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Introduction



I ntroduction

Depuis la découverte de la Pénicilline par Alexander Fleming en 1928, les
antibiotiques ont eu un immense impact dans le traitement des infections causées par des
microorganismes pathogenes. Cependant, |’antibiothérapie abusive, |’automédication ains
gue leur utilisation intensive en agriculture a conduit a I’émergence de souches muilti-
résistantes aux antibiotiques. Il en résulte gu’'al” heure actuelle, aucune classe d’ antibiotique ;
aussi bien d'origine naturelle que synthétique ; n’ échappent a ce phénomene. Ce phénomene
de multi-résistance est particulierement observé en milieu hospitalier ou, selon I’ Organisation
Mondiade de la Santé (OMS), il y'aurait chague jour un million d'infections de type
nosocomia dans le monde (Données de OMS).

Le SARM est I'un des principaux pathogéenes associés aux infections nosocomiales, il
est I'agent le plus fréqguemment impliqué dans les bactériémies responsable de nombreuses
infections et d'un nombre considérable de pneumonies nosocomiales (Marie-Claude et al.,
2012). Par ailleurs, les candidoses dues aux levures du genre Candida est en particulier
Candida albicans représentent la cause majeur des infections nosocomiales opportunistes
d'origine mycosique (L agane, 2007).

Sous |’ effet de la demande croissante de nouvelles molécules bioactives efficaces, la
recherche et le dével oppement de nouveaux produits dotés d’ activités biologiques nouvelles a
éé propulsé au rang des défis les plus importants pour I’humanité du 21°™ siécle. De
nombreuses recherches se sont orientées vers I'éude des bactéries appartenant a |’ordre
Actinomycetales, ces dernieres sont réputées pour leur grande production de métabolites
bioactifs (Okami et Hotta, 1988). Par ailleurs, des études d'optimisation doivent étre
réadisées afin daméiorer cette production et cela en déerminant les conditions
physiologiques et nutritionnelles amenant a une production maximale des molécules d’intérét
(Singh et al., 2009 ; Vijayakumar et al., 2010).

L'objectif principal de cette étude sinscrit dans cette optique qui S organise autour de
trois parties: La premiére partie fait état des connaissances existantes sur les actinomycetes
et de leurs capacités a produire des substances biologiguement actives ainsi que des notions
fondamentales relatives aux plans d’ expériences.

La deuxieme partie expose I’ensemble des méthodes expérimentales mises en ceuvre
dans I'isolement et |e criblage des actinomycétes a partir de sediments deriviere, delamise en
évidence de leurs activités antagonistes, de |'étude des caractéres morphologiques et
physiologiques ainsi que la modélisation de I’activité antimicrobienne par le biais de la
méthode des plans d’ expériences.

Latroisieme partie retrace et discute les résultats obtenus au cours de cette étude.
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Partiel Synthese bibliographique

|. Généralités sur les actinomycétes

Les actinomycétes sont des bactéries qui doivent leur nom a leurs croissance qui
donne lieu a des colonies circulaires, constituées d hyphes se propagent par croissance
centrifuge tout au tour du germe qui leurs a donné naissance cité par Kitouni, 2007, ce qui
explique leurs dénomination provenant de deux substantifs grecs “actino” et “myceéte” qui
signifient “champignons a rayons” ou “champignons rayonnants” (Gottlieb, 1973).

Les actinomycétes sont des bactéries a Gram positif a GC% supérieur a 55%
(Goodfellow, 1983). La plupart sont saprophytes et aérobies, bien qu'il existe des formes
anaérobies regroupant généralement des espéces pathogénes (Andariambololona, 2010).
Ils sont hétérotrophes, utilisant des molécules organiques soit par fermentation ou par
oxydation et dans ce dernier cas, les especes sont genéralement micro-agrophiles (Mariat et
Sebald, 1990).

Les actinomycetes forment généralement des hyphes ramifiés et des spores asexuées,
pouvant survivre pendant de longues périodes sous des conditions hostiles (Panchanathan et
al., 2013). lls sont généralement mésophiles, préférent un pH neutre ou peu alcalin, d autres
sont thermophiles tolérant des températures avoisinant 50°C et peuvent aler jusgu'a 60°C
(Omura, 1992).

Sur milieu solide, les actinomycétes forment en une semaine environ des colonies
souvent pigmentées (gris, vert, rose, creme, jaune, bleu) ayant un diamétre compris entre 1 a
10 mm, provenant de |’accumulation d’hyphes ramifiés a contours lisses ou échancrés a
aspect compact, poudreux ou rugueux cité par Kitouni, 2007. Alors que sur milieu liquide, ils
forment des mycéliums qui se ramifient est sagregent pour former une pel ote composee d' une
masse dense d’ hyphes enroulés généralement en forme sphérique tel que représenté sur la
figure 1 (Belyagoubi, 2014).

———

AL
X
ere

S
b

Mycélium libre Enchevétrements Pelote

Figurel: Morphologies des actinomycetes rencontrées au cours de cultures liquides
(Amanullah et al., 2000)
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[1. Ecologie, taxonomie et importance des actinomycetes
[1.1. Ecologie des actinomycétes

La grande capacité d'adaptation des actinomycetes aux différentes conditions
environnementales ainsi que leur grande variabilité métabolique leur permet d'étre répondus
dans presque tous les écosystémes avec, toutefois, une certaine préférence pour le sol qui
demeure le réservoir le plus riche (Lechavalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983).
Cependant, la dominance des actinomycétes dans le sol est destinée au genre Streptomyces ce
qui sexpligue par la résistance a la dessiccation de leurs spores (Eughusen, 1956) Ces
microorganismes représentent 80% de la microflore tellurique (Singh et al., 2006). Par
ailleurs, les actinomycetes ont été également isolées a partir de nombreux environnements
aquatiques y compris des eaux de mer et sédiments marins (Jensen et al., 1991; Ghanem et
al., 2000). D'autre part, les actinomycetes isolés a partir des eaux douces appartiennent le plus
souvent aux genres Micromonospora, Streptosporangium, Nocardia et Streptomyces. 1ls sont
retrouvés egalement dans les sources hydrothermales, tel que le genre Thermoactinomyces
(Enghusen, 1956) et dans les sols pollués par des hydrocarbures ou des métaux lourds
(Lechevalier, 1981).
[1.2. Cycle de développement des actinomycetes

Les actinomycetes possedent un cycle de dével oppement complexe (figure 2), il débute
par la germination d’une spore qui donne naissance a un mycélium primaire formé d’ hyphes
qui se ramifient. Le développement du mycélium du substrat vers la partie superficielle donne
le mycélium secondaire ou aérien, les extrémités des hyphes aériens se différencient pour
former des spores qui sont des agents de dissémination (Kim et al., 2004 ; Smaoui, 2010).
Ces hyphes aériens sont plus épais et beaucoup moins ramifiés que les hyphes du substrat et
sont en général pigmentés (Theilleux, 1993).

I1.3. Taxonomie des actinomycétes

Avec les récentes éditions du manuel de taxonomie bactérienne, plusieurs formes
bactériennes non mycéliennes ont étaient rattachées aux actinomycetes sous la base de leurs
parentés phylogénétique. Avec laversion 2012 du manuel de la systématique bactérienne, les
actinomycetes sont rattachées au phylum Actinobacteria qui comprend 5 classes, 15 ordres,
43 familles et 203 genres (Goodfellow, 2012).
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Figure 2 : Cycle de développement du genre Streptomyces sur milieu solide (Jakimowicz,
2007)

[1.4. Critéeresd’identification des actinomycétes

La taxonomie des actinomycétes est basée sur plusieurs criteres : morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les
études morphologiques tandis que les critéres physiologiques et moléculaires séparent les
espéces (Smaoui, 2010).

[1.4.1. Criteres morphologiques
[1.4.1.1. Criteres macromor phologiques

Les caractéres culturaux typiques des actinomycétes sont :
e Laprésence ou absence du mycélium aérien (MA) et /ou du mycélium du substrat (MS),
I” aspect de leurs colonies et leurs couleur
e Laproduction et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu de culture.
11.4.1.2. Criteres micromor phologiques
L'observation microscopigue des colonies d'actinomycétes a permit de mettre en évidence
certaines structurestelles que:

e Lafragmentation ou non du mycélium de substrat.

e Laformation de spores exogéenes sur le mycélium aérien et/ ou du substrat, leurs formes,
leurstailles et leurs agencement (isolées, en chaines)

e La formation de spores endogénes hautement résistantes a la chaeur: cas de
Ther moactinomyces

e Laprésence de spores mobile, (Planomonospora, Planobispora, Spirillospora, Actinoplanes)
ou non mobile (Streptomyces, Streptosporagium, Micromonospor a)

IIs existent d’ autres structures morphol ogiques telles que les sclérotes et |es synnemata qui sont
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présents respectivement chez les genres Chainia et Actinosynnema ainsi que la formation ou non
de sporanges (Djaballah, 2010).
11.4.2. Critéres chimiques

L'utilisation des caracteres chimiques dans un objectif taxonomique posé aux
actinomycetes a été initié par Becker et al., (1964) ains que par Yamagushi, (1965) et
Lechevalier et Lechevalier, (1970) atravers |'analyse des constituants de la paroi cdlulaire
en acides aminés, glucides et lipides.

[1.4.2.1. Acidesaminés et sucres

L’acide aminé caractérisant les actinomycétes est le DAP (acide diaminopimélique)
qui est soit absent ou présent sous deux formes LL ou DL (méso). Il peut étre remplacé par la
lysine, I’ ornithine ou I’ acide diaminobutyrique (DAB) (Becker et al., 1965). D'autre part, les
glucides caractéristiques rencontrés chez les actinomycetes sont principalement les couples
"arabinoses-galactoses’, "arabinose-xylose", "rhamnose-galactose”, ains que le madurose ou
(3- O- methyl galactose) (L echevalier et L echavalier, 1970).

11.4.2.2. Lesacides gras et les phospholipides
La composition en acide gras (pariétaux et membranaires) a contribué dans la
séparation entre certains genres et est ainsi utilisée en combinaison avec les autres criteres
chimiques. Les acides gras qui constituent la paroi des actinomycetes sont des chaines qui
peuvent étres droites ou ramifiées, des molécules saturées ou insaturées (K roppenstedt et al.,
1990; Rainey et al., 1996). Par ailleurs, la diversité des phospholipides a permis a
Lechevalier et al., (1977) de distinguer cing chimiotypes notés de Pl a PV et caractérisés par
la présence généralement d' un ou de deux phospholipides caractéristiques.
11.4.3. Criteresmoléculaires
Trois critéres sont classiquement recherchés :
e Lecoefficient de Chargaff ou GC% (Stackebrandt et al.,1981b).
e Letaux d'hybridation ADN/ADN (Wayne et al.,1987).
e Séguencage des ARN ribosomaux 16 et 5S.
I1.4.4. Criteres physiologiques
En plus des critéres moléculaires, |a détermination des espéces d'actinomycétes se base
également sur les caracteres physiologiques. Ceux ci consistent en des tests de dégradation de
différents composes organiques (glucidiques, lipidiques et protéiques, polymeres complexes)
résistance a divers agents physique et chimique, tels que la résistance aux antibiotiques, la

tolérance aux pH, alatempérature et alasalinité (NaCl), phénol, tellurite de potassium.
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[1.5. Importance des actinomycetes
[1.5.1. En agronomie
L es actinomycétes représentent un pourcentage éeveé de la biomasse microbienne du
sol. lls ont la capacité de produire une large variété d hydrolases extracdlulaires qui leur
confére un role dans la décomposition de la matiére organique (Valois, 1996). En effet, ils ont
un réle important dans le processus de recyclage contribuant ains a la fertilisation des sols
(Goodfellow et al., 1984). Ils ont un grand pouvoir de transformation des substances
organiques complexes difficilement ou non dégradables par les autres microorganismes tels
gue, les polysaccharides, les lignocelluloses et |a chitine (L echevalier, 1981 ; Goodfellow et
Williams, 1983). En outre, ils jouent un réle significatif dans la fixation de |'azote et
I'amélioration des parametres physiques du sol (Goodfellow et Williams, 1983).
[1.5.2. En biotechnologie
Les actinomycétes ont éé commercialement exploités pour la production de produits
pharmaceutiques et nutritionnels. En effet, la production d’ enzymes par |e genre Streptomyces
arévélé un potentiel biotechnologique intéressant (Hodgson, 2000), ainsi que les inhibiteurs
d’ enzymestel que I’ acide clavulanique (Demain, 2000).
11.5.3. Dansle domaine médical et vétérinaire
Les actinomyceétes ont fourni un nombre considérable de composés bioactifs de haute
valeur commerciale et sont recherchés de facon réguliere dans le but de découvrir de
nouvelles substances bioactives (Vijayakumar et al., 2007).
Le genre Sreptomyces est la source la plus importante de métabolites secondaires présentant
une activité biologique d'intérét pour la santé humaine et animale: antibactérienne
(streptomycine, tétracycline, chloramphénicol), antifongique (nystatine), antivirae
(tunicamycine), antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive (rapamycine), antitumorale
(actinomycine, mitomycine C, anthracyclines), inhibiteur d'enzyme (acide clavulanique)
(Demain, 2000)
[11. Effet des paramétres de cultures sur la production d'antibiotiques
I11.1. Influence de la sour ce de carbone et d'azote
Le choix de la source de carbone utilisée par les microorganismes influence fortement
la croissance bactérienne ainsi que la production de molécules actives (Martin et Demain,
1980; Doull et Vining, 1990; Spizek et Tichy, 1995). Siddique et al., (2013) ont démontré
gue la croissance de Streptomyces avermitilis 41445 ainsi que la production d'avermictine
Blb sont influencées par la vitesse de métabolisation de source de carbone dont la
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dégradation rapide de glucose aboutit a la diminution du rendement, en paralée |'amidon
représente un bon élément pour la croissance de la souche étudiée. D'autre part la production
d'antibiotiques est en relation directe avec la nature et la concentration de la source d'azote, en
effet, lesions ammonium exercent un effet négatif sur la production d'antibiotique, cesions
inhibent dans de nombreux cas la formation des précurseurs (Omura et al., 1984; Tanaka et
al, 1986
[11.2. Influence des sels minéraux

Saha et al., (2005) rapportent que la production de streptomycine et la tétracycline est
améliorée par I'addition de 0.5% a 1% de NaCl, aors que des concentrations plus élevées
répriment leur biosynthése. D’autre part, plusieurs oligoééments (Mn, Fe, Cd, Zn) sont
utilisés comme cofacteurs pour la croissance des microorganismes a des concentrations tres
faibles (Strub, 2008).
[11.3. Influencedu pH et dela Température

Les conditions de culture comme le pH influencent fortement Ile métabolisme
secondaire ainsi que la production d'antibiotiques (James et al., 1991). En effet, I’étude
menée par Elibol (2002) a rapporté que la culture de S. coelicolor A3 sans contréle du pH
produit de I'actinorhodine, alors que lorsque le pH est maintenu a une valeur de 7,2 la
culture produit un autre métabolite I’ undecylprodigiosine.

