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Introduction

Introduction

Les microorganismes sont omniprésents dans notre environnement (le sol, I’air et les eaux)
et ne cessent d’occuper une place de plus en plus importante dans notre vie et sont actuellement

a I’origine de I’essor du domaine de la biotechnologie (Smaoui, 2010).

Parmi ces microorganismes, les actinomycetes ont acquis une importance particuliére, car ils
sont la source la plus importante pour la productions d’antibiotiques et d’autres métabolites
secondaires bioactifs (Sudo et al., 1995; Sanglier et al., 1996 ; Takahashi et Omura, 2003 et
Kitouni et al., 2005 ;Valan et al., 2008), ils sont connus pour étre a I’origine de la production

d’environ 80% des antibiotiques commercialisés (Bérdy, 2005).

Les antibiotiques sont parmi les médicaments les plus prescrits dans le monde, mais
leur efficacité est confrontée a des préoccupations cliniques graves, surtout en raison
de I’émergence de bactéries résistantes (Maestro et Sanz, 2007), et suite a ce probléme les
chercheurs se sont orientés vers I’exploitation de nouvelles niches écologiques notamment les
milieux salins et hyper salins dans le but de trouver de nouvelles souches productrices de ces
substances. Blunt et al., (2006) ont rapporté que les diverses bactéries halotolérantes et
halophiles sont une source précieuse pour la découverte de composés bioactifs ayant des

structures uniques.

Les actinomycetes d’origine marins sont une bonne source de métabolites secondaires et

pour la découverte de nouveaux antibiotiques (Manivasagan et al., 2014; Blunt et al., 2016).

Bien que les actinomycétes soient capables de se développer sur des substrats naturels
variés, toutefois, des études d’optimisation doivent étre réalisées afin d’ameliorer leur croissance
a I’échelle de laboratoire, par la détermination des conditions physiologiques et nutritionnelles
amenant a une croissance optimale d’une part, et pour une production maximale de molécules

bioactives d’autre part (Niladevi et al. 2008).

L’ objectif de notre étude est la mise en évidence des activités biologiques d’une souche

d’actinomycete isolée d’un milieu marin et appartenant a la collection du LMA.

La premiére partie est consacrée a la synthése bibliographique, la ou on décrit des
généralités sur les actinomycetes, leur taxonomie et classification et leur intérét, ainsi qu’un

apercu sur leurs métabolites bioactifs.



Introduction

La deuxieme partie regroupe I’ensemble des techniques et méthodologies utilisées.

La troisiéme partie porte sur les resultats et la discussion, suivi par une conclusion

générale.
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Chapitre | Synthese bibliographique

1. Généralités sur les actinomycetes

Les actinomycetes sont des bactérie a Gram positif (Williams et al., 1993, Sanglier et
Trujillo, 1997) & GC % supérieur a 55% (Goodfelloow et Williams,1983) . Caracterisés par une
croissance lente et souvent par une production important d’antibiotiques. Plusieurs d’entre eux
produisent des spores non mobiles (Streptosporangium) (Locci et Sharples ,1984). La plupart
sont aérobies et neutrophiles. Leur morphologie, cependant, varie entre les différents genres, de
forme cocci (Micrococcus), batonnets (Mycobacterium) et polymorphes (Nocardia) jusqu’aux
filaments ramifiés qui se décomposent en cellules sphériques ou qui donnent un mycélium aérien
avec de longues chaines de spores (Erikson, 1949).

Ce sont des micro-organismes essentiellement telluriques qui sont distribués largement
dans des écosystemes naturels (Patil et al., 2011). Les actinomycetes isolés d’environnements
marins sont métaboliquement actifs et se sont adaptés a la vie dans la mer, qui sont localisés en
deux zones, la zone littorale et cotiere et la zone des sédiments de fonds marins, ainsi a été
constaté que la population d’actinobactéries et d'autres micro-organismes est plus dense dans les
mers peu profondes (Weyland, 1969). Selon Ghanem et al., (2000) le nombre d’actinomycetes
marins isolés de sédiments ont dépassé de loin ceux trouvés dans I'eau de mer, en plus ces

sédiments sont le meilleur fournisseur de ces micro-organismes.

2. Taxonomie et classification des actinomycetes

Les caractéristigues morphologiques d'actinobacteries est une base importante pour la
classification. Le développement et formation des quelques structures, comme mycélium aérien,
spore, et sporange, sont affectées par les conditions de la culture (Qinyuan et al., 2016). La
taxonomie des actinomycetes est basée sur plusieurs critéres: morphologiques, chimiques,
physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les études
morphologiques et chimiques tandis que les critéres physiologiques et moléculaires séparent les
especes (Badji, 2006).

2.1. Taxonomie

2.1.1. Criteres morphologiques

Généralement sont basés sur :

» La couleur du mycelium aérien et/ou du substrat, ainsi que la production et la couleur des
pigments solubles (Badji, 2006).
» La présence ou non d’un mycélium vrai.

