'hneure dt@ugeuvent étre classés selon plusieurs

criteres :

Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit pathese (synthétique ou
semi synthétique).

Mode d’action :paroi, membrane cytoplasmique, synthese des pestégynthése des
acides nucléiques.

Spectre d’activité liste des espéces sur lesquelles les antibiotigoesactifs (spectre
étroit ou large).

Nature chimique :trés variable, elle est basée souvent sur unetsteude base

(exemple : cyclg lactame).
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Les antibiotiques peuvent étre distingués seldrate du type d’activité qu’ils exercent.
Un antibiotiques bactéricide qui lyse les bactéeesin antibiotique a effet bactériostatique qui
inhibe la croissance bactérienne en ralentissarg @uétant la multiplicatiofMohamed;,
2001).

Selon cette activit€Zeghilet, 2009) on peut classer les antibiotiques en de grandes

familles lesquelles sont représentées dans |leaialsigivant:
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Tableau N° 09:classification des antibiotiquéZeghilet , 2009).

Antibiotiques Effet

Les BetalactamineslLes pénicillines G. Exemple |:

penicilline G, oraciline, extencilline

e Les pénicilines M. Exemple : bristopen,

orbenine
e Les aninopénicilines exemple : totapen,
penglobe, clamoxyl, augmentin Bactéricide

e Les carboxypénicillines exemple : ticarpen G

e Les aciluréidopénicillines exemple : baypen,
piperilline

e Les carbapénémes exemple : tienam

« Les monobactams exemple : azactam- |les

céphalosporines

Les macrolides
* Vrais ex : erythrocine, joeacine, rovamycine
e Apparentés: . )
) ) _ ) _ Bactériostatique
0 Lincosanides ex : lincocine, dalacine

0 Synergistines ex: pyostacine,

Les aminosidesEx : amiklin, gentalline, nebcine, Bactéricide
netromycine

Les sulfamides Ex : adiazine, bactrim Bactériostatique
Chloramphénicol Ex : tifomycine Bactériostatique
Les imidazolesEx : flagyl, tiberal Bactéricide
Les polymyxines Ex: colimycine Bactéricide
Les tétracyclines Ex : vibramycine, vibraveineuse Bactériostatique
Les glycopeptides Ex : targocid, vancocing, Bactéricide

vancomycine

Les quinolonesEx : ciflox, noroxine, oflocet, peflacine Bactéricide

Antibiotiques divers

e Acide fusidique ex : fucidine
« Rifamycine ex : rifocine
« Fosfomycine ex : fosfocine

* Inhibiteurs des betalactamases ex : betamaze
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11.3.1.2. Mécanisme d’action des antibiotiques

Les antibiotiques doivent tuer ou inhiber les miorganismes sans détruire nos cellules.
En effet, pour pouvoir étre utilisable en pratiglieique, un antibiotique doit se caractériser par
une action spécifique sur les germes visés sartarper le fonctionnement des cellules de
I'hGte.

Le mode d'action des antibiotiques varie d'uneselad une autre. On distingue des

antibiotiques :
[1.3.1.2.1. Antibiotiques inhibant la synthese de la paroi badrienne

Le peptidoglycane, est le constituant principal eeseffet spécifique du monde bactérien
lui conférant sa forme et sa rigidité. Il occupe yosition différente selon que la bactérie est a
Gram+ ou a Gram -(Green, 2002).La synthése du peptidoglycane débute dans le agop
de la bactérie, se poursuit dans la membrane @agopfue et se termine dans la paroi déja
formée. Un certain nombre d'enzymes intervient dansynthese du peptidoglycane dont les
plus importantes sont les transpeptidases, lesghgrosylases et les carboxypeptida@esher
et Berger-Bachi, 2003).

Trois classes d’antibiotiques sont concernées Bdestamines, les glycopeptides et la

fosfomycine :
» Structure et mode d’action deg-lactamines

Les B-lactamines se fixent sur des protéines de la manebcytoplasmique, les PLP
(protéines liant la pénicilline), ce sont des enegmimpliquées dans la synthése du
peptidoglycane : les transpeptidases, les carbgtigases et les transglycosylases. IPes
lactamines bloquent leur fonctionnement inhibansidia formation du peptidoglycane.

Les B-lactamines exercent un effet bactériostatique mpéehant les bactéries de se
multiplier. Le blocage de la multiplication celluia est suivi d'une lyse bactérienne .Le
peptidoglycane est dégradé sous l'action d'autwgsi ce qui entraine finalement la lyse
bactérienneFigure N° 05 (Calamita et Doyle, 2002)
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Figure N° 05: Similarité de structurentre les antibiotiques a noydu-lactamimes (ici la

pénicilline’ (Calamita et Doyle, 2002)
e Structure et mode d’action des glycopeptide

Les glycopeptides sont dmolécules complexes, constitud’'un heptapeptide cycligt
sur lequel vient se fixer des suc(Figure N° 06). Les glycopeptides sont iméme titre que les
B-lactamines des inhibiteurs de syntheésedu peptidoglycane de la parbactérienne. Leur
fixation sur la membrane cytoplasmique entraine unigbition de la transglycosylase et

transpeptidase nécessaira donnesynthése du peptidoglycafrerescottet al .,2007).
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Figure N° 06 Structure d’un glycopeptide (la vancomyci (Prescottet al .,2007).
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» Structure et mode d’action de la fosfomycin

La fosfomycine est un acide phosphonic(Figure N° 07), elle agit sur lesétapes
précoces de la syntheshi peptidoglycane, en bloguant la formation cacide N-acetyl
muraminique, l'un des constituants essentiel dutipeglycane de la parobactérienne. Cet
antibiotique est isolé lgremiérc fois a partir dePseudomonas sym@ae. Depuis, tous les

organismes producteurs de fosfomycine appartieranetStreptomycefOiwa, 1992)

CH\3

Figure N° 07. Structure de la fosfomycin®iwa, 1992.
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[1.3.1.2.2. Antibiotiques inhibant la synthese des protéines

Les antibiotiques les plus importants sont les olates, les aminoglycosides, les
tétracyclines et les phénicolés. La synthese dagipes s'effectue dans le cytoplasme au niveau
du ribosome bactérien. Il faut donc, pour toutes cmolécules, qu'elles traversent le
peptidoglycane et les diverses membranes poureamans le cytoplasme et atteindre leur cible:

ribosome.
e Structure et mode d'action du macrolide

Le nom < macrolide> vient de macro (grand) et olide (laetom ester intracylique). Il
existe des macrolides semi synthétiques obtenumpdification chimique des produits naturels
Figure N° 09 (Labro, 2002).

Les macrolides agissent sur la synthese protéiquiixation de ces molécules sur la
sous unité 50S du ribosome entraine I'inhibiti@n’dlongation du peptide en formatiq€anu
et Leclerq, 2001)

Me
Desosamine

\_4<
Ma"

oH
Cladinose
1 R=H X =C0O Enghromycin 4 Telithronmyecin
2 R=Me. X =CO Clarithromycin

3 R=H, X=N{Me}CH-, Azithromycin

Figure N° 09. Structure des macrolid¢sabro, 2002)

e Structure et mode d'action des aminoglycosides

Les aminoglycosides ont pour cible cellulaire pipate la sous unité 30S du ribosome
bactérien, apres fixation, ils faussent le mécaaisim lecture de 'ARN m a traduire favorisant

I'incorporation d’acides amines erronés dans lesgmes au cours de synthese, ce qui provoque
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une accumulation des protéines incorrectementitexldans la bactérieigure N°10(Carter et
al ., 2000 ; Madigan et Martinko, 2007)

HOCH.
O\

"l"l NH,
CH,, HO o o

O
OH

HO o OH
R NH,
NH,

R : R" =
kanamycine A NH. OH
kanamycine B NH, NH,
kanamycine C OH NH.

Figure N°10. Structure de la kanamycine (aminoglycosiftég¢rman, 2005)

» Structure et mode d'action tétracyclines

Les tétracyclines possédent une structure pamfi®ylielles sont formées de 4 cycles
accoles sur lesquels sont fixées diverses chamtésales(Figure N°11). Ces antibiotiques
inhibent la synthese protéique en empéchant Isoliade I'aminoacyl-ARNt a la sous unité 30S
du ribosome bactérien. Ce sont des composés lmmttgiques a trés large spectre. Néanmoins,

leur usage est aujourd'hui limité par I'émergereeédistancegPrescottet al .,2007)

Figure N°11.Structure des tétracyclinéBrescottet al.,2007).
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e Structure et mode d'action phenicoles

Ce sont des dérives de l'acide dichloroacetiquetepo aussi d’un phényle substitué. Le
plus connu est le chloramphenidfliigure N° 12) Comme les macrolides , les phenicoles se
fixent & la sous unite 50S du ribosome bactérieninhibent la synthese des protéines en

empéchant la réaction de transpeptidafrescottetal ., 2007)

CLCH” YO

Figure N°12: Structure de Chloramphenigdtrescottetal ., 2007)

sLincosamides
Strepltogramins
*Everninomycins
*Oxazolidinones
_*Lincosamides

50S

{ ‘ *Macrolides

2o

*Aminoglycosides

I
’ k?‘\i‘.‘.'f;‘l‘-“li":m—_
-:-“:;ﬁm < . o
~“"1$3 Inhibition de la synthése protéique

o7

p
P

e 0

S

Bactéries a Granpositif 4 Bactéries a Gram négatif

Figure N° 13 : Principaux antibiotiques inhibiteurs des synthéses
protéiguegWalsh et al .,2001).
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[1.3.1.2.3. Antibiotiques inhibant la synthése des acides nudbfues

La structure des acides nucléiques bactériens mgicoes (ADN ou ARN) ne présente
aucune particularité. Par conséquent, les antthie qui agissent a ce niveau sont toxiques pour

toutes les cellules. Parmi ces antibiotiques e gstinguer(Figure N° 14):

* Les quinolones qui agissent sur les enzyméglant la conformation de I'ADN
telle que les topoisomérases (essentiellementN'Abrase) .L'arrét de l'activité de ces enzymes

bloque tout changement de conformation en toutthegg Smaoui, 2010).
* Novobiocine (glycoside) qui inhibe la réplicatioa BADN.

* La rifamycine (ansamycine) qui plegla synthése de 'ARNm par inhibition de
I’ARN polymérase bactérienrn&ieser & al ., 2000 ; Tortoraet al.,2003)

: ___ @%@t‘% I

Inhibition de la synthese de I’'ADN et de I'AF

= i
Bacterles a Gram posi % Bacterles a Gram nége

DS, gorate Hh].n. palymerase

RPday

Figure N° 14 :Principaux antibiotiques inhibiteurs de la synthésg acides nucléiques

(Walsh et al.,2001)
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11.3.1.2.4. Action sur les métabolismes intermédiaires

Dans cette classe on peut cit@Figure N°15):

* Sulfamides analogue structurauX'aldde para-aminoben-oique, inhibe l'action de la
dihydrofolate synthétase.

* Triméthopirime inhibe I'action tkedihydrofolate réductagézéle, 2002).

Acide p-aminobenzoique
+

dihydroptéridine

l<——Squamides

Acide dihydrofolique

ld——Triméthoprime

Acide tétrahydrofolique

(‘acide folinique )

cofacteur nécessairla synthése des
purines, delymidine et de
quelg@esdes amines

Figure N°15:Principaux antibiotique inhibiteurs des métaboism
intermédiairegAzéle, 2002).

11.3.1.2.5. Action sur la membrane cytoplasmique

L’exemple type est celui des polymixines. Ces aoti(pues agissent a la maniere des
détergents cationiques sur les bicouches lipidigle=s membranes biologiques. Interagissant
avec la partie anionique du lipide A (endotoxine)lad membrane externe des bactéries Gram-,
les polymixines sont transférées jusqu’a hautedadeembrane cytoplasmigue et en perturbent
les fonctions de perméabilité. Le Ca++ et le Mg+itagonisent leur activité. Leur action est
bactéricidg(Yala etal ., 2001).
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11.3.1.2.6. Antibiotiques antifongiques

Ces substances sont inactives sur les bactéries affie un spectre antifongiq!
caractéristique. LeStreptomyceproduisent les poly#s qui possedent un cycle lact« c’est
pourquoi on parle aussi d& macrolides polyenique®, la nystatine(Figure N°16) est la
molécule la plus connue qui agit sur la membraneptgsmique fongiqu(Prescott et al .,
2007).

(Figure N° 16) : Structure de la nystatini@rescottetal ., 2007).
11.3.1.3 La résistance aux antibiotiques

La connaissance du mode d’action des antibiotiquesi@stssaire a la compréhens
des mécanismes de résista La résistance bactérienne a un antibiotique estigihe
génétique. Les genes de résistance se trouvent desit le chromosome (résistal
chromosomique), soit dans élément mobile, comme les plasmides, les élénensposable
ou les intégrons (résistance extra chromosomidiee)ésistance peut étre soit naturelle,
acquisgSylvie, 2009).

[1.3.1.3.1La résistance naturelle

La résistance nature est un caractere présent chez toutes les souchagemant a
méme espéce. On peut citer, a titre d’exempleéigistances naturelles des entérobactéries
Pseudomonaaux macrolides, des bactéries a Gr— a la pénicillineet a la vancomycine, di
bactéries a Gram + a la colimycine, et des strgpioes aux aminosides. Ce type de résist
est détecté des les premiéres études réaliséedafii@éterminer I'activité d’un antibiotique

contribue a définir son spectre anctérien (Yala etal .,2001) .
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11.3.1.3.2 La résistance acquise

C'est l'acquisition de nouveaux genes capablesedére la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe, d’antibiotiques. Caveau gene peut étre obtenu soit par mutation
au niveau du chromosome qui est un phénomene odrel’acquisition de genes par un autre

micro-organisme (mécanisme le plus fréequévigla etal ., 2001).
[1.3.1.3.2.1 Mutation chromosomique spontanée

La mutation chromosomique spontanée constitue upangme de résistance aux

antibiotiques chez environ 10 a 20 % des bactéries.

Les génes de résistance se situent alors dansdmebome de la bactérie. Une mutation
n'affecte qu’un caractere, et la résistance ne @mecgénéralement qu’un antibiotique ou qu’une
famille d’antibiotiques ayant le méme mécanismectit. L'utilisation d’une association de
deux ou de plusieurs antibiotiques semble pouvi@wvenir 'émergence de mutants résistants.
Par exemple, la résistance a la rifampicine et @uwirolones résulte toujours d’'une mutation
(Sylvie, 2009).