La température est un autre paramétre important influencant la production de
meétabolites secondaires. Bien que ce soit un fait établi, Sharon et al., (2014) ont rapporté que
la température optimale de production de métabolites bioactifs varie entre 25 et 28°C pour les
actinomycétes du genre Streptomyces et qu’'un écart par rapport a cet intervalle influence
I efficacité de la molécul e active produite.

V. Lesplansd'expériences
IV.1. Définition

Un plan dexpérience offre une stratégie optimale d organisation des essais afin
d’obtenir des conclusions solides et adéquates de maniére efficace et économique. La
méthodologie des plans d expériences se base sur le fait qu’ une expérience convenablement
organisée, conduira fréquemment a une analyse et a une interprétation statistique relativement
simple des résultats (Karam, 2004) .De maniére générale, la méthode des plans d' expériences
cherche adéterminer et a établir les liens existants entre deux types de variables:

= Laréponse: grandeur de sortie ou grandeur étudiée.
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» Les facteurs : grandeurs physiques modifiables par |'expérimentateur, sensées
influées sur les variations de la réponse (Goupy, 1999 ; Goupy, 2005).
IV.2. Modéisation
Lamodélisation est | objet méme du plan d’ expériences, elle permet une fois que les
facteurs influents sont identifiés, de trouver laforme de cette influence et I’ équation ou la
fonction qui décrit les variations du phénomene étudié en fonction des facteurs influents
(Goupy, 1999 ; Box et al., 1978).

Toute réponse expérimental e peut étre écrite sous laforme suivant :

[y:f(zl, Zo 70 + g ] ...................................... (1)

y : réponse expérimentale

Z : facteurs controles

€ : erreur expérimentale. Ou f est une fonction inconnue (modele théorique) des facteurs
influents controlés (Z1, Z»,...... Zx)

L’ éguation de régression obtenue sur la base de I’ expérience s’ écrit sous laforme suivante :

.......... )

Ou x; sont les coordonnées des facteurs Zj exprimée en variables centrées réduites,

(G=1,....k), ¥ est estimé (valeur prédite par le modele) de y (valeur expérimentale).

Chague valeur expérimentale yi sujette aux erreurs aléatoires & a distribution normale telle
gue (Benoit et al., 1994 ; Goupy, 1999) :

On appelle les coefficients :

bo : Terme constant de I'éguation de régression, bj : Effets linéaires, bu j : Effets
d’interactions, bj; : effets quadratiques.

IV.3. Matriced'expérience
La matrice d'expérience est un tableau de n lignes et k colonnes, regroupant les

conditions expérimentales d'un plan d'expériences.
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n et k correspondent respectivement au nombre d'expériences et au nombre des variables
codées.

IV.4. Modéle polynomial de premier degré
IV.4.1. Plan factoriel complet & deux niveaux avec interactions (2¥)

Ces plans possédent un nombre de niveaux limité a deux pour chague facteur. Toutes
les combinaisons de niveaux sont effectuées au cours de I'expérimentation. Ces plans peuvent
étre utilisés indistinctement pour les variables continus et pour les variables discrétes
(Goupy,2006). Le nombre d’ expériences (N) a réaliser est en fonction du nombre (k) de
paramétre (facteurs) tel que: N = 2,

IV.4.2. Calcul des coefficients du modéle
La valeur de chaque coefficient est le produit scalaire de la colonne y par la colonne x;

correspondante, divisé par le nombre d’ essais N. Ainsi pour les effets liniéres, les valeurs des

coefficients sont déeterminées par : 4)

Et celles des coefficients d’interactions par :

[ } ........................ 5)
[ } .................................. (6)

IV.5. Variable centréréduite
Lanotion de YATE permet une combinaison simple des niveaux et permet un calcul aise

des effets et interactions. Les niveaux sont représentés par les signes (+) et (-) symbolisent
respectivement la valeur haute et basse d'un facteur. Ces deux modifications entrainent
I'introduction de nouvelles variables que I'on appelle variables centrées réduites (V.C.R.) ou
unités codées (Ozil, 1997 ; Goupy ;2005 ; Benoit et al., 1994 ; Antony, 2003).

Laformule de codage qui permet |e passage des variables d'origine, aux variables centrées

réduites x. Elle est donnée par laformule suivante :

tels que : et

Xj est la variable centrée réduite correspondant ala variable naturelle Z; .
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Le point de coordonnées ( Z1° ,Z2° ,Zk° ) est denomme centre du plan; est |'unité ou
intervalle de variation suivant |'axe des Z; , Zjmax €t Zjmin SONt les niveaux supérieur et inférieur
des facteurs qui constituent les frontieres du domaine d'étude.

V. Plans de Plackett et Burman

Les plans de Plackett et Burman sont des plans de criblage basés sur des matrices
d'Hadamard. 1ls complétent les plans factoriels 2¢. Les matrices d’Hadamard sont des
matrices carrés dont les éléments sont soit -1 soit +1 et dont le nombre de lignes (ou de
colonnes) est multiple de 4. Ces matrices de Plackett et Burman sont intéressantes car elles
permettent d’ économiser les essais par rapport aux matrices des plans factoriels.

Les facteurs des plans de Plackett et Burman ne prennent que deux niveaux et il n'y
généralement pas de point centrale car on ne cherche pas a modéliser les résultats (Goupy,
2005).
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. Matériel
Le matérid utilisé dans ce travail est résumé en Annexe l.
1. Méthodes

I1.1. Isolement et criblage des souches d’actinomycetes productrices de molécules
bioactives
[1.1.1. Origine et prélevement des échantillons

Le prélévement des échantillons a été réalisé par M®'® DJINNI a partir de sédiments de

riviére prélevés dans larégion de Ziama Mansouriah (Oued Ziama) situé a mi chemin entre les
wilayas de Bejaia et Jijel en Janvier 2015. Le prélevement a été effectué dans des conditions
d’asepsies rigoureuses en utilisant un dispositif tubulaire stérile. Les échantillons étaient au
nombrede 3 et letransport vers le laboratoire a été effectué a température ambiante.

Les photographies (a) et (b) delafigure 3 ci-dessous présentent une vue générale du site.

Figure 3 : Vue d ensemble du site de prélevement : Oued Ziama (Ziama Mansouriah)-Jijel

I1.1.2. L’ isolement des actinomycetes

Les isolats prélevés ont étés obtenus a partir de sédiments de riviére par |la méthode des
suspensions dilutions réalisée comme suit:
Dix gramme de sédiments sont mis en suspension dans 90 mL d’ eau physiologique stérile puis
des dilutions décimales sont réalisées jusqu’a 10®, un volume de 1 mL de suspensions: la
solution mére, les dilutions 102,10 et 10°® ont été étal ées sur des boites de Pétri contenant les
milieux d’'isolement sélectifs des actinomycétes a raison de 3 boites par dilution. Les boites
ensemencées sont incubées & 28°C et |alecture est faite quotidiennement & partir du 3™ jour.
11.1.3. Milieux de culturesutilisés

Les milieux de cultures utilisés sont au nombre de 3: amidon caséne agar (SCA)

(Williams et Kuster, 1964), Gausse (Ivantiskaya et al., 1978) et Czapeck (L awrence, 1956)
préconisés pour I'isolement sélectif des actinomycétes. Les milieux ont étés additionnés de
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K2Cr207 araison de 50ug /mL afin d’inhiber le développement des champignons filamenteux
(Jiang et al., 2013).
La composition des milieux de culture utilisés est donnée en Annexe 1l.
[1.1.4. Criblage et purification des souches d'actinomycetes

Apres des observations quotidiennes sur les différents milieux de culture, des souches
d'actinomycétes ont été sélectionnées en fonction de leur aspect morphologique, ces colonies
ont été purifiées par des repiquages successifs sur les milieux de culture dont elles proviennent
puis des noms leur ont été attribués et conservées a4°C.

[I1. Mise en évidence de |’ activité antagoniste des souches d’ actinomycetes isolées

Les souches d'actinomycetes isolées ont fait I'objet d'un test d'antagonisme visant a
tester leur activité antimicrobienne vis-a-vis de germes cibles dans |e but de sélectionner la(les)

souches les plus performantes pour la suite de I'étude.

[11.1. Lesgermescibles
Les microorganismes cibles utilisés dans cette éude sont présentés ci-dessous:

Bactériesa Gram positif

» Staphylococcus aureus ATCC 25923.

» Saphylococcus aureus résistant alaméthiciline (SARM) ATCC 43300.

» Bacillus subtilis ATCC 6633.
Bactérie a Gram négatif

» Escherichia coli ATCC 25922.

» Salmonella typhi ATCC 14028.

> Vibrio cholerae AT CC 14035.

» Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Levure: Candida albicans ATCC 10231.
[11.2. Standardisation delI’inoculum des ger mes cibles

La standardisation des germes cibles utilisés suit la méthode des suspensions dilutions

corrélés a la mesure de la densité optique a différentes longueurs d'onde de chague germe
étudiés, apres un balayage au spectrophotométre des longueurs d'ondes ont été fixées pour
chaque germe: SARM a 525 nm, Vibrio cholerae & 600 nm, Pseudomonas aeruginosa a 537
nm, E. coli & 530 nm, Saphylococcus aureus 525 nm, qui correspond a une DO de 0.5 de la
solution mére, la charge de I'inoculum utilisé est de 10’ UFC/ mL (Billerbeck et al., 2002).
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111.3. Lasélection de souches actives par la technique des cylindres d’agar

L'activité antimicrobienne des souches isol ées a été évalués par la technique des cylindres
d'agar recommandé par Bastide et al., (1986) et schématisées en figure 4.
Les isolats d'actinomycétes obtenus ont été ensemencés sur les trois milieux de culture cités
précédemment et incubés pendant 7 a 10 jours a 28°C. Aprés incubation, des cylindres d'agar
de 6 mm de diamétre ont été découpés avec un emporte- piece stérile puis déposés a la surface
des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton (MH) préalablement ensemence par les
germes cibles citées précédemment. Pour une meilleure diffusion des composeés bioactifs les
boites ensemencées ont été maintenues a 4°C pendant 2 heurs puis incubées a 37°C pendant
24h. Le diametre des zones d'inhibition sont mesurés al'aide d'un pied a coulisse et exprimées
en millimétre.
Remarques

» Lemycélium doit ére en contact direct avec le germe cible utilisé.

» L’inoculum ne doit pas étre utilisé au dela de 15 minutes apres sa préparation.

Jeune (24h)

Figure 4: La mise en évidence de I’ activité antimicrobienne des isolats d’ actinomycetes sur
milieu Muéller-Hinton par la méthode des cylindres d' agar (Bastide et al., 1986)
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IV. Choix du meilleur milieu de production des molécules actives pour la souche
sélectionnée
Dans le but de déterminer le meilleur milieu de production de(s) molécule(s)
bioactive(s) produite(s) par la souche performante préal ablement sélectionnée, trois milieux de
culture de compositions différentes ont été utilises a savoir les milieux SCA, Czapeck et
Gausse. L’incubation des boites est réalisée pendant 7 a 10 jours a 28°C et I’ activité antagoniste
est mise en évidence vis-aVvis des germes cibles cités plus haut, par |a méthode des cylindres
d’ agar préalablement décrite.
Le milieu de culture ayant permis a |’isolat d’ actinomycéte de fournir le plus haut pouvoir
antagoniste exprimé en terme de zone d’inhibition est sélectionné comme milieu de base pour
I étude de I’ optimisation de cette production.
V. Etude des car acteres mor phologiques et physiologiques
V.1. Caracteres macromor phologiques
Cette étude vise a apprécier la croissance et la couleur des mycélia aérien et du substrat,
ains gue les pigments solubles produits sur différents milieux de culture suggérés par
["International Streptomyces Project” ou ISP : ISP, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6, et sur les trois
milieux de culture: SCA, Gausse et Czapeck. La lecture est faite apres 3, 7, 14 et 21 jours
d'incubation a 28°C.
V.2. Caractéres micromorphologiques
Dans le but d'éudier I'agencement des spores des souches sélectionnées, ains que la
fragmentation des mycdliums aérien et du substrat, des observations ont été realisées
directement sur les boites de Pétri al'aide d'un microscope optique a grossissement (10) apres
14 jours d'incubation a 28°C sur le milieu Czapeck .