» La production ou non d’un mycélium aérien.
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» La fragmentation ou non du mycélium végétatif.
La production ou non de structures spéciales comme les sporanges, les sclérotes et les zoospores
(Bergey’s, 1989).

La figure 1 décrit des principaux types de structure de spore chez les streptomycetes.

VAN T4

Boucles ouvertes, -
spirales primitives, Flexibles Monoverticille Monoverticille
crochets. sans spirales avec les spirales

Spirales Droites
ouvertes

Fassiculé

Biverticille

Biverticille avec sans les spirales

spirales

Figure 1 : Types de structure de la spore portée par les streptomycetes (Madigan et al., 1987).

2.1.2. Criteres chimio-taxonomiques

La chimio-taxonomie a joué un rdle important dans la classification des actinomycetes. Elle
consiste a étudier la composition chimique de la paroi cellulaire. Les actinomycetes ont été
divisés en chimio types sur la base de I’analyse des acides aminés pariétaux comme: LL- DAP,
Glycine (type I) et Lysine, acide Aspartique (Type VI) et des sucres cellulaires tell que : DL-
DAP, Galactose (Type Ill) et DL-DAP, Arabinose, Galactose (Type 1V)
(Becker et al., 1965 ;Yamaguchi, 1965 ; Lechevalier, 1970).
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2.1.3. Criteres physiologiques et biochimiques

La caracterisation porte en particulier sur :

» La dégradation de différents composés glucidiques, lipidiques et protidiques.

» La résistance a certains antimicrobiens et tolérance & des différentes valeurs de

température, de pH, et de salinité (Lamari, 2006).

2.1.4. Criteres moléculaires

Trois criteres sont généralement étudieés :
» Séquencage de I’ADN ribosomique 16S (Stanckebrandt et al., 1997).
» Coefficient de Chargaff ou GC% (Stanckebrandt et al., 1981).
» Taux d’hybridation ADN/ADN (Wayne et al., 1987).

2.2. Classification

Selon le Bergey’s manual, (2012), les actinomycetes sont classés dans le domaine Bactéria et

phylum des Actinobacteria qui est subdivisé en 06 classes dont celle de Actinobacteria. Celle- ci

se divise en 15 ordres. Les plus important sons ceux des Actinomycetales et Streptomycetales

(voir tableau 1). (Goodfellow et al

., 2012).

Tableau 01: Classification des actinomycetes selon le “Bergey’s Manual de Systematique

Bactériologique, (2012)

Domaine Bactéria

Phylum Actinobacteria

Classe Nitriliruptoria | Acidimicrobiia | Actinobacteria | Rubrobacteria | Coriobacteria | Thermoleophilia
Ordre - Actinomycetales

- Streptomycetales

plus les 13 Ordres.

Famille | Actinomycetaceae

Streptomycetaceae

Genre -Actinomyces

plus les 6 autres genres

Streptomyces
plus les 2 autres genres.
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3. L’intérét des actinomycétes marin

3.1. Dans I’environnement et agriculture

Les actinomycetes sont des micro-organismes omniprésent dans le monde marin, et jouent
un role écologique essentiel dans le recyclage de biomatériaux réfractaires et produisent des
métabolites secondaires nouveaux (Hassan et al., 2017).

Les actinomycetes ont un réle important dans I'environnement marin qui sont la source de
la production d’antibiotiques (Donadio et al., 2010 ; Meena et al., 2013). IIs jouent un réle
considérable dans la minéralisation de la matiere organique, I’immobilisation d'éléments nutritifs
minéraux, la fixation d'azote, la solubilisation du phosphate et I’amélioration des parameétres

physiques (Dastager et al., 2013).

3.2. Dans le domaine pharmaceutique

Plusieurs genres d’actinomycétes peuvent produire des métabolites secondaires
(Manivasagan et al., 2013). En effet ils sont capables de synthétiser de nombreux produits
naturels y compris les alcaloides, les peptides, les stérols et autres. Ces produits naturels ont des
potentialités de lutter contre certaines maladies majeures comme le cancer, le HIV, I’infections
du protozoaires et d’inflammations séveres (Hassan et al., 2017). Ces microorganismes
produisent aussi des antioxydants cytotoxiques, des agents anti-tumoraux, des agents
immunosuppresseurs, cardio-vasculaire, des inhibiteurs d’enzymes et des pigments (Dharmaraj.,
2010).