11.3.1.3.2.2 Acquisition de genes de résistance pan autre organisme

La résistance bactérienne par acquisition d’infairomagénétique exogene représente la
majorité des cas isoles en clinique et s’obserasichien chez les bactéries a gram positif qu'a
gram négatif. L’acquisition de nouveau matériel @i&ue peut se faire soit par échange direct
de matériel chromosomique, soit par échange d’élé&maobiles. Dans ce dernier cas, les genes
de résistance se trouvent dans un fragment d’ADdébian situé a I'extérieur et sur certains
éléments mobiles du chromosome, tels les plasmitiette forme de résistance est transférable

d’'une bactérie a I'autre et méme a des bactéeriespéces different€Sylvie, 2009).

11.3.1.4. Mécanismes de régulation de la productiod’antibiotiques chez les

actinomycetes

La production microbienne de métabolites seconda&ise geénéralement influencée et
connectée au métabolisme primaire de la souchaiptick. Les métabolites intermédiaires a
l'issue du meétabolisme primaire servent de précuss@our la synthese de ces métabolites
secondaires bioactifs. Le niveau de productionngdésbolites secondaires, notamment chez les

actinomycetes , dépend a la fois de la quantitgréleurseurs disponibles et du niveau d’activité
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des enzymes de la voie de biosynthése. Ces deurdede régulation du métabolisme
secondaire sont influencés par de nombreux paramégntre autres nutritionnelles et

physicochimiques et sont contrdlés par des mécasisia régulation particulie¢(Strub, 2008).

11.3.1.4.1. Influence des sources nutritionnellesus la production des antibiotiques par les

actinomycetes

La nature et la concentration de certains compadags le milieu de culture ont un effet
éminent sur la production des métabolites secoesliologiquement actifs entre autres chez les
actinomycetesStrub, 2008.

Parmi les sources nutritionnelles, les sources a@d®one, d’azote et de phosphate
affectant fortement cette production. L'épuisemelet ces sources nutritionnelles pourrait
déclencher [linitiation de la synthese d’antibioig en permettant de lever la régulation

négative exercée par ces nutrimgMartin et Demain, 1980).
11.3.1.4.2. Influence des sources carbonées surgeaoduction des antibiotiques

Pour la plupart des microorganismes producteunstithiatiques, une source de carbone
rapidement assimilable exerce une action négativéasbiosynthese (répression catabolique ou
« effet glucosex»{Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990).

La production spécifique de métabolites secondai@gere souvent meilleure sur une
source de carbone complexe, plus difficilement bwtsable comme les polysaccharides
(amidon, dextrines et les oligosaccharides quaisarsource de carbone rapidement assimilable
telle que le glucose ou le glycérflebrihi et al .,1988 ; Lounéset al.,1995).

11.3.1.4.3. Influence des sources azotées sur leoduction des antibiotiques

La forme sous laquelle I'azote est apporté auxucest influe sur les rendements. Les ions
ammonium exercent un effet négatif sur la productitantibiotiques chez les actinomycetes,
cela se traduit par un effet de la concentratiaimdsubstrat naturel approprié ou sous forme

d’acides aminés lentement métabolisés
11.3.1.4.4.Influence des sources de phosphate sarproduction des antibiotiques

Si la croissance des micro-organismes réclame al@seotrations en phosphate variant
entre 0,3 et 300 M, la synthese de trés nombreuwabulites secondaires est inhibée par des
concentrations trop élevékearpent et Larpent-Gourgaud, 1990). Le phosphate inorganique
inhibe la synthése des antibiotiques, chez les@uiycétes. Non seulement le phosphate affecte
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le niveau de production des antibiotiques et léssges de formation mais il peut aussi retarder
le délai d’initiation de la synthéese des métabslgecondairefGershet al .,1979 ; Deklevaet
al .; 1985).

11.3.1.4.5. Effet du pH, de la température et dugmps d’incubation

Les conditions de culture comme le pH, la tempéeagt le temps d’incubation affectant
enormément la production des métabolites secorsd@raaoui, 2010).Depuis longtemps, il a
eté démontré linfluence du pH sur la production mlasieurs métabolites organiques du
métabolisme secondaire. Ch&treptomyces aureofacienke changement de pH pendant le
procédé de fermentation peut induire des modificatide I'équilibre entre la production du
chlorotétracycline et de la tétracycline dans ldiemide culture ; un pH acide favorise la
production de chlorotétracycline et un pH basicafise la sécrétion de tétracycliffesanza-
Ternuel et al .,1997).

Concernant la température, la sou@teeptomyce88T-408 posseéde une gamme assez
large de température de croissance, entre 20 éC4évec un optimum a 30 °C. La gamme
correspondante pour la production de I'antibiotiguadykétide est variable d’'une espece a une
autre. En effet, pour la souche 8eeptomyce$N 58, la production de biomolécules commence
aprés 60 heures d’incubation pour atteindre un mamxi aprés 72 heures. Elle reste stable
jusqu’'a 80 heures puis elle décroit progressivenpentr disparaitre a partir de 120 heures
(Mellouli et al .,2004).

11.3.1.5. Application des antibiotiques issus des@inomycetes

Si les antibiotiques issus des actinomycetes somtws d’abord pour leurs applications
médicales, ils présentent un intérét significatiinsl les domaines de la santé animale, de
I'élevage et de I'agriculturéBerdy, 2005).

11.3.1.5.1. En santé humaine

Parmi les nombreux antibactériens issus d’Actinagsg, on peut citer comme exemple :
- Les gentamicines produites pdicromonospora spp Administrées par voie
parentérales pour traiter des infections séverggeenes a Gram-négatif.
- La rifampicine, un dérivé de larificine produite palocardia mediterranegi

utilisée dans le traitement de la tuberculose.

43



Métabolisme d'actinomyceéte Synthese bibliographique

Outre les antibactériens, l'activité de ces molésupeut s’exercer vis-a-vis des
champignons. L’antifongique le plus exploité enrdp@utique est la nystamine, un tetraene
extrait de culture d8. nourse{Ouhdouch, 2001).

L’antiparasitaire bien connu est la spiramycine, mmacrolide antibactérien d&.

ambofaciensefficace dans le traitement de la toxoplasnfbseet, 1960).

L’antivirus qu’on peut mentionner est la 9-Z-araijuranosyladine d8.antibiticus
synthétisé par voie chimique et actif sur le vided’herpeqNinet, 1960).
Plusieurs anthracyclines et quinones dont |la dadmcine deS. coeruleorubidisont

utilisés dans le traitement de plusieurs typesaieer, dont les leucémies en particulier.
[1.3.1.5.2. En santé animale et élevage :

Les antibiotiques issus des Actinomycetes sorsésilen élevage comme adjuvants pour
I'alimentation animale en stimulant la croissantereaméliorant le rendement alimentaire ou en
protégeant les jeunes en début d’élevage. C'esidades bambermycines utilisées chez le porc
et les volailles.

Les antibiotiques sont aussi largement utilisésnédecine vétérinaire, comme l'ivermectine
produite paiStreptomyces avermitiligjui est un anthelminthique (contre les nématatiez les
animaux)(Stapley et Woodruff, 1982).

[1.3.1.5.3. En agriculture :

Les activités des antibiotiques destinés a l'adfice s’étendent a  différents domaines
comme le contrble des maladies des végétaux (ingkxd, herbicides et régulateurs du
métabolisme végétal). La blasticidine S est ungauisfongicide de type nucléotidique, connue
pour son activité supiricularia oryzae pathogene chez le rifpemain, 1995).

11.3.2. Les actinomycetes producteurs d’enzymes de biodégtation

Deux des propriétés les plus significatives desnactycetes sont leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers et dptitude a synthétiser de tres nombreux
métabolites bioactifs, parmi lesquels les enzymasapres les antibiotiques sont les produits les
plus importants des actinomycetes L’action des mm@sydu catabolisme conduit a la dégradation
des nutriments et sources d’énergie plus ou maingtexegLopes etal., 1999).
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[1.3.2.1. Enzymes de biodégradation des composéganiques naturels

Les actinomycetes sont des microorganismes sapmmhyui jouent un rdle dans la
dégradation de la matiere organique naturelle Bt do role dans le recyclage des biopolymeres
complexes comme la cellulose, la lignocellulose péxtine et le xylane par la production
d’enzymes extracellulaires qui sont d’'une imporean@jeur dans l'industri@ableau N°7).

La dégradation de ces biopolymeres par les enzymees étre le résultat d’'un mécanisme

radicalaire(oxydation biologique)ou d’'un changement chimigyeydrolyse biologique)

Dans le cas de I'oxydation biologique, les enzymgegjissent directement avec 'O2 comme
les cytochromoxidasesqui sont des enzymes actives dans la chaine raspraLa plupart du
temps, I'oxygene est incorporé directement au sabgtas desxygénases Parfois, il joue le

réle d’'un accepteur d’hydrogene (cas des oxydd&dsndra et Rustgi,1998).

Quant a 'hydrolyse biologique, lggotéasescatalyses I'hydrolyse des protéines en acides
aminés. Les polysaccharides, par exemple les amjidmnt dégradés enzymatiquement pour
libérer des sucrg®ierckx et Dewettink, 2002 ; Raletet al., 2002).

[1.3.2.2.Enzymes de biodégradation des composés organiquessynthése

Les capacités biodégradatrices des actinomycéetse hmitent pas seulement aux composés
organiques naturels mais concernent également dlestrats organiques plus difficiles a
dégrader car peu solubles dans 'eau. Il s’agitld@socarbures (chaines hydrocarbonées), de

phénols et d’autres composés récalcitrakim(ra et Urushigawa, 2001 ; Lin et al .,2005).

Le principal mécanisme enzymatique pour l'assingfaet/ou la détoxification de substrats
organiques peu dégradables est I'oxydation enzguati par les monoxygénasesou
dioxygénasesil y a formation de groupes polaires qui permdt@augmenter la solubilité de
nombreux substrats organiques peu soluble dans Iggdrocarbures ou hydrocarbures
aromatiques polycycliques) et de facilité ainsr lassimilation(Cerniglia, 1992 ; Pelmont,

1993 ; Bossert et Kosson, 1997 ’est également, le mécanisme de biodégradation des
composeés nitroaromatiquélishino and Spain, 1997kt des substrats organochlorés tels que
les chlorobiphényl$PCB) (Focht, 1997.

Pour ces derniers, la déchlorination bactérienéag alémontrée en condition anaérobie avec

formation de métabolites facilement biodégradatdasaérobiose. Il existe actuellement un
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certain nombre de travaux qui s'intéressent a daliption informatisée de la biodégradabilité a
partir des réactions connues de biodégradat®ollag, 1974 ; Niemi and Veith, 1989)
(Tableau N°10).

Tableau N°10 :Exemples d’enzymes employées dans différents sadtedustrieldKirk et al

., 2005).
Secteur industriel ou o
Classe d'utilisation Enzyme Application
Industrie des -Cellulase -Nettoyage, clarification des couleurs.
détergents -Amylase -Enlevement des taches d’amidon
-Protéase - Enlevement des taches protéiques
-Lipase -Enlevement des taches des graisses
, - Dépectinisation, Clarification des
- Pectinase _
Industrie des boissons jus, broyage.
- Amylase - Traitement des jus

-Pectine méthyl esterase -Affermissement de produits a base de fruits.

Produits laitiers -Protéase -Lait caillé.
- Lipase - Aromes des fromages
Industrie textile - Cellulase -Assouplissement du coton
-Pectate lyase -Lessivage
-Cellulase - Désencrage, améliorant de
Pate a papier drainage,Modification de la fibre.
- Xylanase - Augmentation du blanchiment
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II.4 .Caractéristigues des microorganismes testés :

Caractéristiques des souches testées sont résumséedableau suivant :

Tableau N°11Caractéristiques des souches testées

Souches

Caractéristigues des souches

Maladies causées

Staphylococcus
aureus
(ATCC 25923)
Figure N°17

Cocci, Gram +, groupe en amas (form
grappe de raisin), aéro-anaérobie
facultatifs, sporulé, non capsule,
immobile, catalase +, oxydase -
(Camille, 2007).

eDues a l'ingestion d'entérotoxine
préformées dans l'aliment :
Abces yomissements, diarrhées,
hypotension, déshydratation et
absence de fievigCamille, 2007).

Escherichia coli
(ATCC 25922)
Figure N°18

Bacille, Gram -, mobile, aéro-anaérob
facultatifs, parfois capsulé, capable de
fermenter le lactose et produire de
I'indole (Jacques, 2001).

ie Gastro-entérite, diarrhée,

» - Infections urinaires,
- Méningites septicémigJacques,
2001).

Bacillus subtilis
(ATCC10876)
Figure N°19

Cocci ou batonnet, Gram +, sporulé,
catalase +, mobile, aérobie stricte
ubiquitaire, produisant des acides a
partir des glucides avec nitrates
(Camille, 2007).

- Méningites, otite, ,
- Infection urinaires, bactériémie,
- Pneumonie, endocardite,

panophtalmie(Camille, 2007).

L. monocytogene
(ATCC 25922)

Figure N° 20

sBacille, Gram+, mobile, non sporulé,

anaerobie facultatifs, ubiquitaire
(Nassif, 2003).

non capsulé, catalase +, oxydase - aer

- Septicémie,

.- Méningites,
“~"Méningo-encéphalite@dNassif,
2003).

p. aeruginosa
(ATCC 27853)
Figure N°21

Bacille, Gram-, mobile, aérobies strict
oxydase positif Flandrois, 2002)
Ubiquitaire, parfois entouré d'une
pseudo-capsule appelés slifAeril et
al ., 2000).

s; Infection cutanées, endocardite,
- Septicémie, Infection
nosocomiales chez les personnes

fragilisées (Camille , 2007) .
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Figure N°17: Staphylococcus aure vue au microscope électroniget coloré

artificiellement(Camille, 2007).

Figure N° 18 :Escherichia colvue au microscopélectroniqu et coloré
artificiellement(Camille, 2007).

Figure N° 19: Bacillus subtili vue au microscope électronique et col
artificiellement(Camille, 2007).
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Figure N°20 : Listeria monocytogen vue au microscope électronique et colc
Artificiellement (Camille, 2007).