V.3. Caracteres physiologiques

Une série de tests physiologiques a été réaisée pour la différentiation des espéces

d’ actinomyceétes. Les tests effectués sont cités ci-dessous et les méthodes ains que la

composition des milieux de culture utilisés sont détaillés en Annexelll.

e Hydrolyse de I'amidon et de lagélatine (M ar chal et Bourdon, 1987), du tween 80 (Sierra,
1957), delacaséine du lait écrémé et de latyrosine (Gordon et al., 1974),

e Deégradation des composés glucidiques ou leurs dérivés comme seule source de carbone
réalisée sur milieu 1ISP9 recommandé par Shirling et Gottlieb, (1966). Les sources de
carbone testées sont: D-glucose, D-arabinose, fructose, lactose, mannitol, D-xylose,
mannose, cellulose, agarose, tryptose et rhamnose.
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e Sensihilité ou non a différentes concentration de NaCl (0%,1%, 3%, 5%, 7%, 10% et
15%), sur milieu GY EA (Glucose-Y east-Extract-Agar).

e Utilisation des sels de sodium : Acétate; Citrate et Oxalate (Gourdon et al ., 1974).

e Résistance ou sensibilité a certains agents physiques: la croissance a différents pH (5.2,
7.2,9.2 et 11.2) et adifférentes température 4°C, 28°C, 37°C, 44°C et 50°C.

e Sensibilité ou résistance aux différentes familles d antibiotiques sur milieu Mueller Hinton
(Athalyeet al., 1985).
Téracycline: (TE 30ug), Amoxcillave: (AMC 30ug), Oxacilline: (OX 1ug), Piperacilline
(Pl 100pg), Pénicilline G: (P 10ug), Tobramycine: (TOB 10ug), Gentamycine: (GEN
10ug), Erythromycine: (E 15ug), Amoxcilline: (AMX 25ug).

e Sensibilité ou résistance de germes testés aux différents familles d'antibiotiques.

e FEtude delarésistance ou la sensibilité des souches d’ actinomycetes aux métaux lourds :

A fin de mettre en évidence la résistance ou la sensihilité des souches d'actinomycetes isol ées

aux métaux lourds, des milieux de culture gélosés ont été préparés en utilisant une gélose

nutritive contenant différents métaux sous forme de sels organique a savoir le zinc (ZnSOy), le

fer (FeN3Qg) ,le chrome (K2Cr207), le cuivre (CuSOs), le cadmium (CdsN20e),ainsi que

I'ensemble de ces derniers araison de 50 mg/L (Daboor €t al., 2014). La croissance des isolats

a été observée aprés 3, 7 et 14 jours d'incubation a 28°C. L'appréciation de larésistance ou dela

sensibilité des isolats testées vis-avis de(s) métaux lourds est traduite par la croissance ou

["absence de cette derniére de la souche ensemencée.

V1. Modélisation del'activité antimicrobienne de la souche sélectionnée

Apres sélection de la meilleure souche active et du meilleur milieu de production, des
essais d'optimisation ont été réaliseé dans le but daméliorer la production de molécules
bioactives.

En premier lieu, I'éude de I'influence de sept parameétres opératoires sur la production
d'antibiotiques a été réalisée a savoir; la concentration en amidon, en KCI, en K;HPOa, en
NaNQOsz, en MgSO4(7H20), le pH et le temps d'incubation. A cet effet, un plan d'expériences de
"Plackett et Burman (PB)" a été élaboré par I'utilisation d'un logiciel de modélisation nommé
"Minitab 16.0"

En second lieu, une fois les facteurs les plus significatifs sont identifiés, une
modélisation de I'activité antimicrobienne est réalisée par le biais d'un plan factoriel complet
avec interaction afin d'évaluer les effets dinteraction de ces facteurs. Les valeurs choisies des

différents facteurs opératoires étudiés a différents niveaux sont regroupées dans le tableau I.
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Tableau | : Valeurs extrémes des parameétres opératoires étudiés

Paramétres opératoires | Niveau bas(-1) Centre (0) Niveau haut (+1)
X1 6 10 14
X2 0.3 0.5 0.7
X3 0.6 1 14
X4 1 3 5
X5 0.3 0.5 0.7
X6 5.2 7.2 9.2
X7 4 7 10

Note: x1::Amidon (g/L), x2:KCl (g/L), x3:K2HPO4 (g/L), x4: NaNOs (g/L), xs: MgSOxs (g/L),

Xe:pH Xx7: Temps d'incubation (J)

Treize milieux de culture Czapeck a des concertations variables ont été préparés selon la

matrice des expériences données par le logiciel” Minitab 16.0" et représentée dans le tableau I1.

La souche sélectionnée est ensemenceée sur chaque milieu et incubée a 28°C pendant 4, 7 et 10

jours d’incubation.

Tableau Il : Matrice d’ expériences de "Plackett et Burman"

zi:Amidon (g/l), zz:KCl (g/l), zz:K2HPO4 (g/l), za: NaNOs (g/l), zs: MgSOa (g/l), zs:pH, z7: Temps
d'incubation (J), C: milieu Czapeck

Nombre Z1 22 Z3 Z4 75 Z6 Z7 | X1 | X2 | X3 | X4 | X5 | X6 | X7
d'expériences
Cco1 14 | 0.7 | 0.6 5 |07 52 |10 |+1|+1|-1|+1|+1]|-1]|+1
C02 6 0.7 | 0.6 1 |03/ 92 10| -1 |+1|-1|-1]-1|+1]|+1
C03 14 | 0.3 | 14 5 03(92 |4 (+1|-1|+1|+1|-1|+1]|-1
co4 6 03 | 0.6 5 10792 |4 |-1|-1|-1|+1|+1|+1]| -1
C05 6 03 | 14 5 1075210 |-1|-1|+1|+1|+1|-1|+1
C06 14 | 03 | 14 1 (03|52 |10 |+1|-1|+1|-1|-1]|-1|+1
Cco7 14 | 0.7 | 0.6 5 03524 [+1|+1|-1|+1|-1|-1]-1
C08 6 07 | 14 1 |07|52 | 4 |-1|+1|+1|-1|+1|-1]|-1
C09 14 07 | 14 1 (07|92 4 |+1|+1|+1|-1|+1|+1]| -1
C10 14 | 0.3 | 0.6 1 (07|92 |10 |+1|-1|-1|-1|+1|+1|+1
Cl11 6 03 | 0.6 1 /103|524 |-1|-1]-1|-1|-1]|-1|-1
C12 6 07 | 14 5 103[92 |10 |-1|+1|+1|+1|-1|+1|+1
Ci13 10 | 05 1 3 |05(72|7|0]0|]0|O0O]O0O|O0]|O
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Apres avoir sélectionner les parametres opératoires significatifs al'égard de C. albicans, de

V. cholerae et du SARM,

nous avons élaboré un modéle factoriel de premier degré pour

chague germe étudié. huit milieux de culture Czapeck ont été préparés avec des concentrations

variables des facteurs opératoires a savoir KClI, le MgSOs et le temps d'incubation al'égard de

C. albicans. La matrice d'expériences pour k=3 et N= 8 (2¥) est représentée dans |e tableau 111

ci-dessous.

Tableau | I1: Matrice d'expériences pour C. albicans

Nombre d'expériences z 2 z3 Xo X1 X2 X3
co1 0.3 0.3 4 1 -1 -1 -1
Cc02 0.7 0.3 4 1 +1 -1 -1
C03 0.3 0.7 4 1 -1 +1 -1
Cco4 0.7 0.7 4 1 +1 +1 -1
C05 0.3 0.3 10 1 -1 -1 +1
C06 0.7 0.3 10 1 +1 -1 +1
Cco7 0.3 0.7 10 1 -1 +1 +1
Co08 0.7 0.7 10 1 +1 +1 +1
Note: xo: variable fictive, z1: KCl (g/L), z2: MgSOs (g/L), z3: Temps dincubation, C: milieu

Czapeck

Cependant la modéisation de I'activité antibactérienne a I'égard de deux germes cibles a savoir

SARM et V. cholerae est réalisée avec en seul parameétre opératoire pour chaque germe qui sont le

pH et la concentration en KCI respectivement. Les matrices d'expériences correspondantes a ces 2

germes pour k=1 et N=2 (2) sont illustrées dans les tableaux 1V aet IV b suivants.

Tableau |V a: Matrice d'expériences

pour le germe SARM

Nombre z Xo X1
d’essais
Ci1 52 1 -1
C2 9.2 1 +1

Tableau |V b : Matrice d'expériences pour

le germe V. cholerae

Nombre z X0 X1
d’essais
C1 0.3 1 -1
C2 0.7 1 +1

Note: xo: variablefictive, z: KCI (g/L), z': le pH, C : milieu Czapeck

Des essais supplémentaire ont été réalisés en appliquant le plan en étoile pour les 3 germes

étudiés pour I'éaboration du modele de second degré a savoir SARM, V. cholerae et C. albicans.

Les vaeurs extrémes des parametres opératoires étudiés a différents niveaux sont regroupées dans

lestableaux V (a, b, ).
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Tableau V a: Valeurs extrémes des paramétres opératoires étudiés al'égard de C. albicans pour le

plan en éoile
Nombre Z1 V) z3 X0 X1 X2 X3
d'expériences

C1 0.1 0.5 7 1 -a (-1.68) 0 0
C> 0.9 0.5 7 1 | +a (+1.68) 0 0
Cs 0.5 0.1 7 1 0 -a (1.68) 0
Ca 0.5 0.9 7 1 0 +a (+1.68) 0
Cs 0.5 0.5 1 1 0 0 -a (-1.68)
Ce 0.5 0.5 13 1 0 0 +a (+1.68)

Note: xo: variablefictive, zi: KCl (g/L), z: MgSOa4 (g/L), zs: Temps d'incubation, C: milieu Czapeck

Tableau V b: Vaeurs extrémes des parameétres opératoires étudiés al'égard de V. cholerae

Nombre yA X0 X1
d'expériences
C1 0.1 1 -a (-1.19)
C2 0.9 1 +a (+1.19)

Note: xo: variable fictive, z1: KCI (g/L), C: milieu Czapeck

Tableau V c: Valeurs extrémes des parametres opératoires étudiés al'égard de SARM

Nombre z Xo X1
d'expériences
Ci1 3.2 1 -a (-1.19)
C2 11.2 1 +a (+1.19)

Note: xo: variablefictive, z1: pH, C: milieu Czapeck
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Cetravail a étéréalisé au sein du laboratoire de Microbiologie générale de I'université
A. Mirade Bgjaiadurant la période allant du 19/03/2015 au 01/06/2015.

Dans ce chapitre, seront présentés les résultats et les discussions des quatre parties de
cette étude, relatives a l'isolement et au criblage des souches d'actinomycetes, I'étude de leurs
activités antagonistes vis-avis de germes pathogenes suivi de I|'étude des caracteres
morphologiques et physiologiques de la souche séectionnée. L’influence des paramétres de
culture sur la production de molécul es actives sera également abordée ainsi que la description
de I’élaboration du modele mathématique a travers I’ utilisation de la méthode des plans
d’ expériences.
|. Isolement et criblage des souches d’ actinomycétes productrices d’antibiotiques

Dans le but d augmenter |a probabilité d’isolement de genres rares, trois milieux de
culture sélectifs des actinomycétes ont été employés. Au total, 39 isolats présentant une
morphologie caractéristiqgue des actinomycétes ont été obtenues par la méhode des
suspensions-dilutions et ce a partir de 3 échantillons de sédiments de riviere prélevés dans la
région de Ziama Mansouriah (Oued Ziama).

Les colonies d'actinomycétes ont éé reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique. Elles apparaissent séches, rugueuses, colorées ou non, adhérent a la gélose et
présentent un mycélium vegétatif et aérien, certaines montrent seulement un mycélium du
substrat.

Le nombre d'isolats obtenus a partir de chaque milieu de culture spécifique est représenté dans

lafigure 5 ci-dessous.

17
” 20 - 14
<
§ 15 - 8
S 10 -
o
o] -
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(@]
Z O A | 1 1
SCA Gausse Czapeck
Milieux deculture
SCA M Gausse i Czapeck

Figure 5. Histogramme du nombre d'isolats d’ actinomycétes obtenus en fonction des trois
milieux de culture sélectifs utilisés
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Les résultats obtenus montrent clairement que le milieu SCA est le milieu le plus
favorable pour I'isolement des actinomycetes a partir des sédiments de riviere. En effet, 17
isolats ont été obtenus sur milieu SCA, 14 sur milieu Czapeck et seulement 8 souche ont été
recenseées sur milieu Gausse.

Au cours de notre étude, le criblage orienté en employant 3 milieux d'isolements
différents a éé choisi pour mettre en évidence la présence ou |’absence de genres rares
d’ actinomycétes dans les sédiments de riviere. Cette stratégie s accorde parfaitement avec
celle de plusieurs auteurs. En effet, d'aprées Cross, (1982), il est conselllé de varier les
stratégies et les milieux d'isolements dans le méme screening afin de réussir I’isolement de la
plupart de laflore actinomycétale présente dans |’ échantillon.

Pour les trois milieux utilisés, nous observons une différence importante du nombre de
souches actinomycétal es isolées. Cette différence peut étre expliquée par la présence, dans le
milieu SCA, de caséine et de sels minéraux, qui stimulent la croissance des actinomycetes
préférentiellement aux autres bactéries (Boughachiche et al., 2005).

De plus, plusieurs travaux ont confirmé |’ efficacité de ce milieu pour I'isolement
sdlectif des actinomycetes a partir d’ écosystémes variés (Sharma et al., 2011, Gayathri et
al., 2011)

II. Mise en évidence de |’ activité antagoniste des souches d’ actinomycétes isolées

Dans le but d étudier 1a capacité des 39 isolats d’ actinomycétes obtenus a produire
des molécules bioactives, un test d’ antagonisme, base sur la méthode des cylindres d’ agar, a
été effectué et cela vis-a-vis de germes pathogenes : une bactérie a Gram négatif, une bactérie
a Gram positif et une levure. Les résultats de ce test sont résumés dans le tableau V1.