Figure N°21: Pseudomonas aeruging, vue au microscope électronique et colorée

artificiellement(Camille, 2007).
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Matériels et méthodes Partie expérirza

[1l.1. Objectif

L'objectif principal de notre travail consistela recherche de la nature biochimique de la
molécule bioactive secrétée par des actinomycétémmiquée dans I'inhibition de certaines
bactéries pathogene. La réalisation de ce but séeesine revivification des souches

d’actinomycetes préalablement pré identifiées et pour leur pouvoir antibactérien.

Les molécules bioactives des actinomycetes songéesrale, des métabolites secondaires qui
nécessitent le lancement d'une fermentation powupérer une quantité suffisante a la
réalisation des différents tests de caractérisatiaas substances bioactives doit subir une

extraction avec le solvant et la technique adéquate

La caractérisation de la molécule va se déroules dm ordre chronologique qui permet de

choisir les meilleures techniques de séparatiae d¢identification a savoir :

» Le spectre UV-Visible de I'extrait brut pour le ¢hale systeme de séparation adéquat ;

* Une CCM pour la séparation de differents composes/’ektrait brut obtenus par
fermentation ;

* Une bioautographie des produits de la CCM pourrdéter le composé bioactif ;

o L'utilisation de difféerentes techniques chromatqingues et spectroscopiques
disponibles afin de déterminer les caractéristige#eu la structure de la molécule

bioactive.
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Ce travail a été realisé aux laboratoires pédagegicde l'université Dr. MOULAY
TAHAR —Saida, Faculté des sciences Départementialegie, pendant la période allant de

février a mai 2015.

Les souches d'actinomycetes servant d'objet decailtont été isolées d'échantillons de sols
arides de la région d’Ain Loarak, Sebkha de Bougtokl Bayadh, dans des travaux antérieurs
(Naimi, 2014)

l1l.2. Revivification des souches d’actinomycetes

Les souches d’actinomycétéa6, Al4, A16, A18, A19, A20, A26, A32)conservées sur
gélose inclinée GLM et Bennett, sont ensemencées g mémes milieux (GLM et Bennett)
(annexe). Les boites sont incubées a 28 °C perdajours.

[11.2.1. vérification de la pureté des souches :

Dans un premier temps, les colonies d’actinomycétms repérées d'aprés leur aspect
macroscopiquecaractéristique (colonies dures incrustées damgllase). Puis par leur aspect
microscopique (colonies circulaires constituées d’hyphes), passeobation directe sous

microscope optique (Gx 10).
[11.2.1.1. Macromorphologie et caractéeres culturaux

Ces caracteres sont détermines sur les milBennett et GLM. Les milieux sont stérilisés
et répartis en boites de Pétri qui sont incubéels 2428° C avant leur utilisation. Apres 7, 14 et
21 jours d'incubation, l'importance de la croiseade chaque souche, le développement et la
pigmentation du mycélium aérien et de substrat (@oks colonie) sont déterminés.

S'il y a production de pigments diffusiblde couleurs différentes, autre que la couleur
brun-noir caractéristique des pigments meélanoidespuleur est notéshirling et Gottlieb,
1966).

[11.2.1.2.Micromorphologie

a). Observation au faible grossissement
Une colonie entiere est placée sur une lamealestér apres élimination du maximum
d’Agar, elle est légerement écrasée avec une lanatllobservée sous microscope optique
(Gx40) Suzuki, 2001).
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b). Observation au fort grossissement

Est une observation au microscope optique (GxHjdEs coloration de Gram. La coloration
de Gram est une double coloration qui permet ddéreneh évidence les propriétés de la paroi
bactérienne et d'utiliser ces propriétés pour lsnguer et les classifier. Son avantage est de
donner une information rapide sur les bactériesgmes dans un produit ou un milieu tant sur le

type que sur la forme.

La procédure de cette coloration
v Préparer et fixer sur une lame un frottis bactéaiém flamme d'un bec bunsen ;
v Coloration par violet de gentiane ou cristal vialedissez agir de 30 secondes a 1
min.
Rincez a I'eau distillée ;
v" Mordancage au lugol (solution d'iode iode-iodurgeehdant 1 min. puis rincage a
l'eau distillé .
v' Décoloration par I'alcool pendant 80rincé a l'eau ;
v Recoloration a la fuschine pendant 1 min, rincatyead puis séchage ;
v" Observation avec une goutte d'huile a immersioraiibj100 (Gx100)
Le mécanisme de cette coloration est connu. Leetvate gentiane se fixe sur des
composants cytoplasmiques et apres ce temps deatiofy toutes les bactéries sont

violettes. Chez les bactéries a Gram -, la paiaige en lipides, laisse passer I'alcool qui

Décolore le cytoplasme alors que, chez les basté&i€&ram +, la paroi constitue une barriére

impermeéable a 'alcool et le cytoplasme demeureréoén viole{Camille, 2007).
[11.3. conservation des souches d’actinomyceétes

Les colonies d’actinomyceétes sur lesxdailieux Bennett et GLMpures, numérotées, sont

conservees selon déférentes methodes :
-Conservation en gélose inclinée a 4 °C sapmeubation de 21jours a 28°C un repiquage est

effectué tous les deux mdslilali et al ., 2002).

- A la congélation a —20 °C apres culture liqueteen présence du glycérol (20 %, v/v)
utilisé comme cryo-protécteur pour une durée pagle.

- Les tubes contenant des cultures en gélose éabnr milieu GLM sont remplis de L’huile
de paraffine, cette technique permet une bonneecaeaition, aussi longue que celle de la congélation
(Boudemagh, 2007).
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l1l.4.Confirmation de l'identité et de la pureté des souches indicatrices

Les souches ont été ramenées gracieusement parenndtiala .N de la Wilaya de Tlemcen
(Souches de référengdslles sont identifiées au niveau de laboratoird’ul@iversité Moulay
Tahar de Saida par déférentes méthodes.

[11.4.1.0bservation macroscopique

La confirmation de la forme et la couleur dedquabactérie.
[11.4.2.0bservation microscopique

Observation sous microscope optique apres umeatmn de Gram pour chaque bactérie.
[11.4.3 .Teste biochimique

Parmi ces tests on a réalisé lé descatalase (la dégradation deOken HO et

oxygéne qui se manifeste par un dégagement gdgamille, 2007).

Catalase
21D, » H,O + O

[11.4.4. Test d’antibiogramme

La résistance aux antibiotiques a été déterminédapeméthode de diffusion des disques

(Bio-Rad, France). Un inoculum de®10FC/ml a été préparé pour chaque souche bactétienn

Les souches bactérienneS .AureusL.monocytogenesB.subtilis, E.coli, p. aeruginosa).
Sont ensemencées en surface sur le milieu MulletoHi Les antibiotiques (Code, charge du
disque) utilisés pendant le test de sensibilité séimikacine (AK, 30ug/ml), Streptomycine (S,
10pg/ml), Erythromycine (E, 15ug/ml), Kanamycine, (BOug/ml), Tobramycine (TOB, 10
png/ml), Clindamycine (DA, 2pg/ml), Ampicilline (AMLOug/ml) sont déposeés sur la surface de
la culture. La lecture est effectuée apres 18- @4rds d'incubation a 37°CElazhari et al.,
2010).

53



Matériels et méthodes Partie expérirza

[11.5. Recherche de l'activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des souches d’actinortggésolés est recherchée contre des
bactéries testes qui ont été ramenées gracieusgameMr Hala .N de (laboratoire antibiotique
antifongique : physico-chimie synthése et actibitdogique département de biologie faculté de
science de la terre et de la vie des sciencestderéaet de I'univers université de Tlemcen).

Elles sont constituées de bactérie a Gram pogiifaphylococcus aureuBTCC 25923,
Listeria monocytogeneATCC15313,Bacillus subtilisATCC10876). Et aussi des bactéries a
Gram négatif&€scherichia colATCC 25922 p. aeruginoséATCC 27853). (Tableau N° 11).

[11.5.1. Revivification des bactéries testes

Chaque bactéries teste est revivifiee dans 9ml aellbn nutritif puis incubée a 37°C
pendant 18 a 24 heures. La turbidité du bouillotritifuindique le développement de souches
cultivées.

A partir des cultures préparées précédemmentsdeshes sont repiquées. Pour chaque
souche, une ansée de cette culture est ensemensé®es sur une boite de Pétri contenant du
milieu gélose nutritif solide. Les cultures sontubées dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24
heures afin d’obtenir des colonies jeunes et isqi&adriambololona, 2010).

[11.5.1.1. Préparation des inocula des bactérgetests

A partir d'une culture de 18h sur gélose titifGN) une suspension de chaque bactéries-
testes en eau physiologie (0.9 % NaCl) est préparée

La densité cellulaire de chaque suspensiordibation dans I'eau physiologique stérile et
en comparaison avec la solution 0,5 McFarland (@eresité optique égale a 650nm) de facon a
obtenir une concentration finale de®10FC/ ml aprés incorporation dans le milieu Mueller
Hinton (Cavalla et Eberlin, 1994).

[11.5.2. Méthodes des cylindres d'agar

Les souches d’actinomycetes sont ensemenceéesien strrées a la surface des milieux
Bennett, GLM. Apres 14 jours incubation a 28°C, dg@sdres d’agar de 6 mm de diametre sont
prélevés, déposés a la surface du milieu Muelletdfi (Annexe) préalablement ensemencé par
ecouvillonnage avec les bactéries tests. Les bdige®étri portant les cylindres d’Agar sont

placées a 4 °C pendant 4 heures pour permettreraurdiffusion des substances bioactives
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élaborées par les souches contréles, puis incib8és'C pendant 18 a 24 heures. Les diamétres

sont alors mesuré®etrosyan etal ., 2003).
l11.6. Production et extraction de métabolites secadaires

[11.6.1.Extraction a partir du milieu solide

Les souches étudiées sont ensemencées en strissssaur milieu AF. Apres incubation
a 28°C pendant 8 a 14jours, la gélose est fragmmemiés reparti dans des flacons stériles
contenant 25 ml du solvant méthanol, Les flacomg sasuite laissés a température ambiante
pendant 2 heures. Avec agitation vigoureuse. kémies sont filtrés en éliminant les cellules
vivantes et récuperes par centrifugation a 110p8rglant 10 mn puis testes par la technique des
disquegBoughachiche, 2012).

[11.6.2. Technique des disques

Les extraits organiques du surnageant et du mynéhinsi que les extraits organiques
obtenus a partir des milieux géloses sont testesqite technique. 28l a une concentration de
50mg/ml sont déposes par fractions sur des disdgigapier Whatman N°3 (6 mm de diamétre)
stériles et sont séches pendant 15 minutes dangtume a 37°C. Les disques sont, ensuite,
déposes sur Mueller-Hinton préalablement ensemermé&x les souches-test qui sont
Staphylococcus aureuATTC 25923), Escherichiacoli (ATTC 25922), Bacillus subtilis
(ATCC10876), L. monocytogene@TTC 25922).

Des disques témoins, imprégnes de solvants puéhémol) et seches dans les mémes
conditions, sont également testes. Les boites isonbées a 37°C aprés une pré-diffusion de
deux heures a +4°C. La mesure des diametres diiidmlest effectuée apres 24 a 48 heures

d’'incubation(Barry et al ., 1970).
[11.7. Caractérisation de la molécule bioactive

[11.7.1. Etude du spectre UV-Visible

Tout les extraits actifs (présentant une activitdibactérienne) sont solubilisés dans le
méthanol. Le spectre d’absorption de ces extraitslumiere UV-Visible entre des longueurs

d’ondes allant de 200 a 600 nm, a été effectuétiisant un spectrophotométre. Les résultats
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sont présentés sous forme de graphes en valeupsod®nce en fonction des différentes
longueurs d’ondefHacéne efal ., 1994 ; Lemriss egl., 2003).

111.7.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)
Principe

La CCM repose principalement sur des phénomeéndssarption, la phase mobile est un
solvant ou un mélange de solvants, qui progressdohg d’'une phase stationnaire fixée sur une
plaque de verre ou sur une feuille en plastiqueenualuminium. Chaque composant de
I'échantillon se déplace a sa propre vitesse dert&front du solvant. Chaque tache détectée ou
révélée est caractéerisée par sa référence frodtalaée par la relation suivanf@anderath,
1971 ; Vernin, 1970). (Andriambololona, 2010).

Rf: Référence frontale.
Rf _—;{ X : Distance parcourue par le produit

: Distance parcourue par le solvant

Mode opératoire

Dix microlitres de chaque extrait méthanolique gesches actinomycétales A6, Al4, Al6,
Al18, A19, A20, A26, A32 sont déposés a l'aide d'umiero seringue sur des plaques de CCM
en plastique (20 x 20 cm) préalablement étaléesusparcouche mince de gel de silice GF254
(Merck). Ces plaques sont ensuite maintenues aericdans des cuves de CCM contenant les
systémes de solvants suivants :

» Toluene-acétone (6 :4)

Toluene- acide acétique (8 :2)
N-butanol-acide acétique eau (3:1:1)
Acétate d’éthyle- méthanol (6 :4)

Toluene- méthanol (5 :3Boughachiche, 2012).

Déchlorométhane —méthanol (8,An@driambololona, 2010).

YV V V VYV V

La chromatographie est arrétée lorsque le frorgalvant a parcouru une distance a partir du
point de dépbt. Apres élimination du solvant, lasomatogrammes sont observes sous lumiere
UV (A = 254 et 365 nm(Boughachiche, 2012).
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Préparation de la plague

Une ligne de dépdt des extraits est tracée a endicen du bord inférieur de la plaque. Puis
les échantillons en solution sont déposés sousefatentrait sur la ligne de dépdt a I'aide d’'un
capillaire. lls sont espacés de 1cm. Les dépoOtsssmiés immédiatement puis vérifiés sous UV
pour s'assurer que la quantité déposée est bifisante Figure N° 22)

» Saturation de la cuve
Le systeme de solvants est versé dans la cuvediiesiavant I'élution. Ceci a pour effet de

saturer I'atmosphére de la cuve.

» Développement du chromatogramme

La plaque est placée en position presque vertidales la cuve contenant le solvant de
chromatographie, puis la cuve est fermée et leasblmigre par capillarité vers le haut le long de
la plaque. Lorsque le front de solvant se trouvandron 1cm de I'extrémité supérieure de la

ORGP

plaque, cette derniere est retirée de la cuveckiéséa I'aide d’'un séchoir.

> Révélation

La plaque est d’abord observée sous lumiere UMaugueurs d’'onde 254nm et 365nm. Les
produits qui absorbent les UV apparaissent sousdate taches sombres.

Les chromatogrammes sont révélés par pulvérisatiola plague a la vanilline sulfurique
(H2SOy), la ninhydrine, et les cristaux d'iode (les malés bioactives se colorent en brun).
Tableau N°12.
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Tableau N°12: Représente la Préparation des révélateurs ch@ride la chromatographie

sur couche mince.

Révélateur Mode préparatoire Molécules Conditions de | Références
chimique chimiques révélation
réevélées
3 % vanilline, 1,5 % acide
Vanilline sulfurique, éthanol a 95 %  Les éthers 110 °C pendant Geshvaet
3-5min al., 2004

Exemple : Préparation
d’une solution de 0,3%de| Molécules portant 80°C pendant | Lietal.,
Ninhydrine | ninhydrine. des résidus

amines (primaires 3-5min 2006
0,3% ninhydrine, 100 m| et secondaire)
n-butanol.
Une cuve en verre
hermétique Juste a Parsons et
Cristaux Préalablement saturée par Les lipides 'apparition des| pattons,
d’iode les taches jaunes- 1967
vapeurs des cristaux marron
d’iodes
lcm
—
Front de migration I lem
> A
Plaque
chromatogrammgd

»

L

18cm
Sens de migratio

2 = ]

B N s
N

R BEEEEEE T e e R R EEEE
(3]

e =L et REEEEE

Du solvant T
|
3 ' 8
Zone de dépét—p> - = o N
I lcm
<+—> < > 4>
0,5cm 10 cm 0,5cm

Figure N° 22 :Schéma du développement des fractions sur la plde@GCM.
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[11.7.3.Bioautographie des molécules bioactives

L’activité de chaque spot obtenu aprés migratidnappréeciée par un test antibactérien des
portions de plaque de CCM. Le mode opératoire @snéme que celui de la technique de
diffusion sur gélose mais au lieu d’employer desqdes de 6mm imprégnés de l'extrait, on
utilise directement les portions de plaque de C@kdriambololona, 2010).

Les chromatogrammes sont alors déposés délicatemémtsurface de la gélose Mueller
Hinton préalablement ensemencé avec les bactdastes. Apres pré-diffusion 2 heures a 4°C,
et les boite sont incubées a 37°C pendant 24helugsszones d’inhibitions ont été notées apres
24 heures d’'incubatio(Kitouni, 2007).

[11.7.4. Chromatographie phase gazeuse (CPG)

Identification des métabolites secondaires a étlisée par une analyse par CPG en utilisant
la méthode d&halvati et al. Avec quelques modifications. Vingt ml de I'extraiut exempt de
cellules a été meélangée avec une combinaison atacdtethyle / méthanol (1: 1) dans une
ampoule a décanter et agité énergiquement par sseppendant 30 min et laissé au repos sans
perturbation pendant 15 minutes.

La phase organique a été recueillie dans un bémmererre et on concentre a 1 ml. Une
norme (pur) pour les combinaisons d'antibiotiqueitéinjectée dans le CPG pour régler ses
profils de surface de pic et de temps de réterdguivalentes des antibiotiques individuels. Par
la suite, 0,1 ul a été injecté en série a CPG gB®@vlett Packard) en utilisant colonne SE 30
avec spécification (0,25 mm de colonne x30 m, lkguse de I'azote, de débit cinétiquement 22
mL / min, injection en température 220 ° C, I'aécélion et le réflecteur en température 10 ° C /
min, colonne en température initiale 50 ° C, lauterMime-2 min). Le pic des antibiotiques
standards ont été comparées a celles des échastillessaiDavies etal., 2015).
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IV.1. Résultats de la revivification des souches @ttinomycetes

représentatives

Au bout du 9™jour d'incubation & 28°C les actinomycétes appseais et se développent
lentement. Les colonies d'actinomycétes ont éténrages par leur aspect morphologique trés
caractéristiqueElles apparaissent seches, ronde, rugueuses, coloréemmuadhérent a la
gélose Certains d'entre eux présentent seulement un miycéle substrat.

IV.2. Etude morphologique
IV.2.1. Macromorphologie et caracteres culturaux

Les résultats de I'étude macromorphologigt caracteres culturaux des 8 souches sont
résumes dans [@ableau N° 13) (Figure N° 23).

Tableau N° 13 :Résultat de I'étude macromorphologique et carastén#uraux des souches

actives retenues.

Code Milieu de Couleur du Couleur du Pigments diffusibles
des culture M.A M.S
souches
A6 GLM Beige, blanc Beige Beige
Al4 GLM Blanc, Beige Marron Beige, Marron
Al6 GLM Blanc, Marron Beige Marron
Al8 GLM Beige, Gris Marron Beige, Jaune
Al9 Bennett Blanc, Gris Beige Beige,
Beige
A20 Bennett Noir, Marron, Marron, Noir, Brun, Noir
Gris Brun
A26 Bennett Blanc, Beige Beige Beige
A32 Bennett Marron, Beige Beige, Marron Beige
clair

(MA) : Mycélium aérien,(MS) : Mycélium de substrat

Apres ensemencement sur les deux mil@uk et Bennett, les colonies des souches

d’actinomycetes actives apparaissent durant dewrs jd'incubation a 28°C. Au 1éz’inejour la
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majorité des souches donnent des colonies poudreusgranuleuses différentes taille et de
codeurs de mycélium aérien (ble, beige, brun, marron, noir, gris).

L'observation de I'envers de la colonie, permetdééerminer la couleur du mélium du
substrat qui peut étre (marron, beige, blanc, hoim, gris)

Les soucheal16, Al4, A6 apparaissent sous forme dadonies circulaires poudreus
convexes, bossues, a boamsduléset irréguliers de taille moyenne de 4 a 7mm, et eent
fermement au milieu de culture, elles sont diféisib mettre en suspens

Les soucheB18, A20 présentent des colonies a bomtglulés et irrégulierecopaques,
adhérent au milieu de culture.

Les soucheA26 présentent decolonies circulaires, a bordggulieres,clair, de taille
moyenne de 1 a 4 mm adhérent au milieu de cL

Les souche&l9 apparaissent sous formes des colonies, a borddésret irrégulieres
adhérent au milieu de culture.

[ —
|‘ /

Al4 A20

Al8 Al19
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Al6 Az

Figure N°23 : Aspect du mycélium de substrat et du mycélium aésig les deux milieux d¢
souche:Al4, A20, A18, A19, Al16, A26.

IV.2.2. Micromorphologie
IV.2.2.1. Observation au faible grossisseme

Aprés 7 jours d'incubatiordéposées dekmelles sur une lame, puis observées
microscope optique (Gx4dyigure N° 24.
Il apparait que toutes les souches développentyagliam de substrat, de taille moye,
peu ramifies, fragmentgour les souche: A6, Al4, A18, A19, A2de ¢ I'exception A26, A32

ce mycélium se présente sous forme de long filamaenifi€és, norsepté nor spores.

Al18 A6

Figure N° 24 : Observatiordes souches d’actinomyceétes (Gx.
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IV.2.2.2. Résultat de la coloration de Gran :

Al19 Al6

Figure N° 25 : Observation des souchd’actinomycetes (Gx 100) aprés coloration de G

IV.3. Résultat de confirmation de l'identité et de la preté des souche

indicatrices

IV.3.1. L’aspect macroscopiqu

E. coli B. subtilus

L. monocytogenes S.aureus
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P. aeruginosa

Figure N°2€ : L’examen macroscopique de bactéries te

IV. 3.2.Coloration de Gram

Les résultatsont résumés dans les photc-dessous.

E. colGran-)

P. aeruginosgGram-)

dibtilus(Gram +)

'0
r." : ?‘
» &=
o @
Dy
_

S. aureg(@ram+)
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L. monocytogénase
Figure N° 27: Coloration de Gram de bactériestées (Gx10(
IV.3.3. Résultats du test de catala
Letableau N°14 :illustre les résultats du test catalase des souches bacigsieesté

Tableau N° 14 : Résultat de test catalase.

Souche Catalase
E. coli +
P. aeruginosa +
S. aureus +
B. subtilus +
L. monocytogénase +

S. aureus

Figure N° 28 :résultat du test catalase 8eaureus
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IV.3.4.Résultat de I'antibiogramme

Apres 24 heures d’incubation. La sensibilité ester@n évidence par la présence d’une zone
d’inhibition autour des disques d’antibiotiquessbL@sultats sont montrés da(es tableau N°
15).

Tableau N°15: Résultat du test de I'antibiogramme des bacténi@sdtrices.

Gram+ Gram-
Code
Des antibiotiques
B. S. L. E. p.
subtilis aureus | monocytogenes coli aeruginosa
Erythromycine (E15) 11 11 0 0 14
Ampicilline (AM10) 11 19 0 0 12
Streptomycine (S10) 29 35 25 23 15
Tobramycine (TOB10) 15 24 13 14 11

Clindamycine (DA2) 10 17 11 0 25
Amikacine (AK30) 27 35 26 25 19
Kanamycine (K30) 22 33 20 21 18

Toutes les bactéries indicatrices utilisées datie étude ont présentées une résistance vis-a-
vis de I'Erythromycine

Les bactérie®. subtilis, L. monocytogenes, E. atlP. aeruginosant toutes présentés une
résistance a I’Ampicilline avec des diametres deseg d’inhibitions de 11, 0, 0, 12mm
respectivement. Tandis que la souéeaureus grésenté une sensibilité avec un diamétre de

19mm.
Toutes les souches utilisées ont présentés msédie au Streptomycine.

Pour le TobramicineL. monocytogenes, E. cadit P. aeruginosa ont montrés  une
résistance avec des diametres des zones d’infmbitae 13, 14, 11mm respectivement.
Cependant la soucl#® aureusa présenté une sensibilité avec (24mm), alordajusoucheB.

subtilisa montrée un comportement intermédiaire avec ane d'inhibition de 15mm.

B. subtilis, L. monocytogeénes, E. amit présentés une résistance vis-a-vis Clindamy

(DA2) avec des diametres des zones d’inhibitiorl@dell, 0 mm respectivement .Tandis que
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les deux autres souches qui soBt,aureus, p. aeruginosaont montrés une sensibilité avec des

diametres de 17, 25 mm respectivement.

Toutes les bactéries utilisées ont présentés umghdéé vers Amikacine et Kanamycine avec

des zones d'inhibitions supérieures & 17 mm.

Figure N° 29 Résultat du test d’antibiogramme de bactériegatdces.
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IV.4. Résultat de I'activité antibactérienne

Les résultats de l'activité antibactérienne desises d'actinomycetdé®\6, Al4, A16, Al8,
A19, A20, A26, A32)isolées a partir de différents sols sont regrodjaés leableau 16.

IV.4.1. Méthode des cylindres d'agar
IV.4.1.1. Test d'activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est recherchée, parelzhitique des cylindres d'Agatontre

trois bactéries a Gram positif et deux bactéri€sam négativéTableau 16)

Tableau N° 16: Résultat de I'activité antibactérienne des souahastinomycetes contre

les microorganismes cibles déterminée par la méthed cylindres d’agar.

Gram+ Gram-
code B. subtilis S. aureus| L. monocytogenes E. coli aepuginosa
A6 15 15 25 18 0
Al4 30 0 24 0 0
Al16 20 10 16 0 0
Al18 22 20 25 0 0
Al19 38 34 30 20 0
A20 27 28 20 0 0
A26 7 9 14 12 0
A32 7 8 9 11 0

Les résultats montrent que les 8 souches d’actinétayg, sont actives contre au moins deux
bactérie-test. Aucune souche parmi les 8 n’a ptéaare activité contrB. aeruginosa,

Les souche#&\6, A19, A26et A32 présentent un pouvoir inhibiteur contredsli, S. aureus,
L. monocytogenes, B. subtiliandis que les souchdsl6, A18, A20 ne montrent aucune
activité contreE. coliPar contre la souch®l4 possede une activité seulement contresBbtilis

etL. monocytogenes

Les souche#\16, A18 possede une activité conte aureud.. monocytogenes, B. subtilis

avec des zones d'inhibition trés importantes

68



Résultats et interprétatic

La soucheA19 posséde une tres forte acté contrek. coli, S. aureys.. monocytogenes, B.
subtilisavec des zones d'inhibition de 20,34, 30, 38 mpecs/emer

La soucheAl4 posseéde une fortactivité contre L. monocytogenes, B. subtilis ades
zones d’inhibition de 24, 30 r respectivement.

La soucheA20 possede une forte activ contreS. aureus, L. monocytogenes, B. sul avec

des zones d'inhibition de 28, 20, 27 mm respectare.

La soucheA6 posseéde une activ contre B. subtilis, S. aureus,. monocytogen: E. coli

avec des zones d'inhibition 15, 15, 25, 18 mm respectivement.

e Inhibition de Bacillus subtilis (figure N°30)

m B,subtilis

Diamétre des zones
d'inhibition
(mm)

O T T T T T T T 1

A6 Al4 Al6 Al18 Al19 A20 A26 A32
Souches d'actinomycetes

Figure N° 30 :Inhibition deBacillus subtilispar nos isolats d’actinomyce.

Bacillus subtilisétait inhibée pales souche8 testées. La plus grande zone d’inhibition &
observée aux tours de cylindre d’agar de la soA19 avec un diametre (38 mm. Les souches
Al4 et A20 ont données des zones d’inhibition d’'un diaméty@éseur de25 mm. Tandis que
les souche$\6, A16 et A18 oni données des zones allant de 15 & 22 bavaleur la plus faibl

a été obtenue par la souch2e et A32 (7mm).
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* Inhibition de S. aureu: (figure N°31)

B S. aureus

s 35-
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A6 Al4 Al6 A18 Al19 A20 A2€ A32
Souches d'actinomyceétes

Figure N°31 : Résultat de I'activité arbactérienne des souch#iactinomycéetes contt

S. aureus

S. aureus été inhibée p&7 souches parmi lest8stées. La plus grande zone d’inhibit
a été observée aux tours de cylindre d’agar dedalreA19 avec un diamétre de 34 mm. L
souchesA18, A20 on données des zones d'inhibition d'un diamétre 2fe et 28mn
respectivement. Ars que toutes les aus souche#\6, A16, A26, A32 ont données des zon
allant de 8 a 15mm.