Les résultats montrent que le spectre d'activité antimicrobienne des 39 souches
d’ actinomyceétes est variable en fonction des germes cibles testés mais également en fonction
de lanature du milieu de culture utilisé pour leur isolement.

En effet, il en ressort clairement que parmi tous les isolats testés, trois souches a savoir :
SRSC5, SRSC15 et SRC3 présentent une activité relativement significative aussi bien vis-&
vis de bactérie a Gram négatif qu’a Gram positif (E. coli, SARM) mais également vis-a-vis de
la levure C. albicans, comparativement aux autres isolats ou la plupart présentent un effet
inhibiteur variable alors qu’elles se sont révélées inactives a I’ encontre de C. albicans. Par
ailleurs, I'isolat SRC3 présente des activités importantes vis-a-vis de C. albicans et E. coli
avec des zones d’inhibition de 19 mm et 16 mm respectivement. Selon Boughachiche et al.,
(2005) et Boudemagh et al., (2005), cette différence au niveau des zones d'inhibition peut

étre expliquée par le fait qu’une souche d actinomycete peut produire plusieurs molécules




Partielll Résultats et discussions

antimicrobiennes (différents spectres d'action) dont la nature dépend de la composition du
milieu de culture.
Tableau VI : Activité antagoniste, exprimée en diamétre de zones d'inhibition, des 39

souches d’ actinomycétes isolées a partir de sediments de riviere

Activité antimicrobienne (mm)

Souches E. coli SARM C. albicans
SRSC1 14 0 0
SRSC2 10 0 0
SRSC3 10 10 0
SRSC4 13.5 10.5 0
SRSC5 24 12 10
SRSC6 0 0 0
SRSC7 25 13 0
SRSC8 10.5 0 0
SRSC9 8 0 17
SRSC10 7.5 0 0
SRSC11 13 0 0
SRSC12 11 0 0
SRSC13 0 8 0
SRSC14 0 0 0
SRSC15 14 15.5 175
SRSC16 0 20 0
SRSC17 0 0 0
SRG1 0 0 0
SRG2 0 0 0
SRG3 0 0 0
SRG4 0 0 0
SRG5 11.5 10 0
SR G6 0 0 0
SRG7 0 0 0
SRGS8 15 15 0
SRC1 0 0 0

SRC2 0 8 0
SRC3 16 11 19
SRC4 0 0 0
SRC5 0 0 0
SRC6 ND ND ND
SRC7 8 11.5 11
SRC8 0 0 0
SRC9 ND ND ND
SRC10 ND ND ND
SRC11 7 0 0
SRC12 7 75 0
SRC13 0 0 0
SRC14 23 0 0

Note: SRSC (Sédiment, Riviere, Starch Caséin), SRG (Sédiment, Riviere, Gausse), SRC (Sédiment,
Riviere, Czapeck), ND: Non déterminé

D’autre part, nous remarquons que |’activité antimicrobienne des isolats varie
également en fonction du milieu de culture d origine des souches. En effet, les résultats
illustrent que les souches obtenues sur milieu Gausse ne présentent globalement aucune

activité vis-avis des trois germes test utilisés a I’exception d’'isolats SRG5 et SRG8 qui
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présentent une activité antibactérienne. Alors que les 14 et 17 isolats obtenues sur milieu
Czapeck et SCA présentent au moins un effet antagoniste a I’ encontre des germes testés. De
plus, I'éude du taux de I'activité antimicrobienne des souches obtenues en fonction des
germes cibles testés nous a permis de classer ces dernieres.

La figure 6 suivante illustre le taux d'activité antimicrobienne des 36 isolats a I'égard de

germes cibles
B Activité vis-a-vis SARM B Activité vis-a-vis E.coli
Activité vis-a-vis C.albicans M activité antimicrobienne plus de germes cibles

Activité antimicrobienne nulle

8%

39% 22%

31% 0%

Figure 6: Taux d'activité antimicrobienne des 36 isolats d'actinomycétes a l'égard des germes
cibles testés.

Selon les résultats illustrés dans la figure 6, il apparait clairement que 31 % des
souches isolées possedent la capacité d'inhiber la croissance d’ au moins deux germes cibles
alors que 22% des isolats présentent des activités antagonistes uniquement vis-a-vis de E. coli,
8% vis-avis de SARM avec, toutefois, un pourcentage important d'isolats n’ayant présenté
aucune activité antimicrobienne.

Ce test d’'antagonisme nous a permis de sélectionner parmi les 36 isolats testés, la souche la
plus active notée SRC3, pour la suite de notre étude ; du fait que son activité antimicrobienne
est laplusimportante al’ égard, aussi bien, de E. coli, de SARM qu’al’ égard delalevure

C. albicans.

D’autre part, afin d'éargir la gamme des germes cibles utilisés et par conségquent
I’ activité antagoniste de la souche SRC3, 4 germes test ont été additionnés au panel a savoir
Vibrio cholerea ATCC 14035, Salmonella Typhi ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 et Saphylococcus aureus ATCC 25923. Les résultats de cette étude sont

présentés dans lafigure 7.
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Figure 7 : Activité antagoniste de la souche SRC3 al’ égard de 4 bactéries cibles

De la figure 7, il en résulte que la plus forte activité antibactérienne de la SRC3
obtenue est celle al’ encontre de V. cholerea avec une zone d'inhibition de 18 mm suivi de S
Typhi et de S aureus avec 13 mm alors qu’ aucun antagonisme n’est observé vis-avis de P.

aeruginosa.

I1.1. Sélection du meilleur milieu de production des molécules actives pour la souche
sélectionnée SRC3

Afin de sélectionner le meilleur milieu de production de substances actives, la souche
SRC3 préalablement sélectionnée a été cultivée sur trois milieux de culture de compositions
différentes a savoir SCA, Czapeck et Gausse puis incubée pendant 7 jours a 28°C. Lamise en
évidence de’ activité antimicrobienne a été réalisée par |a méthode des cylindres d’ agar.
Le milieu pour lequel la souche présente une production maximae de I activité
antimicrobienne a été sél ectionné pour la suite de notre travail.
Les résultats obtenus sont illustrés dans lafigure 8 ci-dessous.
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Figure 8: Activité antagoniste de la souche SRC3 a I'égard des germes cibles en fonction des

milieux de culture
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D’ apres les résultats obtenus, il est clairement remarguabl e que la souche étudiée présente
des activités antimicrobiennes relativement variables aussi bien vis-a-vis des bactéries a Gram
positif que a Gram négatif ainsi qu’al’ encontre de lalevure C. albicans, en fonction du milieu
de culture considéré. En effet, |es diamétres des zones d inhibition varient entre 20.5 et O vis a
visdeE. coli, entre 16 et 0 mm vis-avisdu SARM, 21,5et 0 al’égard de V. cholerea, 17 et 0
vis-avis de S aureus, 18,5 et 0 alégard de S typhi et entre 19 e¢ 0 mm C. albicans tandis
gu’ aucune activité n’ a éé enregistrée al’ égard de P. aeruginosa.

D’autre part, nous remarquons que les activités les plus importantes ont été
enregistrées en utilisant le milieu Czapek, avec des diamétres de 20,5 mm vis avisde E
coli, 16 mm vis-a-vis de SARM et 19 mm vis-avis C. albicans, 18 mm pour V. cholerae, 13
mm pour S. aureus est S Typhi comparativement aux deux autres milieux de culture utilisés
SCA et Gausse, d’'une part, et un spectre d activité plus large en utilisant ce méme milieu
come milieu de production.

A la lumiére de ces résultats, le milieu Czapeck a éé sélectionné comme étant le
meilleur milieu de production de substances actives et a pour ce fait été retenu pour la suite du

travail.

Lafigure 9 suivantes montrent quelques une des activités antimicrobiennes d’isolat SRC3 vis-

avis de quelques germes cibles

Figure 9 : Photographies illustrant I’ activité antagoniste de |’ isolat SRC3 al’ égard de (a)
V. cholerae, (b) SARM et (c) C. albicans

[11. Etude des car actéeres mor phologiques et physiologiques de la souche sélectionnée
I11.1. Caractéres macromorphologiques
Les propriétés culturales de I'isolat SRC3 sélectionné et cultivé sur différents milieux

de culture ISP a 28°C pendant 21 jours sont présentées dans le tableau VII ci-dessous. La
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macromorphologie de la souche SRC3 sur milieu Czapeck aprées 3, 7, 14 et 21 jours est
regroupée dans letableau VIII donné en Annexellll.

Tableau VII : Caractéristiques macromorphologiques de la souche SRC3 apres 21 jours
d’incubation sur les différents milieux ISP a28°C

Souche MA MS Pigment Aspect des colonies Croissance
SRC3 diffusibles
| SP1 Blanc Jaune _ Colonies rugueuse, ++++
Sec
| SP2 blanc aux Marron _ Colonies rugueuses, ++++
extréemités claire craquelé
| SP3 Noir Noir _ Colonies ++++
poudreuses
| SP4 Blanc Jaune _ Colonies bombés a ++++
centre rugueux
| SP6 Grisclaire Blanc Marron a Colonies|égerement
blanchéatre violet foncé bombés, rugueux ++ ++
(pigments
mélanoides)

Note: + + + +, Excellente croissance; -, Absence de croissance

La souche SRC3 présente une excellente croissance sur différents milieux de culture a
savoir Czapeck, ISP1, ISP2, ISP3, ISP4 et ISP6 apreés 21 jours dincubation a 28°C. La
production du mycdlium aérien (MA) est observée sur tous ces milieux. Il présente une
couleur grise avec une teinte blanchétre autour des colonies sur milieu Czapeck et d'une
couleur blanche sur ISP1, I1SP2 et 1SP4 avec un aspect craquelé, il est de couleur noir sur ISP3
et gris claire ablanc sur ISP6 avec production de pigment mélanoides d'une couleur marron a
violet foncée. Le mycdlium de substrat se manifeste par une couleur jaune claire sur Czapeck,
ISP1 et ISP4. La morphologie de la souche SRC3 sur les milieux de culture ISP est
représentée dans lafigure 10 ci-dessous.

Czapeck | SP1 | SP2

| SP3 | SP4 | SP6

Figure 10: Macromorphologie de la souche SRC3 sur les milieux de culture ISP et Czapeck
aprés 21 jours dincubation a 28°C.
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[11.2. Caractéres micromorphologiques

L es observations microscopiques effectuées aux grossissements GX10 et GX 100 ont
permis de déerminer que les filaments du mycélium aérien de la souche SRC3 sont non
cloisonnés et fins, présentant des chaines de spores immobiles de forme spiralée qui se
fragmentent en spores sphériques. Les sporophores, les sporanges, les spores mobiles, les
synnemata et |es sclérotes sont absents.
Lafigure 11 illustre la micromorphologie de la souche SRC3 observée au microscope optique
aux grossissements (x10) observé directement sur la boite de Pétri et ( x100) apres coloration

de Gram.

La]

Figure 11 (a): Observation microscopique de Figure 11 (b) : Observation microscopique de
la souche SRC3 (GX100) cultivée pendant 14 la souche SRC3 (GX10) cultivée pendant 14
jours & 28°C apres coloration de Gram joursa28°C

En se basant sur les caractéristiqgues morphologiques de la souche éudiée, il a éé
possible de la rattaché au genre Streptomyces. En effet, les bactéries appartenant a ce genre
actinomycetale présente des caractéristiques typiques et facilement reconnaissables,
particulierement la forme des colonies ainsi que leurs aspect (présence de MA et du MS) mais
également la disposition des chaines de spores et leur agencement. Le nom Streptomyces
sp.SRC3 lui adonc été attribué.

[11.3. Caractéres physiologiques

Les résultats des différents caractéres physiologiques et biochimiques de la souche

SRC3 sont réunis dans le tableau IX. Ces résultats nous fournissent des éléments essentiels

pour la classification de notre souche.
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Tableau | X a: Caractéristiques physiologiques et biochimique de |’ isolat SRC3

Test Résultat Test Résultat
Dégradation des Croissance a différentes
glucides sur | SP9 T°
Temoin négatif i 4°C i
D-glicose + 28°C ++++
Xylose ++ + 37°C ++++
Mannose tEs 44°C -
L-arabinose - S0°C -
Cellulose ¥ : ¥ Croissance aux différents
Agarose pH
D-mannitol t 5.2 +
Tryptose * 7.2 + 44+
L- ramnose T 9.2 ++++
Lactose * 112 .
Dégradation de :
Tyrosine ++ Cro_lsglnce aux
Tween 80 i différentes
L ait écrémé i concentrations de
NaCl sur le milieu GYEA
Dégradation des 0% ++
selsde sodium 1% +
Acétate de sodium - 3% +
Citrate de sodium - 5% +
Oxalate de sodium - 7% -
Reéduction des 10% i
métaux lourds - 15% I
Zinc t Résistance ou sensibilité Diametres des
Cuire t aux antibiotiques zones d’inhibitions
Chrome t Amoxcilline 25 ug (mm)
Fer + Oxacilline 1ug 0
Cadmium 4 Pénicilline G 10ug 0
Mélange de métaux i Amoxcillave 30ug 0
Tobramycine 10ug 13
Erythromycine 15ug 14
Piperacilline 100ug 13
Tétracycline 30ug 30
Gentamycine 10ug 115
15

Note: ++++: Excellente croissance, +++: Trés bonne croissance, ++: croissance Moyenne., +:

Faible croissance, +
croissance.

. développement du mycélium de substrat uniquement - :

Absence de
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D’ apres les résultats obtenus et illustrés dans le tableau IX ci dessus, il est clairement
remarquable que la souche éudiée, se développe en présence de D-xylose, mannose,
cellulose, D-mannitol, rahmnose, avec une |égére croissance (dével oppement du mycélium de
substrat uniquement) en présence de D-glucose, agarose, tryptose et lactose apres 14 jours
d'incubation a 28°C. Cependant, I’isolat ne dégrade pas |’ arabinose, la caséine, le tween 80, et
les 3 sels de sodium testés (Acétate, citrate et oxalate), toutefois, ele présente une bonne
croissance en présence de la L-tyrosine.

La souche SRC3 présente une bonne croissance sur milieu Czapeck a pH 7.2 et 9.2
apres 7 jours dincubation a 28°C, et plutdt faible a pH 5.2 et moyenne a pH 11.2. De plus,
elle présente une excellente croissance a 28 et 37°C, aors qu’aucun développement n’est
observé a 4, 44, 50°C. Elle est capable de croitre a des concentrations en NaCl alant jusqu'a
5g/mL, tandis qu’a des concentrations relativement élevée 10g/mL et 15g/mL, la croissance
est inexistante, de ce fait, elle est défini comme étant une souche halophile modérée selon la
classification de Kushner, 1987 (Tang et al., 2003).

Concernant le pouvoir réducteur de la souche aux métaux lourds utilisés, les résultats
obtenus montre que I’isolat étudié présente une bonne croissance en présence de Zn, Cu et
Cr, mais une faible croissance en présence de Cd et Fe, aors qu’aucune croissance n’a été
observé en présences des tous les métaux lourds. Ces résultats nous ouvrent de nouvelles
perspectives d éude sur I'utilisation éventuelle de cette souche dans le domaine de la
décontamination des sols. D'autre part, la souche SRC3 est résistante al’Amoxcilline (25 ug),
Oxacilline (1 pg), Pénicilline G (10 pg), des antibiotiques interférant dans la synthése de
peptidoglycane et est modérément résistante a I'”Amoxcillave (30 pg), Tobramycine (10 pg),
Erythromycine (15 pg), Téramycine (30 ug), Gentamycine (10 ug). De plus la souche est

sensible en présence de Pipéracilline (100 pg) avec un diamétre d'inhibition de 30 mm.

V. Modélisation del'activité antimicrobienne de la souche SRC3
V.1 Plan d’expériences de Plackett-Bur man (PB)

Dans le but de déterminer les facteurs influencant la production de molécules
bioactives par la souche SRC3, une matrice d'expériences du plan de Plackett et Burman a été
élaborée al'aide du logiciel Minitab 16.0. Le choix des facteurs et leurs niveaux de variations
a été effectué en tenant compte des limites expérimentales de la croissance de la souche
étudiée.

L’ effet des facteurs étudiés dans le cadre du plan de Plackett et Burman (amidon,
NaNOs, KCI, K2HPO4, MgSO4 (7H20), pH et le temps d'incubation) a permis de mesurer la
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réponse Y qui est |’ activité antimicrobienne estimée en millimetre a |’ égard de trois germes
cibles a savoir SARM, V. cholerea et C. albicans. La modélisation des résultats par le logiciel
Minitab 16.0 a permis de séectionner parmi les sept paramétres opératoires cités les facteurs
les plus significatifs sur la production d’ antibiotiques. L’ ensemble des résultats est synthétise
dans le Tableau X ci dessous, représentant |a moyenne des trois répétitions du test d’ activité
pour chague germe cible étudié ainsi que les effets obtenus illustrés dans les figures 12, 13 et
14.

Tableau X: Moyenne des zones dinhibition obtenues par le plan PB sur les 13 milieux de

culture al'égard de différents germes cibles

Germes
cibles SARM (Y) V. cholerae (Y) C. albicans(Y)
Nombre (mm) (mm) (mm)
d'expériences

C0o1 8.33 18.06 14.56
C02 9.33 18 16
C03 8.06 11.33 0
C04 12.66 19.06 0
C05 8.33 13.46 11.66
CO06 9.2 13 12.5
CO7 7.16 10.43 0
C08 8.33 13.8 0
C09 7.83 17.83 0
C10 10.66 6.5 0
Cla 7.83 11.16 0
C12 12.33 14.73 13.06
C13 9.92 18.16 14.33

C : Milieu Czapeck

Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Y (mm): SARM, Alpha = 0,05)

Effect Type
@ NotSignificant
W Significant

Percent
wv
o

—
'

Standardized Effect

Figure12: Effet des paramétres de culture, étudiés sur milieu Czapeck, sur I'activité
antibactérienne de la souche SRC3 vis-a-vis de SARM
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Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Y (mm): V. cholerea, Alpha = 0,05)
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Figure 13: Effet des paramétres de culture, étudiés sur milieu Czapeck, sur I’ activité anti-

Vibrio cholerea de la souche SRC3

Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Y (mm): C. albicans, Alpha = 0,05)
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Figure 14 : Effet des parametres de culture, étudiés sur milieu Czapeck, sur |’ activité anti-
C. albicans de la souche SRC3

Suite aux résultats obtenus et illustrés dans les figures 12, 13 et 14, il apparait
clairement que les paramétres de culture ayant des effets significatifs different d'un germe
cible a un autre. En effet, le seul paramétre significatif influengant I’ activité antibactérienne
vis-avis du SARM est le pH initial du milieu de culture. Contrairement & V. cholerea ou le
KCI est le seul facteur significatif influencant laréponse. Concernant lalevure C. albicans, les
résultats démontrent clairement |’ effet significatif de 3 parametres a savoir le KCl, le MgSOa
(7H20) et le temps d’ incubation.

A la lumiére des résultats obtenus du plan de Plackett et Burman, les paramétres de
culture significatifs influencant |’ activité antimicrobienne ont été sélectionnés et retenus pour

|a suite de la modédlisation.
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D’ autre part, la macromorphologie de la souche SRC3 a également été étudiée, apres 10
jours d'incubation a 28°C, sur les 13 milieux de culture préparés selon la matrice du plan de
Plackett et Burman et les résultats sont résumés dans le tableau X1 et présenté en Annexe V.

La souche étudiée présente des morphologies différentes en fonction des milieux de
culture utilisés. En effet, nous remarquons que le mycélium aérien est de couleur blanche sur
la mgjorité des milieux (C1, C2, C3, C6, C8, C10, C11) avec, toutefois, une légere variation
de cette derniére sur les milieux C5 et C9 ou le MA est de couleur blanche avec une teinte
grisétre adlors qu' elle est gris claire avec une teinte blanche sur le milieu C12. Les milieux C4,
C7 et C13 ont permis d avoir des colonies dépourvues de mycélium aérien.

D’autre part, la couleur du mycélium de substrat varie entre jaune claire, beige et
blanc. La croissance de la souche est excellente sur pratiqguement tous les milieux utilisés,
présentant un aspect poudreux et rugueux, al’ exception des milieux C4, C7 et C13 ou le MA
est absent.

IV.2. Modélisation del’ activité antifongique de la souche SRC3 a I'égard de C. albicans

Les plans composites centrés se prétent au déroulement séquentiel d’une étude. La
premiere étape consiste a appliquer un plan factoriel complet & deux niveaux avec
interactions, complété par des points au centre du domaine d étude. Quand les tests de
validation du modele sont positifs, I’é&ude s achéve, sinon, des essais supplémentaires sont
entrepris pour établir un modele de second degré.

IV.2.1. Elaboration du modele de premier degré

Les paramétres opératoires (Z1, Z2, Z3) considérés pour la modélisation de I'activité
antifongique de la souche SRC3 al'égard de C. albicans et codées x; ainsi que la moyenne de
diamétre des zones d'inhibition (Y) et donné dans le tableau XI1 a ci-dessous.

Dans notre cas le nombre N de combinaisons possibles des trois facteurs (k) sur deux niveaux
est égal a2¢=8.




Partielll Résultats et discussions

Tableau XI1 : Matrice des expériences pour k = 3 et N = 8 (2¢)

Nombre z z2 z3 X0 X1 X2 X3 Y (mm)

d’essais
Cil 0.3 0.3 4 1 -1 -1 -1 10.16
Cc2 0.7 0.3 4 1 +1 -1 -1 10.2
C3 0.3 0.7 4 1 -1 +1 -1 11.13
C4 0.7 0.7 4 1 +1 +1 -1 10.83
C5 0.3 0.3 10 1 -1 -1 +1 7
C6 0.7 0.3 10 1 +1 -1 +1 7
Cc7 0.3 0.7 10 1 -1 +1 +1 8.33
Ccs8 0.7 0.7 10 1 +1 +1 +1 8.16

Note: xo: variablefictive, z;: KCI (g/L), z2: MgSOs, 7H20 (g/L), zz: Temps d'incubation, C: milieu
Czapeck

La moyenne des zones d'inhibitions des 8 milieux de culture est ¥ = 9.10 mm. Le nombre (no)
d'expériences au centre du domaine expérimental est de 3, les diamétres des zones d'inhibition
ainsi obtenues sont rassemblés dans le tableau XIII.

Tableau XI11: Valeurs des diamétres des zones d'inhibition au centre du domaine d'étude

No yo (mm)
1 14,5

2 14

3 14,5

Lamoyenne des valeurs de la zone d'inhibition au centre du domaineest : y, = 14,33 mm

IV.2.1.1 Calcul descoefficientsdu modée

Les coefficients de 1'équation de régression b; sont obtenus par le produit scalaire de la
colonne y par les colonnes x; correspondantes divisé par le nombre d'expériences N. les

valeurs de ces coefficients sont regroupées dans | e tableau X1V.

Tableau X1V : Vaeurs des coefficients de régression

Terme constant Effetslinéaires
bo b1 b2 bz
9.10 -0.054 0.512 -1.48
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Effets d'interactions

b1 b13 b23 b123

-0.062 0.012 0.112 0.021

1V.2.1.2. Analyse statistique de |’ équation de régression

» Vérification dela signification des coefficients par letest de Student

Le test de Student permet de déterminer si parmi les coefficients du modéle, il existe des
coefficients non significatifs, lesquels seront éliminés de I’ éguation de régression car leur
influence sur l'activité antifongique est négligeable. La procédure de calcul consiste a
déterminer (Katarou, 1974; Sadou et Sadou, 1991; Benoit et al., 1994; Goupy, 2001):

e Lavariance de reproductibilité qui est estimée par celle calculée au centre du domaine

expérimental :

y, : Vaeur del’ activité antifongique de |’ essai i au centre

Y, : Moyenne des 3 essais au centre ; Y,= 14.33 mm

no : Nombre d'essais répéte au centre; no= 3

Onauradors: Seep2=0.0833

e Pour identifier les coefficients non significatifs par le test de Student, on détermine les

b

valeurs det; pour chague coefficient ; t; = —.

Sy

S
Avec: S, : écart quadratique moyen défini par: S, =— = 0,102

JN

Les résultats des calculs effectués, sont ressemblés dans le tableau XV ci-dessous :
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Tableau XV : Vaeursdetj

Terme constant Effetslinéaires
fo t1 t2 {3
89.202 0.530 5.021 14.492
Effets d'interactions
f12 {13 f23 {123
0.612 0.122 1.102 0.204

En utilisant latable de Student relative a un test bilatéral (Annexe V1), on détermine la
valeur de ta(f) pour le niveau de signification @ = 0.05 et le nombre de degrés de liberté f=
No-1 qui est égale a 2, soit to.os(2)= 4.3, d'aprés les résultats du tableau précédent, on remarque
gue les valeurs de ti, taz, t1s, tos, tizs sont inférieures alavaleur tabulée du test de Student (4.3)
déduisant ainsi que les coefficients correspondants (b1, b2, bis, bos, bi23) ne sont pas
significatifs donc ils seront éiminés de I'éguation de régression.

L'équation de régression du modéle de premier degré sécrit dors: y=9.10+0.51* x»-1,48* X3

» Test devalidation del'éguation de régression
a) Recherchedebiais
Avant de valider le modéle postul €, nous devons vérifier I’ absence du biais, Pour cela,

on calcule la variance résiduelle qu’ on va comparer ala variance de reproductibilité par le test
de Fisher Snedecor :

y i Vaeur du diametre de la zone d'inhibition pour chaque milieu donné par le modéle.

Lavariancerésiduelleest  Ses?=0.0321

2
_Se
=7

S

rep

> Lerapport F est donné par cette relation: F

Pour N=8et £ =3 (/ est le nombre de coefficients significatifs), ce qui donne F =0.385
La valeur tabulée du test de Fisher pour Foes (N-/, no-1) = Fo.gs (5, 2) est égale a 19.3 (voir
Annexe VII). Comme la vaeur calculée est inférieure a celle tabulée, le modéle est sans

biais, ce qui explique que tous les facteurs influencant sur la réponse sont pris en
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considération par le modele, autrement dit, le modele décrit correctement les variations de la
réponse en fonction des parameétres opératoires.

b) Test designification delarégression

Une fois que le modéle est sans biais, nous pouvons donc effectuer le test de Fisher

pour lasignification de larégression le rapport F sécrit comme suit:

Nio o2
X0 -y -1
F=—tt =305.37
& )2
X(Yi =9 ) IN-

D’ aprés la table de Fisher, Fogs (/—1, N-/) = Fogs (2, 5) est égale a 5,79. Cette
derniére éant inférieure a celle calculée, I’ équation de régression peut étre considérée comme
adéguate et le modele est valide a 95%.

> Validation du modéle par le point au centre
Dans cette étape, on compare la valeur de I’ activité déterminée par le modéle au centre

du domaine d’'éude ¥ (0, 0, 0) = 9.104 mm a la moyenne des 3 expériences au centre, soit

Yo=14.33 mm.