* Inhibition de L. monocytogene(figure N°32)

—_ mL. monocytogenes

=

£

= 30 -

T

= 25 -

=

= .

= 20

= 15 -

£

= 10 A

=

é 5 | t
put

E O I T T T ] T ] 1
= A6 Al4 Al6 Al18 Al19 A20 A26 A32
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Figure N°32 : Résultat de I'activitcantagonisteles souches d’actinomycetes co L.

monocytogenes
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L. monocytogenes été inhibée pdes 8 souchestestées. La plus grande zone d’inhibit
a été observée aux tours de cylindre d’agar dedareA19 avec un diameétre de 30 miLes
souchesA6, Al14, A18, A20 oni données des zones d’inhibition d’un diamétre sepéride 2(
mm. Alors que les autres souc A16, A26, A32ont données des zones allant a 16mm.

* Inhibition d’ E.coli (figure N°33)

E) E. coli
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‘a':.a A6 Al4 Al6 A18 A19 A20 A26 A32
E Souches d'actinomycetes

Figure N°33: Résutat de I'activité antibactérienne souches d’actinomycetes cor E. coli.

E. colia étéinhibée pai4 souches parmi lest8stées. La plus grande zone d’inhibitio
été observée aux tours de cylindre d’agar de lahs&eA19, A6 avec un diamétre de et 18 mm
respectivement. LesouchesA26, A32, ont données des zonakinhibition 12, 11mm
respectivement. Alors ques autres souches ont ne montrent aucune adiviiigactérienr.

Figure N°34 Activité antibactérienne des souches d'actinomgoéaatr E. coli par la méthode
des cylindres d’agar.
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Figure N°35. Activité antibactérienne des souches d'actinonggcébntrd.. monocytogengsar
la méthode des cylindres d’agar.

IV.5. Production et extraction de métabolites secalaires

IV.5.1. Résultat de la fermentation sur milieu solle

Les 8 souches d’Actinomycetes sont cultivées pandeatation sur le milieu AF solide
(voir composition en annexe) pour la productiomu#abolites secondaires pendant une période

d’incubation de 7 al4 jours a 28fEigure N° 36).

Les résultats de I'étude macromorphologique etatares culturaux de ces 8 souches

d'actinomycetes dans le milieu AF sont résumes kagebleau N° 17) et (Figure N°36).
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Tableau N° 17 : Résultat de I'étude macromorphologique et carastérdturaux des

souches actives dans le milieu AF.

Code Milieu de culture
des souches AF (Actinomycetes Fermentatipn
Couleur du M.A Couleur du M.S Pigments diffusibles

A6 Brun, Marron, Blanc Beige foncé Marron, Beige
Al4 Jaune Fonceé, Beige Beige Beige foncé
Al6 Marron Foncé, Beige Marron foncé Marron, Beige
Al8 Blanc Jaune foncé Beige
Al9 Brun, Noir, Marron Marron Marron foncé
A20 Gris, Blanc, Marron Jaune foncé Beige foncé
A26 Beige, Marron Marron foncé Marron foncé
A32 Gris, Blanc Marron Marron foncé

Aprés ensemencement sur milieu AF soliés, dolonies des souches d’actinomyceétes

actives apparaissent durant deux jours d’incubaéioB8°C. Au 14°me jour la majorité des
souches donnent des colonies poudreuses ou graaeslde différentes tailles et de couleurs de

mycélium aérien (blanc, beige, jaune, marron, rgis, brun).

L’'observation de I'envers de la cogrpermet de déterminer la couleur du mycélium

du substrat qui peut étre (marron, beige, jaunie).no

La souch@6, apparaissent sous forme de colonies circulairesqugs au centre et de
contour blanc, convexes, a bords irréguliers, dietanoyenne de la 6mm, et adhérent
fermement au milieu de culture.

Les souchesl4, Al6, A19 et A26 présentent des colonies a bords ondulés et
irrégulieres.

La souch@32 apparait sous forme de colonies circulaires opaquigords réguliers de

petite taille de 1 a 4 mm.
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Al16 Al8

A26 Al4

Figure N° 36 : Cultures d’Actinomyceétes sur milieu AF solide
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IV.5.2. Résultat d’extraction a partir du milieu sdide

Les métabolites secondaires produits par les ssuch&ctinomycétes, lors de la
fermentation pendant une incubation de 7 a 14 jsursnilieu AF solide, ont été récupérés avec
le solvant organique. Nous avons utilisé commeastld’extraction le méthanol afin d’extraire
la quasi-totalité des métabolites secondaires oostelans le milieu de culture. Pour chaque
culture, en utilisant 25ml méthanol, apres filwati centrifugation et évaporation a 40°C, 92 a
183 mg d’extraits sont obtenus pour chacune deshgsud’actinomyceétes. Les extraits obtenus
(8 extraits) sont de couleur marron foncé, jaurarelet beige(Tableau N°18) et (Figure
N°37).

Tableau N°18 :Les poids des extraits des 8 souches d’actinomgcete

Extrait A6 Al4 Al6 Al18 Al9 A20 A26 A32
Poids 160,3 127,5 183,7 92 96,2 101,4 161/6 161,3
(mg)

Figure N° 37. Les 8 extraits des 8 souches d’actinomycetes.
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IV.5.3. Activité antibactérienne des extraits méthaoliques

Apres 24 heures d’incubation, les observations reabique les 8 extraits sont actifs sur
les 4 germes testés. Cette activité est mise aledoe par la présence d’'une zone d’inhibition
autour des disques imbibés d’extrait avec 25 pheé eoncentration de 50mg/ml. Les résultats
des tests antibiogrammes des extraits sont mothdirgs le(Tableau N° 19).

Tableau N° 19 :Diamétre d’'inhibition (mm) des extraits sur les does testées.

Souches
Extraits Diameétre de la zone d’inhibition en mm
B. subtilis | S.aureus | L. monocytogenes E.coli

A6 I 15 14 11
Al4 12 12 12 14
Al6 8 12 10 9
Al8 20 12 10 9
Al9 9 17 16 15
A20 15 15 8 14
A26 I 12 14 12
A32 7 8 9 13

Témoin 7 7 7 7

D’aprés les résultats obtenus, on constate que sesiches d'actinomycetes ont présenté une
activité contre les 4 bactéries testées. La soéd@ea présenté la plus forte activité avec un
diamétre de la zone d’inhibition de 20mm et ceaito®B. subtilis Les autres souchesl4,
Al16, A19, A20ont données des zones d’inhibition avec d’'un dieende 12, 8, 9, 15 mm
respectivement. Alors que la valeur la plus faiblkété obtenue par les souclA€s A26 et A32
(7mm).

Contre S. aureuda soucheAl19 présente la zone d’inhibition la plus grande auxrgode
disque avec un diamétre de 17mm. Toutes les astreshes ont données des zones allant de 8 a

15 mm.
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PourL. monocytogenek soucheAl19 a aussi montrééa zone d’inhibition la plus grande
avec un diametre de I'ordre de 16mm. Toutes leeawouches ont données des zones allant de

9 a 14 mm, la valeur la plus faible a été obterardgpsouché&20 (8mm).

ContreE.colila soucheAl9a présenté la zone d’inhibition la plus grandecavwe diameétre
15mm. Toutes les autres souches ont données des athant de 11 a 14 mm, la valeur la plus
faible a été obtenue par la sou&is, A18(9mm).

F
N v “

= b
L A

Figure N°38; Les zones d'inhibition provoquées par I'extraiéthanolique des souches contre

E.coli, L. monocytogenesS. aureus.
IV.6. Caractérisation de I'extrait méthanolique acif
IV.6.1. Résultats du spectre UV-Visible

Le spectre UV-Visible des extraits méthanoliquesit bdes souches actives retenues a été
réalisé afin de mettre en évidence la présenceddekle liaisons conjugués dans la structure
chimique des antibactériens, autrement dit savbices antibactériens sont de structure

polyénique ou non polyéniquadd@milton-Miller, 1973).
Le spectre UV-Visible de I'extrait méthanolique bie la souche A6, présenté dans la

figure 39, montre que le maximum d’absorption situé a une ueng d’onde de 220 nm. Deux

absorptions ont été marquées également a 290 et320
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Figure N° 39 :Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la souche.

L’extrait de la souche Al4 a présenté un pic cpoad au maximum d’absorption a une
longueur d’'onde 215nm. La courbe présente aussalosrptions aux longueurs d’onde de 280

et 350nm(Figure 40).
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Figure N° 40 Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la souch®4.

Le spectre UV-Visible de I'extrait brut méthanoleyule la souche Al16, présente dans la
figure 41, montre la présence de quatre pics d’absorptionl@wgueurs d’onde de 225nm, 235

nm, 245nm et 275nm. Le maximum d’absorption esgo@a 225nm.
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Figure N° 41 :Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la souch#6.

Le spectre UV-Visible de I'extrait méthanolique bde la souche A18, présente dans la
figure 42, montre la présence d’'un seul pic awet maximum d’absorption a une longueur

d’onde 215nm. Avec une gamme d’absorbance entre880 nm.

3,5
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Figure N° 42 : Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la souch#8.

L’extrait méthanolique brut de la souche A19, pnésalans ldigure 43, montre la présence

d’un seul pic avean maximum d’absorbance a une longueur d’onde 221nm
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Figure N° 43 : Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la souch#9.

La figure 44 représente le spectre UV-Visible de I'extrait nagétblique brut de la souche
A20. Le maximum d’absorption est observé a une udeng d'onde de I'ordre de 205nm. On

observe aussi une gamme d’absorbance entre 2203

1,2
205 nm

0,6 —
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Figure N° 44 : Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la souch20.

Le spectre UV-Visible de la souche A26, présentesdafigure 45, montre la présence de

hY

deux pics avecun maximum d’absorbance a une longueur d'onde denr@l 225 nm

respectivement.
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Figure N° 45 :Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la SOuch26.

Le spectre UV-Visible de la souche A32, pnésalans ldigure 46, montre la présence

d’'un seul pic avean maximum d’absorbance a une longueur d’onde 8ard2
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Figure N° 46 : Spectre UV-Visible de I'extrait actif de la souch®2.
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IV.6.2. Résultats de la chromatographie sur couchmince (CCM)

Résultats et interprétations

Le tableau N°20regroupe les rapports frontaux des composés separetilisants différents

systemes de solvants.

Tableau N°20.Résultat de la CCM des 8 extraits méthanoliquesdeshes d’actinomycetes.

Rapports frontaux (Rf)

Les systemes solvant | A6 Al4 Al6 Al8 Al9 A20 A26 A32
Toluéne-acétone (6 :4) 0 0 0 0 ( 0
Toluéne- acide acétique

(8:2) 0 0 0 0 0 0 0 0
N-butanol-acide acétique
eau (3:1:1) 0 0 0 0 0 0 0 0
Acétate d’éthyle- méthanol 0 | 0,11Y | 0,08° | 0,04Y | 0072 | 0 | 0842 | ©
(6 :4)
0,3¢" | 0,78 | 0,474 | 0,87 0,872
0,78" | 0,85 | 0,57
0,85 | 0,90 | 0,85
0,9¢% 0,87%
Toluene- méthanol (5 :5) 0 0 0 0 Q 0
Déchlorométhane —
0 0 0,27 0 0 0 0 0

méthanol (8,2)

@ tache révélée a 254nm
@ tache révélée a 365nm

Aucune séparation n’est obtenue sur les 8 exaitgtilisant les systemes solvants composés

de Toluene-acétone (6 :4), N-butanol-acide acétegue (3 :1 :1), Toluéne- méthanol (5 :5) et

Toluene- acide acétique (8 ;

2).

Le systeme solvant Acétate d’éthyle- méthanol J6 adpermet une migration rapide des

molécules biactives. Nous avons obtenus 18 tadeesdistinguées sur la plaque CCM pour les
extraits des isolats Al4, A16, A18, A19 et A26.
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Pour I'extrait brut de l'isolafA14, 5 taches sont observées ddntache avec leRf (0,11-
0,30- 0,75- 0,90) apparait sous la lampe UV a B3t une seul tache fluorescente détectée a
365 nm avec uRfde0.85.

Pour I'extrait brut de la souch®16 nous avons marqué 4 tachégs composés possédant

les rapports frontaux (0,05- 0,75 et 0,90) sonkectés a 253 nm alors qu’un seul poiRf (
=0,85) est observé a 365nm.

L’extrait brut de la souche AlPrésente 5 taches avec IB§ (0,07- 0,47- 0,57- 0,87)
détectés a 253 nm et une tache &¥0.85) a 365nm.

Deux taches de l'extrait brut de la souch&9 avec lesRf (0,07- 0,87) respectivement
absorbant a 365nm.

L’extrait brut de la souche A26 a donné deux spaslement avec uRf (0,84- 0,87)

observés sous une lumiére a 365nm.

Aucun systéme solvant n’a réussi dans la sépara@sncomposes des extraits bruts des
souche#\6, A20, A32.

Pour le systéme solvant Déchlorométhane —méth&)®) éeulement I'extrait de la souche

Al6 a donné une seule tache a¥d¢0,27) observée a 365nm,
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Figure N°47.Chromatogramme représentant les résultats des GSMxdraits brute
méthanolique sous UV a 232 et 3654, B, C) nm.

IV.6.3. Résultats de la bioautographie

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, des zonegeslacorrespondant a des zones

d’inhibition ont été observées autour des portidas plaques de CCM sur la culture $le

aureus (Tableau N° 2] et (Figure N °48).
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Tableau N°21 :Diameétres eRfdes zones d’inhibition des fractions Siraureus.

Diametre du halo Référence frontale de la bande
Les taches d’inhibition (mm) active Rf)
Al4 11 0,11
Al4 12 0,30
Al6 12 0.85
Al8 11 0,47
Al9 15 0,07
A26 10 0,87

Pour I'extrait brut de la souche Al6, le compos#f @ migré avecRf de 0.85, ceci est

manifesté par une zone d’inhibition de 12mm de éiaen

L’extrait brut A18 a donné une zone d’inhibition idmm de diameétre autours du composé

qui posséde IRf0,47.

La plus grande zone d’inhibition cont& aureusa été observée sur I'extrait brut de la

souche A19 au niveau du composé qui possed te 0,07 avec un diamétre de 15mm.

Pour I'extrait brut de la souche A26, le composeagmigré avec |&f de 0,87 montre une

activité conteS. aureusavec une zone d’inhibition de 10 mm.

Figure N °48 : Bioautographie de la plaque CCM des extraits daslses Al4, A16, A26 contre

S. aureus.
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IV .6. 4. Résultats de la chromatographie phase gause (CPG)

Les composeés actifs qui ont donné une zone d’itibibcontre S. aureus dans le test de bio
autographie ont subi caractérisation préliminairei@isant la CPG. Les résultats obtenus sont
présentés danss figures (49,50, 51, 52, 53).
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Figure N°49 : Les graphes (1), (2), représentent les résultafanidyse par CPG des taches de

I'extrait méthanolique de la souche Al4

Le graphe 1) représente le spectre CPG de I'extrait méthanelide la souche 'Al4 de la
tache qui posséde Ief (0,11). Ce graphe montre la présence de 5 Pics ametemps de
rétention de (11,539- 13,755- 14,212- 14,286- 165),59in respectivement.

Le graphe?), Al4,Rf=0.30, ce graphe représente le spectre CP@yamtre la présence de
6 pics avec un temps de rétention de (13,742--1¥4285- 14,699- 15,594- 16,678) min
respectivement.
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Figure N°50 : Le graphe (3) représente le résultat de 'analgseQPG de taches actif de

I'extrait méthanolique de la souche A16

Le graphe ), A16, Rf=0.85, ce graphe représente le spectre CPG, ontrenla présence de
7 pics avec un temps de rétention de (11,123-411,8,129- 13,556- 13,758- 14,285- 14,337)

min respectivement.
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Figure N°51 : Les graphes (4) représentent le résultat de I'seghar CPG de taches actif de
I'extrait méthanolique de la souche A18.

Le graphe 4), A18,Rf=0.47, ce graphe représente le spectre CPG, ontrenla présence de
23 pics avec un temps de rétention de (3,116-89,96,589- 11,026- 11,069- 11,123- 11,550-
11,616- 11,732- 11,972- 12,088- 12,144- 12.48281%, 13,073- 13,792- 13,941- 14,285-
14,338- 15,594- 16,679- 17,328- 18,620 ) min rethpament.
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Figure N°52 : Le graphe (5) représenté le résultat de I'analgge® G de tache de I'extrait

meéthanolique de la souche A19.

Le graphe %), A19,Rf=0.07, ce graphe représente le spectre CPG, antrenla présence
de 15 pics avec un temps de rétention de (3,08699 10,797- 11,124- 11,542- 11, 886- 12,
131- 12,316- 12,815- 13,038- 13,768- 14,287- 15,35#58- 18,621) min respectivement.
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Figure N°53 :Le graphe (6), représente le résultat de I'anghgseCPG de tache de I'extrait
méthanolique de la souche A26.

Le graphe (6), A26Rf =0.87, ce graphe représente le spectre CPG, orrenlanprésence
de 2 pics avec un temps de rétention de (14,2833%%min respectivement.
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Les bactéries de la famille des Actinomycetes megat particulierement I'attention des
chercheurs et semblent étre d'excellentes candigataluctrices de substances aux propriétés
intéressantes.

Elles sont tres largement distribuées dans la eatiprincipalement dans les sols de
différentes natures

Les Actinomycétes en général, et plus particuli@mmles Streptomycesont une
importance médicale et industrielle parce qu'ilstisgtisent des antibiotiques de structures trés
diverses et en quantité abondante. En effet, ptusiniquante antibiotiques différents ont été
détectés dans le genre d&reptomycesy compris la streptomycine, la néomycine, le

chloramphénicol et les tétracyclingsoodfellow et Williams, 1983)

A ces antibiotiques dans le champ d'applicationtesi@ non seulement aux divers
domaines thérapeutique humaine et vétérinaire massi a I'agriculture, s’'ajoutent d’autre
produits comme des enzymes et lorsque ces bactérteprincipalement pour habitat naturel le
sol ou elles jouent un réle important dans la dqmusition et la minéralisation des matiéres
organiques (lignine, cellulose...), grace a la pobidn de nombreuses enzymes lytiques extra
cellulaires comme par exemple les amylases, leanages, les lipases. Et des inhibiteurs
d’enzymes dont certains manifestent des activitésrpacologiques soulignant encore l'intérét

de ces microorganisméSheilleux, 1993).

Les souches d'actinomycetes servant d'objet deacailtont été isolées d'échantillons de
sols arides de la région d’Ain Loarak, Sebkha deiddab et 'EI Bayard, dans des travaux
antérieurs, identifiées physiologiquement et bioghuement au genr8treptomycegNaimi,

2014)et conservées.

Nos échantillons du sol sont caractérisés par :

1. Sol d’Ain Louarak : aride dur et dépourvue de vatién et présent un pH de 6,55.

2. Sol de Sebkha : aride, de nature sableuse, dépoulewégétation présentant un taux de
salinité éleve, et présentant un pH de 8,53.

3. Sol d'Al Bayadh : aride de nature sableuse, dép@uou presque de végétation et présent
un pH de 6,71.

89



Discussion

Les souches d’actinomycetes utilisées dans cetide €76, A14, A16, A18, A19, A20,
A26, A32) appartiennent au genrgtreptomyc(Naimi, 2014). Les 8 isolats ont subi une
revivification par repiquage sur deux milieux ddtaere GLM et Bennett (annexe) a la suite
d’'une conservation a -20°C en présence de 20% yhéml. Les boites sont incubées a 28 °C
pendant 21 jours d’incubation.

Les milieux GLM, Bennett utilisés dans notre trévantiennent des sources de carbone et
d’azote nécessaires pour la croissance des actowiayyet ils ont été utilisés dans de nombreux
travaux Kitouni (2007). En effetKitouni (2007) a utilisé GLM et Bennett pour un isolement
sélectif de 45 souches d’actinomycétes a partirédesystemes varies. De méBeudemagh
(2007) a pu isoler une variété detreptomyces partir des écosystemes extrémes, tandis que
Boussaber et al. (2012) ont utilisé GLM et Bennett pour lisolement de 2%ushes

d’actinomycetes possédants une activité antiforegiquportante.

Apres ensemencement sur les différents milieux Wture gélosés (GLM et Bennett) les
colonies de nos souches apparaissent au bout sgalesa d’'incubation a 28°C.

Pour les deux milieux utilisés, nous observons difiérence importante de la taille des
colonies de la flore actinomycétale repiquées.eCdifférence peut étre expliquée par l'affinité

entre las bactéries et les milieux de culturesddi

Les colonies sont rondes a contours irréguliergqaps, d'aspect corné et de surface
poudreuse. Les colonies adhérentes fermement aeundié culture ou elles forment une légere

dépression et sont difficiles a mettre en suspensio

Aprés 48 heures d’incubation la plupart des soucige®loppent des colonies, c’est un
cractéristique des actinomycetes a croissance gagid effetNodwel et Losick (1998)ont
constaté que les coloniés 8eptomyces coelicol@rigent les hyphes aériens en 24 heures. Ces

souches a croissance rapide peuvent étre donchee® au genigtreptomyces.

Apres 14 jours d’incubation de ces souches , leéiiym aérien présente une gamme de
couleur assez variée blanc, beige, marron, noimga gris. Ceci représente un critere de
détermination du genre d&sreptomyceShirling et Gottlieb, 1966 ; Williams et Wallington,
1984).

Le mycélium est responsable de la formation desogbores simples, qui produisent des
chaines de spores, cela a pu étre observé au wop®soptigue ou l'observation permet

d’apprécier I'organisation de la chaine de spores.
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La majorité des souches actives développent urcappeadreux ou granuleux correspondant
au myceélium aérien. Le mécanisme de la morphogeadaé I'objet d’'une étude réalisée par
Kim et al. (2005)sur Streptomyces coelicolpil s’est qu’une fois les sources nutritionneltks
milieu sont épuisées, il y a libération de petitesécules a partir du mycélium du substrat, la
libération de ces signaux chimiques déclenche ogramme d’expression de géenes démontré

par I'apparition d’un mycélium aérien.

Les souches A6, A19, A26, A32 produisent des pigmeéerige, beige-marron pour Al4 et
marron pour A16 avec beige- jaune pour A18.

Ces pigments peuvent étre des substances bioastl@sMargalith (1992) qui a rapporté

que la streptomycine produite @atreptomyces grise@st un pigment jaune.

La souche A20 secrétent un pigment brun noir quil@smélanine, la production des
pigments mélanoides est une caractéristique trpsriamte pour les actinomycetes ou elles sont

considérés comme une clé pour la classificatiorStiesptomyceéShirling et Gottlieb, 1972)

D’apresMargalith (1992), la biosynthese de la mélanine se fait par la veiRdper-Mason
avec la tyrosine comme substrat, la tyrosinasdysatda réaction d’oxydation de la tyrosine en
DOPA (dihydroxyphénilalanine) et en dopaquinone.réSp une série de réaction d’auto-
oxydation le produit final est I'acide 5,6-dihydsadol coloré en jaune, qui se condense pour

donner la mélanine caractérisée par la couleuenoir

L’observation au microscope optique des hyphes guétium végétatif des souches A6,
Al4, A18, A19, A20 montre que les filaments soiiltdanoyenne, peu ramifies et fragmentés.
lls se développent en surface et pénétrent dagéldese, puis donnent naissance a un mycélium

aérien.

D’aprésWilliams et al., (1989),les Streptomycesont des bactérie aérobies a coloration de
Gram positive, qui poussent en produisant un mygelvégétatif ( mycélium de substrat)
ramifié et un mycélium aérien portant des chairiaghlttospores. Les mycéliums de substrat et
les spores peuvent étre pigmentés, mais peuveditiipecegalement des pigments diffusibles.

La mise en évidence de I'activité antibactérienrezéaréalisée par la méthode des cylindres
d’Agar. Cette technique est une méthode de diffugio milieu gélosé. Selon la quelle, nous a
permis de détecter I'effet inhibiteur des souché&sctthomycétes envers les bactéries tests

utilisées.
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Cette activité a été testée vis-a-vis des bastéemts provenant de I’American Type Culture
Collection (ATCCQC), il s’agit des bactéries a Coloya de Gram positiveStaphylococcus aureus
ATCC 25923, Listeria monocytogeneATCC15313, Bacillus subtilis ATCC10876), et des
bactéries a coloration de Gram négatiPsqudomonas aeruginogel CC 27853,Escherichia
coli ATCC2592).

Les résultatgTableau 15)obtenus montrent que lessblats montrent un pouvoir inhibiteur

contre au moins deux germes cibles testés.

SelonLemriss et al. (2003)/Jactivité antimicrobienne des souches d’actinogtgs dépend
de la méthode utilisée. La méthode des cylindiagad se préte mieux a la détermination de la
sensibilité des souches microbiennes aux moléchieactives produites par les souches

d’actinomycetes testées.

Nos résultats montrent queacillus subtilisétait inhibée par les 8 souches d’actinomycétes
testées. Les diameétres des zones d'inhibitionsabtallant de 07 et 38 mm.

Sept souches d’actinomycetes parmi les 8 testéegnenactivité contr&. aureusavec des
zones d’inhibition comprises entre 08 et 34 mm idenétre. Ceci est en accord avec les travaux
de Benbrika et Djellouli (2011) qui ont obtenus des zones d’inhibitions de dianséaiant

jusqu’a 30 mm avec une soucheStaphylococcus aureus.

De mémelL. monocytogenesst inhibée par les 8 souches d’actinomycetdgds avec des

zones d’inhibitions comprises entre 9 et 30 mmidmdtre.

Par contre la souche a Gram nédatitolia été inhibée par 4 souches seulement parmi 8
(A6, A19, A26, A32) avec des zones d’inhibitioraalt de 11 a 20 mm de diameétre. Des résultats
similaires sont mentionnés pzerizer et al. (2005)ou 2 souches parmi les 10 isolats de sols
arides de la région de Biskra sont actives colitreoli avec des zones d’inhibition de 12 et 18
mm de diamétres. Les résultats obtenus mkaf etal. (2004)ont montrés que sur un total de
17 souches d’actinomyceétes isolées du sol de Teyga@ulement deux souches étaient actives

surE. coli,avec des diametres d’inhibition entre 15 et 26 mm.

Les 8 souches pures d’Actinomycetes sont misesuture pour produire des métabolites
secondaires. La culture par fermentation sur miiglide a été adoptée en utilisant le milieu AF

solide.
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Les Actinomycetes en culture AF synthétisent aldes substances dites « métabolites
secondaires » aprés 8 a 14 jours d’incubation & 28%®s substances sont dispersées dans le
milieu de culture et sont extraites avec le sohamganique. Puis la culture par fermentation a été
macérée avec 25 ml de méthanol pendant 2 heurddtration et la centrifugation de I'extrait
est indispensable pour débarrasser les cellulesitag présents dans I'extrait.

L’étude de l'activité des extraits des Actinomysete été portée sur des souches de
références composées de 3 bactéries Gram pditifsbtilisATCC10876,S. aureusATCC
25923,L. monocytogeneATCC15313,et une bactérie Gram E. coli ATCC25922) par la
méthode de diffusion sur gélose.

Cette méthode permet, d’une part de démontrer sixtrait est actif ou non et d’autre part si
la substance active est un composé exo-cellulaiendo-cellulaire. L’extrait imprégné dans les
disques se propage sur la gélose de facon radileant ainsi la croissance des germes.

L’inhibition est représentée sous forme de zonédreclézone d’inhibition) sur la culture
microbienne. Elle permet également de détermineeteibilité d’'une souche a un extrait donné
par la mesure des diametres de ces zones d'immbitia sensibilité du germe a I'égard de
I'extrait est d’autant plus importante que le digmméde la zone d’inhibition est grande
(Andriambololona, 2010).