L’ erreur relative absolue entre ces deux valeurs (57%) étant supérieur a 5%, le modele
linéaire de premier degré choisi n’est pas valide. Nous allons donc tester un modele de second

degré.
V.2.2 Elaboration du modéle du second degré

Pour élaborer le modéle de second degré, on conserve les résultats des essais du plan
factoriel complet avec interactions y compris les résultats des essais effectués au centre du
domaine d'étude et on réaise les expériences complémentaires qui nécessitent le plan en
étoile. Les vaeurs des paramétres de ces essais complémentaires sont regroupées dans le
tableau XVI.
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Tableau XVI: Valeurs des parameétres du plan en étoile

Paramétres opératoires Niveau (-a)=-1.68 Niveau (+a)=1.68
X1 0.1 0.9
X2 01 0.9
X3 1 13

Note: x1: KCI (g/L); x2: MgSOa (g/L); x3: Temps d'incubation
[V.2.2.1 Calcul des coefficientsdu modée

Le calcul des coefficients de I'équation de régression sobtient a partir su produit suivant:

B= [XT.XT. X]".y

-1
Avec: [XT.X} : Lamatrice de dispersion

[X]": Lamatricetransposéede [X].
Les résultats de ce calcul sont rassemblés dans le tableau XV 11 ci-dessous.

Tableau XVI1: Vaeurs des coefficients du modéle de second degré avec interaction

Terme constant Effetslinéaires
bo b1 b2 bs
14.412 0.029 0.074 -1.269
Effets d'interactions et quadratiques
b12 b13 b23 b11 b22 bs3
-0.062 0.0125 0.112 -1.771 -1.535 -1.529

1V.2.2.2 Analyse statistique de|'équation derégression
e Vérification delasignification des coefficients

La valeur de la variance de reproductibilité Sep 2 est la méme que celle calculée pour le
modéle de premier degré, Sep 2 =0.0833. pour déterminer la variance des coefficients du
modeéle de second degré, il suffit de multiplier les éléments Cj; de la diagonale de la matrice de
dispersion avec la variance de reproductibilité.

2 2
S5 =Cjj-Sep

Lesvaleurs de tj du test de Student sont rassembl ées dans le tableau X V111 suivant:

Larelation est donné comme suit:
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Tableau XVII1I: Vaeurs det;

Terme constant Effetslinéaires
to 11 t2 i3
86.657 0.381 0.956 16.243

Effets d'interactions et quadratiques

t2 t13 t23 tnn {22 {33

0.612 0.122 1.102 20.574 17.830 17.761

Pour le niveau de signification a = 0.05 et le nombre de degrés de liberté f= no-1 = 2; la
valeur tabulée du test de Student toos (2)= 4.3. Les valeurs dety, to, ti2, ti3, tos, étant inférieur a
celle tabulée, les coefficients by, b2, b1, b1z € b2z sont non significatifs et seront éiminés de

['éguation de régression.

» Test devalidation del'éguation de régression

a) Recherchedu biais:

La vaeur calculée de la variance résiduelle pour N= 17 et £ = 5 est donné par: Swes? = 0.798,

cequi donne F =9.589

La valeur tabulée du test de Fisher pour le niveau de signification a = 0.05 et les nombres de
degrés de liberté (N- )= 12 et (no-1)= 2 est de 19.4, comme cette valeur est supérieur acelle
calculée, le modele est alors considéré sans biais.
b) Test designification delarégression: Lavaleur calculée du test de Fisher

F = 24.334, dors que la valeur tabulée pour le niveau de signification « = 0.05 et les
nombres de degrés de liberté (N-£)= 12 et (£ -1)= 4 est de 3,26 comme F caculé est
supérieur a celui tabulé alors le modéle est significatif et valide a 95%. le model de second
degré sécrit alors comme suit: § = 14.41-1.27*X3-1.77*X12-1.53*x22-1.53* x3 2

c) Recherchedel optimum

Dans les parties précédentes nous avons procéder a une modélisation de nos résultats
par le biais d'un plan composite centré qui a permis d'aboutir a un modéle du second degré
traduisant de maniere significative la variation de I'activité antifongique en fonction des
différents paramétres opératoires a savoir: la concentration en KCl (x1), la concentration en
MgSO4,7H20(x>) et le temps d'incubation (x3). I'étape de |'optimisation consiste a déterminer
les optima de ces facteurs, a cet effet, les courbes i soréponses est de surface de réponses sont
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tracées par le logiciel MATLAB 7.0 afin de localisation la région du domaine d'étude ou cet

optimum apparait.

Rappelons I'équation de régression de modéle du second degré: y = 14.41-1.27* Xs-
1.77%x1%-1.53*X22-1.53* X3 2

Les optimums sont obtenues en dérivant le modele prédictif par rapport a chacune des

variables x1, X2, X3, La procédure de calcul est comme suit:

A

B o 354%,=0= % =0
oX,

< Y _306x,=0=x, =0
OX,

Y o 127-306x, =0= x, =—041
OX,

e

L'activité antifongique théorique pour les valeurs optimales de X1, X2 €t X3 en

remplacant dans |le modéle du second degré est de 14.67 mm.

Les figures 15 a et b suivantes montrent une surface de réponse obtenue en tracant a
l'aide du logicidl MATLAB 7.0 l'activité antifongique dans le plan x3 et x1 (le temps
d'incubation- KCI) et en fixant la variable x> =0 (la concentration en MgSQOs). La forme
parabol oide de cette surface suggére qu’il existe un rendement maximal unique donné par les

coordonnées du sommet de cette surface (figure 15 a).

(b)

Figure 15: surface de réponse (a) et courbe isoreponse (b) pour x2 =0
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D'apres les courbes tracées au dessus, on remarque que la meilleure activité
antifongique théorique qui peut étre obtenue est de 14.67 mm correspondant aux différentes
valeurs des trois parametres opératoires a savoir:
x1= - 0.08, correspondant a une concentration en KCl de 0.51 g/L.

x2=0 , correspondant a une concentration en MgSOa4 de 0.50 g/L.
X3= - 0.48 , correspondant ale temps d'incubation de 5.56 jours.

IV.3. Modédlisation de |’ activité antibactérienne de la souche SRC3 al'égard de SARM et
V. cholerae
V1.3.1. Elaboration du modéle de premier degré
Les paramétres opératoires (Z1, Z2) considérés pour la modédisation de l'activité

antibactérienne de la souche SRC3 al'égard de SARM et V. cholerae sont codées x; ainsi que
les moyennes de diametre des zones dinhibition (Y) et donné dans les tableaux XVIII ci-
dessous.

Tableau X1X a: Matrice des expériences pour k = 1 et N = 2 (2X) vis-avisde V. cholerae

Nombre z1 X0 X1 Y (mm)
d’essais
C1 0.3 1 -1 18.33
C2 0.7 1 +1 16.83

Note: z1: KCI (g/L), C: milieu Czapeck

Lamoyenne des zones d'inhibitions des 2 milieux de culture est y = 17.58 mm.

Tableau X1X b: Matrice des expériences pour k = 1 et N = 2 (2K) vis-a-vis de SARM

Nombre z2 Xo X1 Y (mm)
d’essais
Ci 52 1 -1 10.06
C2 9.2 1 +1 10.83

Note: z2: pH, C: milieu Czapeck
La moyenne des zones d'inhibitions des 2 milieux de culture est y = 10.45 mm.

Le nombre (no) d'expériences au centre du domaine expérimental sont au nombre de 3, les

diameétres des zones d'inhibition ainsi obtenues sont rassembl és dans le tableau X X.
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Tableau XX: Vaeurs des zones d'inhibition au centre du domaine d'éude

Nombre d'essai 1 2 3 Yo
Germescibles

V. cholerae (Yo) 18 18 185 18.17

SARM (Yo) 9.5 10.25 10 9.92

Note: ¥ o : Moyenne des 3 essais au centre du domaine (mm), Y o. valeur de chaque essais au
centre du domaine (mm)

IV.3.2. Calcul des coefficientsdu modée

Lestableaux XXI suivantsillustre les valeurs des coefficients de régression pour les 2

germes testés.

Tableau XXI a: Valeurs des coefficients de
régression pour le germe SARM

Tableau XXI b: Vaeursdes coefficients de

régression pour le germe Vibrio cholerae

Terme constant Effet linéaire Termeconstant | Effet linéaire
bo b bo b
11.53 1.46 16 1

V.3.3 Analyse statistique de I’ équation derégression

a) Veérification dela signification des coefficientspar letest de Student

» Lesvariances de reproductibilité pour les germes cibles Vibrio cholerae et SARM

sont respectivement:

Sep?=0.0833 et S;?=0.145

» Lesvaeursdetj sont représentées dans les tableaux XX suivants:

Tableau XXII a: Vaeursdet; pour

Tableau XXI1 b : Vaeursdet; pour

Vibrio cholerae SARM
Terme constant Effet linéaire Terme constant Effet linéaire
to t to t
78.383 4.898 42.711 5.431

» L'écart quadratique moyen de Vibrio cholerae et SARM sont respectivement:

S;=0204 ©

Sy = 0.270
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En utilisant la table de Student relative a un test bilatéral, on détermine la valeur de
ta(f) pour le niveau de signification a = 0.05 et e nombre de degrés de liberté f= no-1 qu'est
égale a 2, soit toos(2)= 4.3, comme toutes les valeurs de tj calculées sont supérieures a tj
tabul ée alors tous les coefficients sont significatifs pour les 2 germes testés.

Les équations de régressions d'un modéle du premier degré relatives aux germes Vibrio
cholerae (y;) et SARM (¥;) sont respectivement comme sulit:
yi=16+x ; y,=11.53+1.46*x

b) Validation du modée par le point au centre

La valeur moyenne des 3 essais au centre est égale y o = 18.17 mm, tandis que la
valeur de réponse au centre donnée par le modéle pour x=0, égale a 16 mm obtenue pour le
germe testé Vibrio cholerae , Cependant ce qui concerne le SARM, La valeur moyenne des 3
essais au centre est égale yo = 9.92 mm est la valeur de réponse au centre donnée par le
modele pour x=0, égale a 11.53 mm, comme |'erreur relative calculée pour Vibrio cholerae
est de 13.56% et égale a 14.01% pour SARM dépasse 5% alors les modéles linéaires de
premier degré ne sont pas valident. donc nous allons tester un modéle de second degré.

IV.3.4. Elaboration du modéle du second degreé
a) Calcul des coefficientsdu modée

Les valeurs des coefficients du modele de second degré correspondants aux germes Vibrio

cholerae et SARM sont résumées dans les tableaux X X111 ci-dessous.

Tableau XXI111 a: Vaeurs des coefficients
derégression de "Vibrio cholerae"

Tableau XXI111 b: Valeursdes
coefficients de régression de SARM

Ter me constant Effet linéaire Terme constant Effet linéaire
bo b bo b
18.224 0.848 10.438 3.726

Effet quadratique

Effet quadratique

b11

-2.518

b1

-1.570

b) Vérification dela signification des coefficients

Lesvaleursdet; des deux germes sont rassemblées dans les tableaux XXV suivants:
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Tableau XXI1V a: Vaeursdetj pour

Tableau XXI1V b : Vaeursdet; pour

Vibrio cholerae SARM
Terme constant Effet linéaire Terme constant Effet lineaire
to t to t
111.425 6.464 48.246 21.450
Effet quadratique Effet quadratique
tu 14.269 tu 6.724

Pour le niveau de signification a = 0.05 et le nombre de degrés de liberté: f=no-1 = 2;
lavaleur tabulée du test de Student toos (2)= 4.3, comme toutes les vaeurs de t; cal cul ées sont
supérieures at; tabulée alors tous | es coefficients sont significatifs.

Les équations de régressions dun modéle du second degré relative aux germes Vibrio
cholerae (y;) et SARM (¥, )sont respectivement comme sulit:
V1= 18.224+0.85*X1-2.52*x1° ; y5= 10.44+3.73*X1-1.57* X1?

» Recherchedel optimum

Rappelons I'équation de régression de modé e du second degré pour le germe testé
Vibrio cholerae: § = 18.224+0.85* x1-2.52* x12
L'optimum de facteur opératoire x1 qui correspond a la concentration de KCl est donné
comme suit:
oy

oX,

= 0.85-5.04x, = 0=> x, = 0.168

x1 = 0.168, correspondant a une concentration en KCl de 0.53 g/L.
Rappelons I'équation de régression de modé e du second degre pour le germe testé
SARM: § = 10.44+3.73*x1-1.57* X412
L'optimum de facteur opératoire x1 qui correspond alavariable naturelle le pH est donné
comme suit:
oy
oX,

=3.73-3.14x, =0= x, =1.19

x1 = 1.19, correspondant alavaleur du pH=9.58.
VV.3.5. Discussion

D'aprés le modele du premier degré obtenu traduisant I'activité antifongique vis a vis du
C. albicans, on remarque que le facteur opératoire qui a une influence positive sur cette
derniére est la concentration en MgSOs, 7H20 (x2) avec un effet de (+0.51), le signe positif de
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ce dernier indique que sont augmentation favorise |'accroissement de |'activité antifongique.
Les résultats de I'étude réalisée par Sharma et al., ( 2012), montrent que la concentration en
MgSOa4,7H20 exerce un effet négatif sur la production de molécules bioactives par |a souche
Streptomyces flavotricini, contrairement a ce qui a été déterminé dans notre cas. Cependant le
temps d'incubation (x3) exerce un effet négatif sur I'activité antifongique avec une valeur de (-
1.47), ce qui explique que l'augmentation du temps de sa valeur minimae (4 jours) a sa
valeur maximale (10 jours) fait diminuer la production de molécules bioactives. |'équation de
régression montre également qu'il n’existe aucune interaction entre les facteurs opératoires
étudiés.