Tous les extraits méthanoliques étudies des 8 ssuchrésentent des activités
antibactériennesT@bleau N°19),avec des zones d'inhibitions de 20 mm, coBtre subtilis,
17mm contreS. aureus16mm, contrd.. monocytogened4 mm contreE.coli. Ceci montre que
I'extraction a partir de milieu solide est largernptus rentable que celle du milieu liquide. En
effet, la production d’antibiotiques a partir delieu solide est généralement plus importante
quantitativement et qualitativement que celle enliemi liquide. Il existe méme des
microorganismes producteurs d’antibiotiques suriemilsolide qui perdent cette capacité en
milieu liquide (Shomura etal., 1979) Cette différence est due a la physiologie dedéssance
dans les deux cas : en milieu liquide, les hyplessStreptomyces deagmentent ce qui diminue
leur capacité de produire des antibiotiq&tocks et Thomas, 2001kt généralement la
production d’antibiotiques est corrélée avec Ihegtaies fragments mycélieli®Ison etRatzkin,
1999) cette fragmentation en milieu liquide peut éwiée sur milieu solide. Ceci explique les
grands diameétres d’inhibition obtenus dans le destise en évidence et qui ne sont retrouves
gu’'apres extraction a partir de milieux solidesailéurs plusieurs chercheurs ont utilisé les
milieux solides pour faciliter les différentes é&apd’études de la production d’antibiotiques par

les StreptomycegBussari et al.2008)

93



Discussion

L’objectif principal de ce test spectral c’est pdaciliter et déterminer le choix de systéeme

solvant (la phase mobile) pour le test suivant sfu’éa chromatographie sur couche mince.

Les spectres UV-visible des extraits méthanolique kactifs des souches A6, Al4, Al6,
Al18, A19, A20, A26.A32, sont présentés déess figures (39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46)

suivante respectivement.

Ces spectres UV-Visible des antibactériens sorisésapour mettre en évidence la présence
des doubles liaisons conjugués dans la structuneigpie des antibactériens autrement dit savoir

si ces antibactériens sont de structure polénigusa polyénique.

Les polyénes présentent des spectres caractéasé@sp série de pics entre 290-405 nm
(Hamilton-Miller, 1973). D’apres Lindenfelser et al., (1964) les maxima d’absorption
exprimés en nanometre (nm) sont :

Pour les tétraenes : 290 a 291, 303 a 304,8&4320.
Pour les pentaénes : 318 a 324, 333 a 338,6eh 358.
Pour les héxaénes : 339 a 341, 356 a 358, 380.a
Pour les héptaénes : 358 a 365, 376 a 3804 39%.

Les spectres UV-Visible des extraits brut méthignes des souches A6, Al4, A16, A18,
A19, A20, A26.A32 montrent I'absence de pics camstiques des polyenes dont les maxima
d’absorption sont obtenus respectivement a 220 oum [extrait de la souche A6, 215 nm pour
I'extrait de la souche Al4 et A18, 225nm, 235nm5Em, 275nm pour l'extrait brut de la
souche Al16, 221nm pour I'extrait de la souche AA@BNm pour I'extrait brut de la souche
A20, 219nm, 225nm pour I'extrait brut de la souch26 et enfin 229nm pour l'extrait
methanolique brut de la souche A32.

Ces résultats nous a permettons de conclure quadésules produites par les 8 extraits

sont de nature non polyénique.

SelonHamilton-Miller (1973) et Thomas (1976)ont montré que la co-production polyene-
non polyéne est souvent rencontrée chez les acyretes. Les pics ainsi obtenus sont
caractéristiques soit d'un seul type de molécuded, de plusieurs types mais ayant les méme
caractéristiques spectrales ce qui nous confirmetdenance des extraits actifs bruts de plus

d’un type de molécules.
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En plus plusieurs travaux ont montré que les mdddcantibiotiques synthétisées par des
Streptomycepossedent un maximum d’absorption en UV a des lemgud’onde situées entre
215 et 270 nnfllic et al.,2005 ; Saisivanet al.,2008 ; Atta, 2009)

La CCM repose principalement sur des phénoménatsarption, la phase mobile est un
solvant ou un mélange de solvants, qui progressdohg d’une phase stationnaire. La constante
de migration caractéristique de chaque tache dansysteme de phase stationnaire / phase

mobile donnée est appelé le rapport frontal.

Par définition, le rapport frontal est égal au @pentre la distance parcourue par la tache et
la distance parcourue par le front du solvant defauligne de dépét.pusif, 2011)

D’aprés nos résultats nous avons constaté qu'&uooigration n’est observée pour les
extraits avec les systemes solvants suivante :énehacétone (6 :4), N-butanol-acide acétique-
eau (3:1:1) et Toluéne- méthanol (5 :5) Toluaawede acétique (8 :2), Par contre les travaux
de Boughachiche, (2012)est obtenue entre let 4 tache dans les 4 systdmesolvants
précédant.

D’aprés les rapports frontaux pour chaque tacheed#saits A14, A16, A18, A19, A26, le
systeme solvant Acétate d'éthyle- méthanol est kllenr. De méme dans les travaux
Boughachiche (2012)le systéme solvant Acétate d’éthyle- méthanol4j6était le meilleur
systéme permettant une migration rapide des maédiactives et une bonne séparation et donc
une bonne purification des extraits méthanolig&@splus les taches qui possedent le m&he
est constituée soit d’'un seul type de moléculeien bn ensemble de molécule ayant le méme

poids moléculaire et donc la méme vitesse de niigrat

Pour le systéme solvant Déchlorométhane —méth&)®) éeulement I'extrait de la souche
Al16 qui donne une seule tache awi&t (0,27) absorbant a 365nm .Par contre les travaux
d’Andriambololona (2010)ont montré la présence de 5 taches des extralsanwiques avec le
méme systeme de solvant.

Pour les extraits méthanoliques des sou&@®sA20, A32, aucun systeme de solvant parmi
les 6 testés n'a donné une séparation. Ceci peyuétifié par la nature totalement différente des
composes contenus dans ces extraits. Ces rédoltatsppel a d’autres techniques de séparation

convenables aux substances de nature protéiquasnmeint I'électrophorése.

D’aprés les résultats de la bioautograpfiiableau 21)et parmi les 19 taches obtenues, 6
taches seulement montrent une activité antibact@éeiecontreS. aureusavec des zones
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d’inhibition allant de 10- 15 mpdont 2 /5 taches de I'extrait A14, 1/ 4 taches de l'aixtA16,
1/5 taches de I'extrait A18, 1/2 taches de I'extAdi9 et 1 tache de I'extrait A26&.ousif (2011)
a remarqué la diminution du diametre de la zonehdbition aprés la migration sur le gel dans la

plague CCM ce qui est expliqué par la réductiofede concentration lors de la séparation.

L’'analyse par CPG des composés actifs séparésap@€M nous orienté vers les premieres

étapes de l'identification de la molécule bioactive

Pour la souche Al4, le composé actif séeparé @@M et analysé par CPG a donné des
pics aux temps de rétentions (Tr) 13,755 min, 743 min , ces ( Tr) correspond a
diethylphthalatgC,,H140,) qui posséde le Tr 13.778 min, qui est un agAntimicrobienne
selon les travaux ddandhini et al.,2015 Le pic avec les Tr 16,678 min correspond de dibuty
phthalate qui possede le Tr 16,608 min, qui estauistance qui éliminer les cellules tumorales
sur la moelle osseuse, l'agent de purge dans naplentation de moelle osseuse autologue,

activité cytotoxiqugKesavanet al.,2014)

Pour la souche Al6, le composé actif séparé Q@aMm et analysé par CPG a donné un pic
a temps de rétention (Tr) 13,758 min, ce Tr raspond a diethylphthala{€;,H1404) qui
possede le Tr 13.778 min, qui est un agent Aotohienne selon les travaux (¢andhini et
al., 2015).

Pour la souche A18, le composé actif séparé Q@am et analysé par CPG a donné un pic
a Tr 11,972 min, ce Tr correspond a marinomycips possede le Tr 11.983min, Selon
(Davies etal., 2015).

Le pic a Tr (13,792 min), correspond a digghthalate(C,,H:404) qui posséde le Tr 13.778,
qui est un agent Antimicrobienne selon les trav@@ifNandhini et al.,2015).

Le pic a Tr 16,679 min, correspond a dibutyl pldteaqui posséde le Tr 16,608 min, qui est
une substance qui éliminer les cellules tumoralkedasmoelle osseuse, I'agent de purge dans la

transplantation de moelle osseuse autologue, gictiytotoxiqugKesavanet al.,2014)

Et en fin le pic a Tr 18,620 min, correspond gef@bmycin qui possede un Tr de 18.6h®

selon les travaux d@avies etal., 2015).
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Pour la souche Al19, le composé actif séparé paM €t analysé par CPG a donné un pic a
temps de rétentiom() 13,768 correspond a diethylphthalgt@;,H1404) qui posséde le Tr
13.778, qui est un agent Antimicrobienne sedsnttavaux déNandhini et al.,2015).

Le pic a Tr 18,621 min, correspond a la Streptomygeii possede un Tr 18.616 min selon les
travaux dgDavies etal., 2015).

L’extrait méthanolique du composé actif de la s@u&26 a présenté 3 pics qui possedent
des temps de rétention (14,287- 14,339). La carsat®n de la molécule bioactive nécessite,

peut-étre, d’autres techniques de séparation co@R®-SM, HPLC, HPLC-SM et RMN H
etC',
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Conclusion et perspective

Depuis I'avenement des antibiotiques, une netteiarmon de la qualité et de la durée
de vie a été constatée. Cependant leur utilis@ti@msive & eu pour conséquence l'adaptation
des bactéries a ces remarquables substances.dEnceff derniéres années ont été marquées
par une augmentation inquiétante de la multiréstgtale bactéries pathogenes, la résurgence
de maladies infectieuses que I'on croyait parfagetmmaitrisées et I'émergence de nouveaux
pathogénes .Ces constats expliquent l'urgence dposier de nouvelles molécules
antibiotiques.

Les actinomycetes, bactéries a Gram positif a m@jéilamenteuses, sont les candidats
les plus potentiels pour la production d'antibiagg, notamment les bactéries appartenant au
genre Streptomyceslont plus de la moitié des antibiotiques connuples de 70 % des
antibiotiques produits industriellement sont preslyiar ces bactéries filamenteuses, qui sont
considérées comme le paradigme des microorganisapables de synthétiser des molécules

naturelles par leur métabolisme secondaire.

Cette étude a pour objectif d'identifier les molésu bioactives contenus dans les
métabolites secondaires secrétés par des actintesyisélées a partir du sol des zones arides.
Les caractérisations de ces substances se fa# kgpchoix des meilleurs solvants d’extraction
et de séparation et en se basant sur des techngpexirales et chromatographiques

adéquates.

Les souches d’actinomycetéss, A14, Al16, A18, Al19, A20, A26, A3adentifices

physiologiquement et biochimiqguement comme étasStieeptomyces

La méthode de cylindre d’agar s’'avére la plus perémte dans la détermination de la
sensibilité des souches microbiennes aux moléduileactives produites par nos souches

d’actinomycétes

Les métabolites synthétisés par les Actinomycetad slispersés dans le milieu de
fermentation AF. La récupération de ces métabotisspndaires a été réalisée en utilisant le
méthanol. Tous les extraits étudiés présententaatieté antibactérienne. Les diameétres des
zones d'inhibition obtenus varié de 14 mm corireoli & 20 mm contreB. subtilis avec

17mm contreS. aureus et6mm contrd.. monocytogenes,.
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Les spectres UV-Visible des extraits méthanoligies 8 souches montrent I'absence des
pics caractéristiques des polyénes pour tous leaiexactifs, nous pouvons donc conclure
gue les molécules produites par ces souches soratdes non polyénique.

La chromatographie sur couche mince (CCM) nous atrdcque parmi les 6 systemes
solvant utilisé, le systeme Acétate d’éthyle- mathd6 :4) est le meilleur. Il a favorisé une
migration rapide des molécules biactives et unenboséparation des composés dans les

extraits méthanoliques.

Pour le systéme solvant Déchlorométhane —métha@hpl2] seulement I'extrait de la

soucheA16 a donné une seule tache a¥d¢0,27) observée a 365nm,

Aucun systeme de solvant parmi les 6 testé n'a@ane séparation pour les extraits des
souches\6, A20, A32.

Les résultats de la bioautographie ont montré guemples 19 taches obtenues, 6 taches
seulement donne une activité antibactérienne cdhtraureusavec des zones d’inhibition
allant de 10- 15 mpdont 2 / 5 taches de I'extrait A14, 1/ 4 taches de laxtA16, 1/5
taches de I'extrait A18, 1/2 taches de I'extrai9A&t 1 tache de I'extrait A26,

L’activité antibactérienne est observée chez aetataches et pas dans d’autres ce qui
peut étre explique par la diffusion des moléculiemdiives dans le gel ce qui diminue leur

concentration sur le chromatogramme aprés la nigrat la séparation.

Les résultats de la chromatographie phase gaz@k8)(des composés actifs séparé par
CCM nous ont permet de rapprocher nos moléculeachies aux différents familles

chimiques des substances antimicrobiennes.

Enfin, il serait intéressant, de poursuivre ce dilaen caractérisant I'agent bioactive
produit par nos souches sois par HPLC ou par résenanagnétique nucléaire (RMN),

spectroscopie — IR, spectroscopie de masse.

Les techniqgues de la biologie moléculaires sontsiausdispensables pour une
identification plus précise des actinomycetes sctifar hybridation ADN-ADN avec les
especes proches déterminées durant I'étude des gedant 'ARNr 16S, pour confirmer

gu’il s’agit bien des espéces 8&eptomyces
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Milieux de culture

Bennett

Extrait de levure

Extrait de viande de bceuf
Peptone pancréatique de caséine
Glucose

Agar

Eau distillée

pH 7.3

Glucose - Extrait de levure-Malt (GLM)

Extrait de levure
Extrait de malt
Peptone
Glucose

Agar

Eau distillée

pH 7.2

Mueller Hinton

Extrait de viande

Hydrolysat acide de caséine
Amidon

Agar

Eau distillée

pH 7,4

19
19
29

10g

15g

1000ml

39
39
59

10g
20g

1000ml

1000ml
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Bouillon nutritif

Peptone
Extrait de levure
Na ClI

Eau distillée

Gélose nutritive

Peptone

Extrait de levure
NacCl

Agar

Eau distillée

Milieu AF

Extrait de levure
Extrait de malt
Glucose

NacCl

CACOs

Agar

Eau distillée

109

59

59

1000 mi

pH=7,2

pH 7,2

19

pH 7

10g
59

59

15-20g

1000 ml

49
10g

29
2,59

15g

1000ml
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Standard McFarland 0,5

Chlorure de baryum dihydrate (BaGI2H,0) 1,175% 0,05 ml
Acide sulfurique (H2S04) 1% 9,95 ml
Eau physiologie
Na ClI 9g
Eau distillée 1000ml

Les colorants
Lugol
lode 19
lode de potassium 29
Eau distillée 300m
Violet de gentiane
Violet de gentiane 19
Ethanol & 90 10g
Phénol 29
Eau distillés 1000ml
Fuchsine
Fuchsine basique 02¢g
Acide phénique 10g
Alcool absolu 20ml
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ANTlBiOGRAMME PASTEUR

technique des disques par diffusion en gélose pour les bactéries 4 croissance rapide (18 a 24 h)

Edition 1995

LT ar) b B e e
oo

: CHARGE SIGLE
DENOMINATIONS COMMUNES NOMS DE SPECIALITES DU DISQUE (1) DU
(liste indicative) DISQUE
PENICILLINES
Pénicillines G Réponse valable pour toutes les pénicillines G
Pénicilline G Extencilline, Oracilline, Ospen, 6 g P
Pénicilline G (10 U.1)
Aminopéniciilines
L , — e
Ampicilline Bacampicine, ES-Ampicilline, —
et dérivés Penglobe, Pénicline, ( 10 pg ) AM
(Entérobactéries) Proampi, Suvipen, Totapen _— ay
i Ampicilline * (3) 10 ug
+ Sulbactam +10pg FAM
| Amoxicilline Agram, Amodex, Amaphar, Bactox,
Bristamox, Clamoxil, Flemoxil, 25 ug AMX
Gramidil, choncu Zamocilline l» o
Amoxicilline (4) | 20yg AMC
+ Ac: clavulanique preonn | +10pg |
|
& :
= Carboxypéniciilines.
E —— i L E ,#__fl_ et SO
£ | Ticarciling (entay— l
< (Entérobactérieset- - | Ticarpen | 7549 TIC
2 | P. aeruginosa)
L_.l - T S SR
m - Ticarcilline (5)
+Ac. clavulanique Claventin | 7518 TCC
{Entérobactéries et +101g
P. aeruginosa)
Acy!ur@!dopénlcimnes "
- ,,__7,_3__?___—]7 _.-——-__.—r e
Mezlol:illi'ne Baypen 75 pg MZ
pipéracilline (en L.V.)
(Entérobactéries)
——————————————————— Pipérilline 75 pg PIP
- P. aeruginosa
| pipéraciltine (6)
+ Tazobactam
-Entérobactéries 75
s e Sty Tazocilline Mg TZP
+10pg

- P. aeruginosa

SENSIBLE

diameatre (mm)
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CHARGE | SIGLE
DENOMINATIONS COMMUNES NOMS DE SPECIALITES DU DISQUE (1) | - o
(liste indicative) DISQUE
T | Mo s ceichos M PO
£ | eotphylocoqued) © " |- 90 %G ou ‘surhilieu hypersaié & 37 °C A
Oxacllline Bristopen, 5ug (o) ¢
Cloxacliline Orbénine,
Dicloxacilline Diclocil
Oxacllline Sensibilité diminuée & la pénicilline 1 g ox1
{pneumocoque)
Méclilinam Selexid 10 g MEC
(Entérobactéries et sur
milieu de Mueller Hinton)
Imipénéme Tienam 10 pg IPM
B R IR TR | - S
Méropéndine 10 pg MEM
SHAL OSBOR
Céfalotine Céfalotine, Kéfiin CF
Cétaloridine Céporinie cD
w | Cétacétrile* cél 30ug | CAC
£ | Céfapirine® Cétaloj CP
= Cétazoline Célacidal, Céfazoline, Kefzol cz
"
% Céfamandole Kéfando! i 0 MA
3 . : HI
E Céfuroxime | Curoxime l CXM
E—. W —— . - A S e i ——
@ | Céloxitine | Méfoxin " 30 pg FOX
Céfotiam ‘ Pansparine 30 pg CTF
_Céfote’tan Apacef 30 pg CTT
Céftotaxime (7) Claforan CTX
Cefménoxime (7) Cémix CMX
Ceftizoxime* (7) Cefizox 30 ug czX
Ceftriaxone (7) Rocephine CRO
Ceftazidime (7) Fortum CAZ
Cétopérazone Céfobis 30 pg CFP
Cetsulodine .
- . aeruginosa Pyocefal ; 30 ug CFs
Céfépime (7) Axepim } a0 l FEP
Cefpirome (7) ! Cefrom 1 W | CPO
fonmes e 00— . AR
1
1 |
Latamoxef l Moxalactam 30 ug l MOX
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© BETA-LACTAMINES

Annexe

SIGLE diametre (mm

0V | GENSIBLE | INTERM

oM mg)

CHARGE
DENOMINATIONS COMHUNES NOMS DE SPECIALITES DU DISQUE (1)
- i (liste indicative] DISQUE
CEPHALOSPORINES ORALES
Céfadroxil’ Oracefal 30 pg
Céfalexine ‘ Céfacet, Céporexine, Keforal
— ’ ''''''''
Cefaclor* i Alfatil 10 g
Cefatrizine® Cefaperos 10 pg
Loracarbef 10pg
Cefuroxime-axetil (8) 1019
| Céfixime (7) Oroken 1049
Cefpodoxime (7) (8) Cefodox, Orelox 10 g
| Cettibutene 104
BB 1/ONOBACTANE
: Azireonam Azactam 30pg
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\ l L ! CHARGE
DENOMINATIONS COMMUNES i NOMS DE SPECIALITES DU DISQUE (1)
(liste indicative) DISQUE
Streptomycine (Streptomycine, 10 UL
RS b
Streptomycine
NB : utiliser les disques a 500 pg
pour les streptocoques (voir page 7)
e O s B AR
Spectinomycine Trobicine
(gonocoque)
Néomycine Néomycine
Framycétine Framybiotal, Isofra, Soframycine
Kanamycine Kanamycine
Kanamycine

NB : utiliser les disques a 1000 pg
pour.les streptocoques (voir page 7)

Nebcine, Tobrex

Tobramycine

Dibékacine Débékacil, lcacine

Amikacine (k

AMINOSIDES
et AMINOCYCLITOL

Amiklin | 30ug | AN

| \ sopg | 1P
\ 10Ul

Gentamicine Gentatline, Ge,gtamicine panpharma,
{15 p9)

1

|

Martigenta, Ophtagram 1
e e s __(,L_ — +_

o |

Gentalling
| NB: utiliser les disques 8 500 pg
i . poul L slppilubyles ! payb V3
— ——— e —
5 |
| sisomicine | Sisolline

sy

|
| Netilmicine | Netromicine
l i
40 Chloramphénicol ] Cébeénicol, Tifomycine »
‘3:"6' i 30 pg |
oo Thiamphénicol \ Fluimuct antibxotnc,'Tmophemco\ |
i ]
\ Tétracycline~~ \ Abiosar Hmacyctine_Temcyctma [ |
ol i Tétramig. Transcycline | 30Ul i
o Oxytétracycline | Posicycline. Terramycine 1
T W L L
> | Doxycycline | Doxychne. Doxy | |
& | Monocline. Spanar. Vibramycine | 30w |
e - | Vibraveineuse I !
“wd I
B DR R S ﬁ""
30Ul

| Minocycline | Mestacyne, Mynocine ‘
{ 1
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Annexe

Y

]

3 v R
/ e , ’ CHARGE SIGLE 4
DENOMINATIONS COMMUNES NOMS DE SPECIALITES DU DISQUE (1) DU %€
(liste indicative) DISQUE -
»
Acide nalidixique (10) | Négram 30 g NA
- Acide oxolinique (10) | Urotrate 10 pg OA
Fluméquine (10) Apurone 30 g us
Acide Pipémidique (10)| Pipram 20 ug Pl
‘,ﬁ “|' Norfloxacine {10) Noroxine 400 5 g NOR
g : e |
Q [
£ \
e :
@ .| Loméfloxacine (10) Logiflox 5 ug LOM
E Enaoxacine (10) Enoxor 54g ENX
' Péfloxacine (12) Péflacine X PEF
Offoxacie (12) Oflocet v OFX
Ciprofloxacine (12) Cifiox 5ug cip
Sparfloxacine .Zagam 5 g SPX
Rifampicine Rifadine, Rimactan 30 ug RA
Acide Fusidique Fucidine, Fucithalmic 10 yg FA
Métronidazole Flagyl, Métronidazole Fandre, Rozex 49 MTR
i Ornidazole Tibéral
= Tinidazole Fasigyne
w 1
(=}
Nitroxoline Nibiol 20 4g NI
i * |
Fosfomycine (en LV.) | Fosfocine i 50 ug FOS
Vancomycine (13) Vancocine, Vancomycine <‘ 304 VA
Teicoplanine (13) | Targocid i 9 TEC
——— |
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Annexe

!

Gron, : \ ' I‘ CHARGE SIGLE diamétre (mm)
DENOMINATIONS COMMUNES | NOMS DE SPECIALITES | DU DISQUE (1) | DU B
!‘ (iste indicative) | | DISQUE
: |
1 I
3 { Erythromycine (9) l Abboticine, Biolid, Emestid, Ery, | ‘ {
Erycocci, Eryfluid, Erypnar, Erythrocine, | 15U.L
& Erythrogel, Erythrogram, Propiocine 1
£ Oléandomycine | TAO i
st R . e A By il At
§ Spiramycine | Rovamycine, Spiramycine coquelusedal | 100 pg | SP
= | Josamycine lL Josacine / h
Midécamycine | Midécacine \
.._.—«___,_ﬁ_—,—*g_,.__.%_h,_ﬁ o LT ,,,__,__‘;._',_ﬂ_,, i
o S gl |
“%‘ Lincomycine Lincocine | 15w
E -
. 8
w
3 ~ .
5 Clindamycine Da}acme ‘
_ 48 : sul | cu
; - A (anaérobies)
a .
|EZ| Pristinamycine Pyostacine
| il B i
e Virginiamycine \ Staphylomycine \
W }
b | 7
8 . Bacitracine Bacitracine
o R
R Polymyxine B Polymyxine B
2_ .| Colistine Colimycine

Adiazine, Antébor, Exoseptoplix,
* Rufol, Salazopirine

I uitamides (10)

R

Triméthoprin)‘e?ng)ﬂ_ _Wellcoprim
_']’ri_n'gé@hqpﬂlhé (1) | Antrima, Bactékod, Bactrim, 1,259 ‘l
m B ‘Eusaprim, Supristol + S
i Sulfamides | 2375y9 |
] : . l |
Furanes (10) Ambatrol, Anfinal, Furadanting, 300 19 I
Microdaine, Urfadyn i ‘[ '
! } |
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Résumé

Les actinomycetes sont des bactéries responsablis mtoduction de la plupart des molécules biwastiL'objectif de cette
étude consiste en I'identification de la molécuitalotive élaborée par des actinomyceétes.

Un total de 8 souches possédant un pouvoir inhibitentre au moins deux bactéries indicatricesigggé. Elles ont été isolées
a partir des échantillons de différents sols arideda wilaya d'Al Bayadh et identifiées physiolagient et biochimiquement
comme étant deStreptomyces.

L'activité antibactérienne a été testée vis-a-ves3dbactéries a Gram positbt@phylococcus aureuSTCC 25923 Listeria
monocytogeneATCC15313 Bacillus subtilisATCC 10870), et 2 bactéries a Gram nég&#fgqudomonas aeruginosd CC 27853,
Escherichia coliATCC25922). La technique des cylindres d’'agar auéilésée pour la recherche du pouvoir inhibitedres 8
souches ont été cultivées ensuite par fermentaionmilieu solide AF afin de produire des extraitshes en métabolites
secondaires. L'extraction a été faite par macénatio milieu par le méthanol.

Les résultats obtenus montrent que les 8 souchastindmycétes sont actives contre au moins deuktébas
indicatrices. Aucune souche parmi les 8 n’a présant activité contrB. aeruginosal’extrait méthanolique était actif contre les 4
souches testées.

Les spectres UV-Visible des I'extraits méthanolides 8 souches montrent que ce sont des substamceslyniques.

La séparation par chromatographie sur couche nfld€) nous a orientés vers le choix du systéme sbldéquat, il s'agit
d’Acétate d’éthyle- méthanol (6 :4). Il a donné unmigration rapide des molécules bioactives arezbonne séparation.

La bioautographie des 19 taches obtenue par la CCMrenque seulement 6 taches sont actives c&@téghylococcus aureus
ATCC 25923.

L’analyse par CPG des composés actifs nous a pelenetpprocher de la famille chimique de la molétibactive. Les temps
de rétention obtenus correspondent a un nombre ubistaices chimiques a pouvoir antibactérien tel meginomycine,
streptomycine et diethylphthalate.

Les Mots clés: Actinomyceétes ; molécule bioactive ; sol arideetivité antibactérienne, spectre UV visible, CCMyéehitographie,
CPG.
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Abstract

The actinomycetes are bacteria responsible fodymiog most of bioactive molecules. The aim of thisdy is the
identification of the bioactive molecule produceddetinomycetes.

A total of 8 strains with inhibitory effects agairet least two indicator bacteria are used. Thesevigolated from samples of
different arid soils of the province of Al Bayadthysiologically and biochemically identified &reptomyces

The antibacterial activity was tested against @r8m + bacteriaJtaphylococcus auredsTCC 25923 L isteria monocytogenes
ATCC15313, and Bacillus subtilisATCC 10870) and two-gram negative bacterRsdudomonas aeruginos&TCC 27853,
Escherichia colATCC25922). The agar cylinder technique was usedgearch the inhibitory power. All the 8 straingeveultured
on a solid medium by fermentation medium (AF) toduce secondary metabolites. The extraction waserbgdmaceration by
methanol.

The results obtained show that the 8 actinomydedins are active against at least two indicatatdséa. No strain among 8 has
shown activity againg®. aeruginosaThe methanol extract was active against the foains tested.

The UV-visible spectra of the methanol extract8 sfrains show that they are not polynic substances

The separation by thin layer chromatography (TLC@ated us to the choice of the suitable solvertesysit is methanol ethyl
acetate (6: 4). He gave a rapid migration of bivaanolecules with good separation.

The 19 tasks bioautography obtained by TLC showsathly six tasks are active against Staphylocoecusus ATCC 25923.

GC analysis of active compounds allows us to apjprahe chemical family of the bioactive molecule.eTietention times
obtained corresponds to a number of chemical snbssasuch as antibacterial marinomycine, streptonamd diethylphthalate.

Key words: Actinomycets, Bioactive molecules, Soil arid, aatiterial activity, UV spectrum visible TLC, Bioautaghy, CG.