Concernant I'activité antibactérienne vis-a-vis du SARM, le model de premier degré
développé montre que le pH exerce un effet positif (+1.46) sur cette derniere en passant d'un
niveau minimale 5.2 a sa valeur maximale 9.2. Ce résultat concorde avec celui de Singh et
al., (2009) qui ont concluent que la production maximale d'antibiotiques par la souche
Sreptomyces tanashiensis A2D est obtenue a pH=8 et qui peut méme atteindre un pH=9, ceci
a dga éé démontré que les souches de Sreptomyces produisaient des antibiotiques a des pH
alcalins (Basilio et al., 2009). La courbe isoréponses tracée confirme ce résultat et montre que
le pH optimal est de 9.58.

L'activité antibactérienne de la souche SRC3 vis-avis de Vibrio cholerae est
influencée négativement par la concentration en KCl avec une valeur de son effet de (- 1.065)
ce qui expligue que a des concentrations €élevées de ce dernier paramétre diminue la
production de molécules anti- Vibrio cholerea. L'optimum déterminé par la courbe isoréponse
est de0.53 g/L.
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Annexe |

Matériel utilisé

Autoclave (OMRON)

Balance anaytique (RADWAG Model : WLC 0.6/A1/C/2)
Barreaux magnétiques

Bec bunsen

Boite de Petri de 99 mm

Boite de Petri de 57 mm

Bain Marie (GFL : Gesellschaft fur Labortechnik m.b.H. & Co. D 3006 Burgwedel 1)
Ecouvillons

Erlenmeyers

Etuvea 28 °C, a37°C, a44°C et 50°C (memmert)
Micropipette de 1000 pL. avec embouts plastiques
Microscope optique (WILL wetzlar)

Pied a coulisse (STINLESSE HARADEND)

Pipette Pasteur

Plaque agitatrice (VELP SCIENTIFICA)

Spatule

Tube aessais

Vortex (VELP scientifica référence : ZX3)

YV V V V V V V V V VYV V V V V V V V V
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Milieux de culture d’isolement, d’identification et de caractérisation

physiologique
I. Milieux d’isolement

I.1. Milieu SCA (Starch Casein Agar) (Kuster et Williams, 1964)
Amidon : 10g, Caséine: 0.3g, KNOs: 2g, K2HPO4: 2g, NaCl : 2g, MgSO4 7H20 : 0.05g, CaCOs:
0.02g, FeSO4 7H20 : 0.01g, Agarl8g, H>0d :1000 mL, pH 7.2+0

.2 Milieu Czapeck (L awrence, 1956)

NaNOs:3.0 g, K2HPO4:1.0 g, MgS04.7H20:0.5 g, KCl : 0.5 g, FeS04.7H20 : 10.0 mg, Amidon :
10.0g, Agar :18.0g9,H20d: 1L, pH 7+0.2.

1.3 Milieu Gausse (Ivantiskaya et al., 1978)
Amidon : 20 g, K2HPO4:0.5g, KNOz:1g, MgSO47H20 :0.5g, Agar : 20g, H20 d : 1000 mL, pH
7.4£0.2
I1. Milieux d’identification
Les milieux ISP ont été préconisés par |’ International Streptomyces Project (Shirling et

Gottlieb, 1966).

1.1 Milieu I1SP1
Tryptone: 5g ; extrait de levure : 3g ; agar : 159 ; eau distillée g.s.p :1000 ml. pH = 7,2

1.2 Milieu | SP2

Glucose: 4 g ; extrait de levure: 4 g ; extrait de malt: 10 g ; au distillée g.s.p. 1000 mL; agar:

209.pH 7,2.

1.3 Milieu 1 SP3

Farine d’avoine : 20 g; solution saline standard:1 mL ; agar: 20 g ; eau distillée g.s.p. 1000

mL. pH 7,2.

e Solution saline standard: FeSOs, 7H20: 0,1 g ; MnC12, 4H20: 0,1 g ; ZnSOs, 7H20: 0.1
g; eau distillée g.s.p. 100 mL.

I1.4 Milieu | SP4

Amidon: 10 g ; K2HPO4: 1 g; MgS0O4, 7H20: 1 g; NaCl: 1 g; (NH4)2SO0a4: 2g; CaCOs: 29 ;

Solution saline standard (voir ISP3) : 1 mL ; agar : 20 g ; eau distillée g.s.p. 1000 mL. pH 7,2.
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1.5 Milieu 1 SP6
Peptone : 15 g ; protéose peptone 5 g ; citrate de fer ammoniacal 0.5g ; thiosulfate de sodium
0.08, extrait delevure 1 g, Ho.HPO4 1 g, agar 209, eau distillée g.s.p. 1000 mL.

[11. Milieux de caractérisation physiologique

I11.1. Dégradation des glucides

Milieu ISP9 (Milieu de base)

(NH4)2S04: 2,64g ; KH2PO4: 2,389 ; K2HPOa4: 5,65g; MgSO4; 7H20 : 1g; Solution saline* :

1 ml; eau distillée: 1000 ml ; agar : 20g; pH : 6,8-7.

e Solution saline: CuSOa4; 5H20: 0,64g; FeSOs, 7H20: 0,11 g; MnC1,, 4H20: 0,79 g;
ZnS04, 7TH20: 0.15 g; eau distillée : 1000 ml.

[11. 2 Dégradation du tween 80 (Sierra, 1957)

Tween 80: 10 mL ; NaNOs: 1 g; extrait delevure: 5 g ; solution saline: 50 mL ; CaCl,

2H20: 0,1 g; eau ditillée g.s.p. 1000 mL; agar : 18 g; pH 7,2.

e Solution saline: K2HPO4: 0,25 g ; MgS0s; 7H20: 0,125 g ; NaCl: 0,125 g ; FeSOs, 7H20:
0,001g; MnSO4:0,0014g; eaudistillée g.s.p. 50 mL.

La dégradation du tween 80 se manifeste par une auréol e opaque autour des colonies

I11. 3 Dégradation de latyrosine, (Goodfellow, 1971 ; Gordon et al., 1974)

0,4 g de tyrosine est suspendu dans 10 ml d’ eau distillée et stérilise. La suspension est gjoutée

a100 ml de gélose nutritive stérile pH 7,5 et maintenue en surfusion a 50°C. La dégradation

se manifeste par une auréole claire autour des colonies.

[11.4 Dégradation des sels de sodium (Gordon et al., 1974)

Sd de sodium (acétate, citrate, oxaate): 2 g ; NaCl: 2 g; MgSOs; 7H20: 0,2 g ; (NH4)2HPOa:

19; KH2PO4: 0,59 ; agar: 15 g ; eau distillée g.s.p. 1000 mL ; solution aqueuse de rouge de

phénol a0,04% : 20 mL ; pH 6,8.

La dégradation est notée positivement apres virage de l'indicateur coloré du jaune au rouge-

rose.

[11.5 Sensibilité a diversagents physiques et chimiques

Milieu Glucose-Y east Extract-Agar (G.Y.E.A) (Athalyeet al., 1981)

Extrait de levure : 10g; glucose : 10g; agar : 18g; eau distillée g.s.p : 1000 mL ; pH = 6,8.

Additionnés des différentes concentrationsen NaCl : 0, 1, 3,5, 7, 10, 15%
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Tableau VII1 : Caractéristiques macromorphologiques de la souche SRC3 aprés 3, 7, 14, 21 jours

d’incubation, a28°C

Isolat SRC3
e 38me jour 7ém€ jour 14 jour 218m€ jour

Couleur du mycélium Blanc Blanc Grisavec uneteinte | Grisavec une
aérien (MA) blanchétre teinte blanchétre
Couleur du mycélium du Blanc Jaune claire Jaune claire Jaune claire
substrat (M S)
Production de pigments _ _ _ _
diffusibles
Aspect des  colonies Petites colonies Petites colonies, Colonies detaille Coloniesde

rugueux rugueux moyenne, craie et taille moyenne,

rugueux craie et rugueux

Croissance + +++ +4+++ ++++

Note: ++++ Excellente croissance, + + +, Trés bonne croissance, + +, croissance Moyenne. +, Faible
croissance, _, Absence de croissance.
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Tableau I X b : Profile de résistance des germes cibles utilisés

Larésistance ou la sensibilité des germescibles

Antibiotiques
Germecible | B.subtilis | S.typhi | V.cholerea | SARM | S.aureus | P.aerogenosa
> I'Amoxcilline25pg | 22122 23/23 1821 | 7272 | 2424 0
> Oxacilline 1ug 0 0 17/185 | 17/17.2 0 0
> Pénicilline G 10ug 29/29 26/28 16.5/17.5 | 9125 26/28.5 0
> I'Amoxcillave 30ug 32/32 29129 27/28 11/11 30/30 0
> Tobramycine 10ug / 31.5/31.5 23/23 9/10 30.5/31 39/30
> Erythromycine 15ug | 10/13 29/29 27/28 0 29/32 13/13
> Piperacilline 100ug 27129 26/27 18/18 14/17 27/30 27127
> Tétracycline 30ug 29/29 26/26.5 30/31 21.5/24 26/26 0
> Gentamycine 10ug 31/32 28/28 27/28 25.5/27 | 30/30.5 24124
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Tableau XI: Caractéristiques morphol ogiques de la souche SRC3 aprés 10 jours d’incubation

a28°C sur les différents milieux de Czapeck

Czapeg Couleur du Couleur du Production de Aspect des
mycélium mycélium du pigments diffusibles colonies Croissance
Souche aérien (MA) substrat (M S)
SRC3
_ Colonies moyennes,
C1 Blanc Blanc acreme rugueuse +++
Cc2 Blanc Jaune claire _ Petites colonies +++
C3 Blanc Jaune claire _ Petites colonies
rugueuse ++
_ Jaune claire _ Petites colonies
C4 rugueuse ++
Blanc avec une _
C5 teinte grisétre Blanc Rugueux, poudreux ++
Blanc Jaune claire _ Rugueux, poudreux ++++
C6
_ Jaune claire _ Petites colonies +++
Cc7 rugueuse
Blanc Jaune claire _ Poudreux ++++
Cc8
Blanc avec une _ Poudreux ++++
teinte grisétre Beige
C9
_ Colonies moyennes, +++
C10 Blanc Beige poudreux
Blanc Blanc _ Petites colonies, ++ 4+
Cli rugueuses
Grisclaire _
C12 avec uneteinte Blanc Colonies moyennes,
blanchétre rugueuses ++++
C13 _ Jaune _ rugueux ++

N.B : C : milieu Czapeck, ++++ Excellente croissance, + + + Trés bonne croissance, + + croissance Moyenne, -
Croissance absente
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Table de Student (Goupy ; 1999 et Ozil ; 1997)

Unilatéral 0.01 0.05 0.025 0.01 0.005

Bilatéral 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01
1 3,08 6,31 12,7 31,8 63,7
2 1,89 2,92 4,30 6,97 9,92
3 1,64 2,35 3,18 4,54 5,84
4 1,53 2,13 2,78 3,75 4,60
5 1.48 2,02 2,57 3,37 4,03
6 1,44 1,94 2,45 3,14 3,71
7 1,42 1,90 2,37 3,00 3,50
8 1,40 1,86 2,31 2,90 3,36
9 1,38 1,83 2,26 2,82 3,25
10 1,37 1,81 2,23 2,76 3,17
11 1,36 1,80 2,20 2,72 3,10
12 1,36 1,78 2,18 2,68 3,06
13 1,35 1,77 2,16 2,65 3,01
14 1,35 1,76 2,15 2,62 2,98
15 1,34 1,75 2,13 2,60 2,95
16 1,34 1,75 2,12 2,58 2,92
17 1,33 1,74 2,11 2,57 2,90
18 1,33 1,73 2,10 2,55 2,88
19 1,33 1,73 2,09 2,54 2,86
20 1,33 1,73 2,09 2,53 2,85
21 1,32 1,72 2,08 2,52 2,83
22 1,32 1,72 2,07 2,51 2,82
23 1,32 1,71 2,07 2,50 2,81
24 1,32 1,71 2,06 2,49 2,80
25 1,32 1,71 2,06 2,49 2,79
26 1,32 1,71 2,06 2,48 2,78
27 131 1,70 2,05 2,47 2,77
28 131 1,70 2,05 2,47 2,76
29 131 1,70 2,05 2,46 2,76
30 131 1,70 2,04 2,46 2,75
40 1,30 1,68 2,02 2,42 2,70
© 1,28 1,65 1,96 2,33 2,58
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Table de Fisher (Goupy, 1999 et Ozil, 1997)

Valeurs des 95" centiles (niveaux 0.05)

F0.95 pour ladistribution F

Vi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20 24 30 0
N
vl
1| 161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 237 | 239 | 241 | 242 | 244 | 246 | 248 | 249 | 250 | 254
21185|19.0 | 192 | 192 | 193 | 193 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 195 | 194 | 195
3101|955 (928|912 | 9.01 | 894 | 889 | 885 | 8.81 | 879 | 8.74 8.7 | 8.66 | 8.64 | 8.62 | 853
41771 | 694 | 659 | 639 | 6.26 | 6.16 | 6.09 | 6.04 6.0 | 596 | 591 | 586 | 580 | 5.77 | 5.75 | 5.63
5| 661|579 | 541 | 519 | 505 | 495 | 488 | 482 | 4.77 | 474 | 4.68 | 462 | 456 | 453 | 450 | 4.37
6| 599 | 514 | 476 | 453 | 439 | 428 | 4.21 | 4.15 | 410 | 4.06 | 4.00 | 394 | 3.87 | 3.84 | 3.81 | 3.67
7| 559 | 474 | 435 | 412 | 397 | 3.87 | 3.79 | 3.73 | 3.68 | 3.64 | 3.57 | 3.51 | 3.44 | 3.41 | 3.38 | 3.23
8| 532 | 446 | 407 | 3.84 | 3.69 | 3.58 | 3.50 | 3.44 | 3.39 | 335 | 3.28 | 3.22 | 3.15 | 3.12 | 3.08 | 2.93
9| 512 | 426 | 3.86 | 3.63 | 3.48 | 3.37 | 3.29 | 3.23 | 3.18 | 3.14 | 3.07 | 3.01 | 294 | 290 | 2.86 | 2.71
10 | 496 | 410 | 3.71 | 348 | 3.33 | 3.22 | 3.14 | 3.07 | 3.02 | 298 | 291 | 285 | 2.77 | 2.74 | 2.70 | 2.54
11| 484 | 398 | 3.59 | 336 | 3.20 | 3.09 | 3.01 | 295 | 290 | 285 | 279 | 2.72 | 2.65 | 2.61 | 257 | 2.40
12 | 475 | 389 | 349 | 3.26 | 3.11 | 3.00 | 291 | 2.85 28| 275 | 2.69 | 2.62 | 254 | 251 | 2.47 | 2.30
13| 467 | 3.81 | 3.41 | 3.18 | 3.03 | 292 | 2.83 | 2.77 | 2.71 | 2.67 | 260 | 253 | 246 | 242 | 2.38 | 2.21
14 | 4.60 | 3.74 | 3.34 | 3.11 | 296 | 2.85 | 2.76 27 | 265 | 2.60 | 253 | 246 | 2.39 | 235 | 2.31 | 2.13
15 | 454 | 3.68 | 3.29 | 3.06 | 290 | 2.79 | 2.71 | 2.64 | 2.59 | 254 | 248 | 240 | 2.33 | 2.29 | 2.25 | 2.07
16 | 449 | 3.63 | 3.24 | 3.01 | 285 | 2.74 | 2.66 | 259 | 254 | 249 | 242 | 235 | 2.28 | 2.24 | 2.19 | 2.01
17 | 445 | 359 | 3.20 | 296 | 281 | 2.70 | 2.61 | 255 | 249 | 245 | 238 | 231 | 2.23 | 219 | 2.15 | 1.96
18 | 441 | 355 | 3.16 | 293 | 2.77 | 2.66 | 258 | 251 | 246 | 241 | 234 | 2.27 | 219 | 215 | 2.11 | 1.92
19 | 438 | 3.52 | 3.13 | 290 | 2.74 | 2.63 | 254 | 284 | 242 | 238 | 231 | 2.23 | 2.16 | 2.11 | 2.07 | 1.88
20 | 435 | 349 | 3.10 | 287 | 2.71 | 260 | 251 | 245 | 239 | 2.35 | 228 | 2.20 | 2.12 | 2.08 | 2.04 | 1.84
21 | 432 | 347 | 3.07 | 284 | 2.68 | 257 | 249 | 242 | 237 | 2.32 | 225 | 2.18 | 2.10 | 2.05 | 2.01 | 1.81
22 | 430 | 344 | 3.05 | 282 | 2.66 | 255 | 246 | 240 | 234 | 2.30 | 223 | 2.15 | 2.07 | 2.03 | 1.98 | 1.78
23 | 428 | 342 | 3.03 | 280 | 2.64 | 253 | 244 | 237 | 232 | 2.27 | 220 | 213 | 2.05 | 2.01 | 1.96 | 1.76
24 | 426 | 340 | 3.01 | 278 | 2.62 | 251 | 242 | 236 | 230 | 2.25 | 218 | 2.11 | 2.03 | 198 | 1.94 | 1.73
25 | 424 | 339 | 299 | 276 | 260 | 249 | 240 | 234 | 228 | 2.24 | 216 | 2.09 | 2.01 | 196 | 1.92 | 1.71
26 | 423 | 337 | 298 | 274 | 259 | 247 | 239 | 232 | 227 | 222 | 215 | 2.07 | 1.99 | 1.95 1.9 | 1.69
27 | 421 | 335 | 296 | 273 | 257 | 246 | 237 | 231 | 2.25 22| 213 | 206 | 197 | 193 | 1.88 | 1.67
28 | 420 | 334 | 295 | 271 | 256 | 245 | 236 | 229 | 224 | 219 | 212 | 2.04 | 196 | 191 | 1.87 | 1.65
29 | 418 | 333 | 293 | 270 | 255 | 243 | 235 | 228 | 222 | 218 | 210 | 2.03 | 194 | 190 | 1.85 | 1.64
30 | 417 | 332 | 292 | 2.69 | 253 | 242 | 233 | 227 | 221 | 216 | 2.09 | 201 | 193 | 1.89 | 1.84 | 1.62
40 | 4.08 | 3.23 | 284 | 261 | 245 | 234 | 225 | 218 | 212 | 2.08 | 200 | 192 | 1.84 | 1.79 | 1.74 | 1.51
60 | 400 | 3.15 | 2.76 | 253 | 2.37 | 225 | 217 | 210 | 2.04 | 199 | 192 | 184 | 1.75 | 1.70 | 1.65 | 1.39
120 | 392 | 3.07 | 268 | 245 | 229 | 218 | 209 | 2.02 | 196 | 191 | 183 | 1.75 | 1.66 | 1.61 | 1.55 | 1.25
oo 384 | 3.00 | 260 | 237 | 221 | 210 | 201 | 194 | 188 | 1.83 | 1.75 | 1.67 | 1.57 | 1.52 | 1.46 1.0

v 1degrés de liberté au numérateur

v 2 degrésde liberté eu dénominateur
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Conclusion

L’ accroissement incontrélable de la résistance bactérienne vis-a-vis des antibiotiques
ne cesse d'augmenter, et la recherche de nouvelles molécules bioactives, devient une
nécessitée.

Dans cette présente éude, nous nous sommes proposé d éudier les aspects
morphologiques, physiologiques et la mise en évidence de |’activité antimicrobienne de
souches d’ actinomycetes nouvellement isolées a partir de sédiments de riviere de I’ oued
Ziamaainsi que |’ optimisation de la production des molécules bioactives par le biais des plans
d'expériences.

Pour atteindre ce but, le travail a été diviseé en quatre parties :

1- Trois milieux de culture ont éé utilisés pour |'isolement sélectif des actinomycetes,
ces derniers ont permis d'isoler et de purifier 39 souches présentant les caractéristiques
macroscopiques des actinomycétes. De ces résultats, le milieu SCA s est avéré étre le milieu
le plus efficace pour la récupération des actinomycetes a partir des sédiments de riviére avec
un nombre de 17 isolats en comparaison aux milieux Czapeck et Gausse qui ont permis
d’ avoir 14 et 8 isolats respectivement.

2- L’ évaluation de I’ activité antimicrobienne de 36 souches a permis de sélectionner la
souche SRC3 pour la suite de notre étude. Cette derniére a présenté un antagonisme
intéressant a la fois, a I’égard des bactéries a Gram positif (SARM, S. aureus) et a Gram
négatif (E. coli, V. cholerae et S typhi) et delalevure C. albicans.

D’autre part, un test d antagonisme est réalisé dans le but de déterminer le meilleur
milieu de production des molécules bioactives en cultivant la souche étudiée sur trois milieux
de culture de compositions différentes. Les résultats obtenus ont permis de sélectionner le
milieu Czapeck, pour la suite de notre étude, car ce dernier a présenté d’importantes activités
antibactériennes d'une part, et un spectre d'activité plus large en comparaison avec les
milieux Gausse et SCA utilisés.

3- Des études d'identification morphologiques, physiologiques et biochimiques ont été
réaliseés et les résultats montrent que la souche étudiée appartient au genre Streptomyces, ou le
nom Streptomyces sp. SRC3 lui a été attribué.

4- L’éude de la modélisation et de I'optimisation de la production de molécules
bioactives de la souche SRC3 a été entreprise a |I'égard de SARM, V. cholerae et de C.
albicans. Cette optimisation effectuée sur le milieu Czapeck préalablement sélectionné est
réalisée en utilisant 2 plans d expériences: le plan de Plackett et Burman, utilisé en premier
lieu dans un but de sélection des facteurs significatifs agissant sur I’ activité antimicrobienne et

par le plan factoriel complet, en second lieu, pour |a détermination des optima.
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Les résultats du test de PB ont permis la sélection de trois facteurs comme variables a
I’égard de C. albicans : KCIl, MgSOs, 7H20 et le temps dincubation et un seul facteur
opératoire al'égard de SARM : pH et de V. cholerea: KCI.

Une moddlisation statistique a été entreprise en utilisant le plan composite centré en
vue de déterminer les parameétres influencant sur cette production ainsi que leur optimisation.
L'isolat a été cultivé sur milieu Czapeck a différentes concentrations des variables opératoires
présél ectionnés.

La modélisation par le biais du plan factoriel complet a montré que le facteur
influencant positivement sur l'activité de la souche SRC3 vis-avis de C. albicans est le
MgSO4, 7H20 tandis que le facteur qui exerce un effet négatif sur cette activité est le temps
d'incubation.

D’autre part, le pH influence d'une maniére positive sur I'activité antibactérienne a
I"égard du SARM, contrairement au germe V. cholerea ou le KCI exerce un effet négatif sur
cette méme activité.

Les concentrations optimales de ces parameétres ont pu étre délimitées par le tracé de
courbes iso- réponses dont les valeurs sont les suivantes : pour C. albicans : KCI (0.34 g/L au
lieu de 0.5 g/L), MgSOa (0.5 g/L), le temps dincubation (5.5 jours au lieu de 7 jours), ces
optimums ont permis de calculer lavaleur théorique de I'activité antifongique qui est de 14.67
mm, légérement supérieur a celle obtenue avant I'optimisation (14.33 mm).

La concentration optimale de KCI est de (0.53g/L au lieu de 0.50g/L) pour V. cholerea
ce qui donne une activité antibactérienne théorique de 18.29 mm au lieu de 18.17 mm obtenue
au centre de domaine.

Tandis que I'optimum de la valeur du pH pour |'activité antibactérienne a I'égard du
SARM est de 9.58 au lieu de 7.2. La valeur théorique de I'activité antimibactérienne
optimisée est 12.65 mm qui est supérieur a celle obtenue au centre du domaine avant
optimisation qui est de 9.92 mm.

Les résultats obtenus a travers cette étude semblent prometteurs et nous incitent a
poursuivre nos efforts de recherche dans cette thématique afin de sélectionner des especes
d actinomycetes dotées d’ activités biologiques intéressantes.

Toutefois, il ressort del'intérét de poursuivre les investigations au tour des axes suivants:
> Extraction, purification et caractérisation de(s) molécules bioactives produites par la
souche SRC3 sélectionneée.
> Elargir lagamme de germes cibles pour I'isolat étudiée.

> Tester |'activité antagoniste de la souche SRC3 sur milieu liquide.




Résumé

L’ analyse de 3 échantillons de sédiments de riviere provenant de la région de Ziama
(Jijel), en utilisant 3 milieux de culture différents, a permis I'isolement de 39 souches
d actinomycetes. L’ activité antagoniste des 39 isolats a été entreprise a I’égard d'E. coli,
SARM et de C.albicans, permettant la sélection de la souche SRC3 pour son pouvoir
antimicrobien intéressant.

L’ é&ude morphologigue de la souche a permis de la rattacher au genre Streptomyces ou
le nom Sreptomyces sp. SRC3 lui a éé attribué. D’ autre part, son éude physiologique a
permis de déterminer sa capacité a réduire différents métaux lourds a 50mg/L tels que le
cadmium, le chrome, lefer et le cuivre.

La mise en évidence de I’ activité antibactérienne de la souche SRC3 sur trois milieux
de culture de compositions différentes, a permis la sélection du milieu Czapeck comme
meilleur milieu de production utilisé pour I'éude de I’optimisation de la production de
molécules bioactives. Le plan de Plackett et Burman suivi du plan factoriel complet ont éé
utilisé afin d’ optimiser la production de molécules bioactives par 1a souche SRC3 vis-a-vis de
3 germes cibles: SARM, V. cholerea et C. albicans. Les résultats obtenus montrent que les
facteurs influencant |’ activité antimicrobienne sont : le pH pour le SARM, le KCI pour V.
cholerea et le KCl, MgSO;s et e temps d’incubation pour C. albicans.

Les concentrations optimales des facteurs influencant ont été délimitées par le tracé
des courbes isoréponses et leur valeurs sont les suivantes; SARM : pH 9.58, V. choléreae:
KCI 0.53 g/L, et C. albicans: KCI 0.51: g/L, MgSOs: 0.50 g/L et le temps d'incubation :
5.56 jours.

Mots-clés: Sreptomyces, plan Plackett-Burman, Activité antimicrobienne, Molécules
bioactives, Optimisation, Plan d’ expérience.

Abstract

The analysis of 3 river sediments samples, from Ziama region (Jijel), using three
different culture media, allowed the isolation of 39 actinomycetes strains. Their antagonistic
activity was determined against E. coli, MRSA and C. albicans pathogenic germs, allowing
the selection of the most bioactive strain: SRC3.

Morphological study of the isolate allowed to link the strain to Streptomyces genus,
and the name Streptomyces sp.SRC3 was attributed. Moreover, the physiological study
demonstrated its ability to reduce different heavy metals at 50 mg/L such as cadmium,
chrome, iron and copper. The antimicrobial activity test of the strain SRC3, using three
different culture media, allowed the selection of Czapeck as the best production medium used
for the enhancement of the bioactive compounds production.

Plackett-Burman design and factorial design were used in order to improve the

antibiotic production againt 3 pathogenic germs: MRSA, V. cholerea and C. albicans.
The optimal concentrations of the influencing factors were determined by the layout of
isoresponse curves, giving the following values:. MRSA: pH 9.58, V. cholerae: KCI 0.53 g/
L, and C. albicans: KCI 0.51: g /L, MgSO4 0.50 g /L and the incubation time: 5.56 days.
Keywords. Streptomyces, Plackett-Burman Design, antimicrobia activity, Bioactive
compounds, Optimisation, Design of experiments.
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