3.3. En biotechnologique

Les actinomycetes d’origine marine ont des caracteristiques physiologiques, biochimiques,
moléculaire différentes des actinomycetes d’origine tellurique. Ils ont un potentiel pour produire
une variété d’enzymes (Jenson et Lauro, 2008).
En effet, ils représentent I’un des groupes de micro-organismes connus pour la production de
cellulases, de lipases qui est une enzyme qui posséde plusieurs applications aussi bien dans
I’agro-alimentaire que pharmaceutique (Schmid et Verger, 1998; Pandey et al., 2000). La
production de chitinases par les actinomycetes a été rapportée par Hosney et al. (2010) qui sont
des enzymes du complexe chitinolytique capable de dégrader directement la chitine en
oligomére (chito-oligo-saccharides) et / ou en monomeres (glucosamine N- acetyl). Selon Oskay
et al. (2004) les actinomycetes produisent d’autres métabolites secondaire dotés d’une large
gamme d’activités, telle que les vitamines (vitamines C, E, et A) (Dekkers et al. 1996;

Kaczmarski et al. 1999), les herbicides, les pesticides, les antibiotiques (Pyridinium) (Dasari et
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al. 2012), les antivirale (3-chloro-tetrahydroquinolone alcaloide) (Lee et al., 2007) et
antiparasitaire (valinomycine au depsipeptide cyclique) (Pimentel-Elardo et al., 2010).
4- Métabolites bioactifs produit par les actinomycetes
Les métabolites bioactifs sont des produits du métabolisme primaire et secondaire de
différents organismes (plantes, animaux, champignons, bactéries) (Demain et Sanchez, 2009).
Les actinomycetes sont des groupes les plus effectifs producteurs de métabolites
secondaires et sont trés importants d'un point de vue industriel (Solanki , 2008) . Parmi ces

métabolites secondaires on peut citer :

> Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules qui sélectivement inhibent la croissance bactérienne
sans endommager les cellules d’eucaryotes. La sélectivité d'action de ces substances est donnée
par le fait qu'ils perturbent la stabilité des eucaryotes. Les antibiotiques cible essentiellement des
structures bactériennes ou des fonctions, telles que biosynthése de paroi cellulaire
(vancomycine), traduction (streptomycine), transcription de I’ARN (rifampicine), reproduction et
synthése de I’ADN (novobiocine et metronidazole), (Vitale et al., 2015).

Un grand nombre de molécules antibiotique ont été isolées a partir des actinomycétes
d’origine marine (Sivakumar et al., 2007 et Das et el., 2008). Par exemple |I"abyssomicine C qui
est un nouvel antibiotique de la famille des polykétides produit par la souche Verrucosispora
marine (Riedlinger et al., 2004), est un fort inhibiteur de I’acide para-aminobenzoique par

conséquence inhibe la biosynthese de I’acide folique (Bister et al., 2004).

» Lesenzymes
Apreés les antibiotiques, les enzymes sont les produits industriels les plus importants des
actinomycetes (Theilleux, 1993). En effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes a
utilisation industrielle telle que des protéases, des chitinases (Tanaka et Omura, 1990 et
Vonothini et al., 2008), des amylases, des cellulases, des xylanases et des lipases (Park et al.,
2002).
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> Les substances antioxydantes
Les antioxydants sont des substances capables de retarder ou d’inhiber I’oxydation,
(Dekkers et al., 1996). Les actinomycétes d’origine marine sont des fournisseurs potentiels de
métabolites bioactifs nouveaux et ont émergé actuellement comme une source importante pour
les produits naturels avec leur diversite chimique unique (Mohankumar et al., 2012). Les
actinomycetes isoles des sédiment marins peuvent étre la source potentielle d'antioxydants avec
des propriéetés anticancéreuses (Nagaseshu et al., 2016). Arumugam et al., (2010); Shin et al.
(2008) ont rapportés que le 2-allyoxyphenol et la streptopyrolidine possédent une activité
antioxydante et aucune activité cytotoxique parmi les composés isolés du genre Streptomyces.
» Les probiotiques
Le terme “probiotique” est un mot relativement nouveau qui signifie “en faveur de la vie”
et qui est actuellement utilisé pour désigner des bactéries associées a des effets bénéfiques chez
I’homme et les animaux (Metchnikoff, 1907). You et al.(2005) ont décrit le potentiel de
Streptomyces contre le pathogene des crevettes Vibrio spp.et ont recommandé que les souches
Streptomyces marines ont un potentiel probiotique en raison de leur capacité a dégrader les
macromolécules comme I'amidon et des protéines en culture d’eau de I'étang, pour produire des

agents antimicrobiens et a former des spores qui resistent a la chaleur et dessiccation.
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I. Matériel
1. Matériel analytique (voire annexe I)
2. Matériel biologique
2.1. Microorganisme test «souche d’actinomycéte SR1»

La souche d’actinomycéte d’origine marin nommée SRI a été isolée par M™
BOUDRAHEM Daouia doctorante au sein du laboratoire de microbiologie appliquée (LMA),
a partir d’un échantillons de sédiments marins prélevés d’un site du littoral de la cote Ouest

de la wilaya de Bejaia.
2.2. Germes cibles
> Bactéries a Gram négatif
—  Escherichia coli ATCC 25922.

— Salmonella Typhi (LMA).
— Vibrio cholerae (LMA).

> Bactéries a Gram Positif

—  Staphylococcus aureus ATCC 25923.

— Bacillus subtilis ATCC 6633 (Remit par SAIDAL Antibiotical d’Alger).
» Moisissures

— Aspergillus niger 939N

— Aspergillus faveus (NRRL)

— Aspergillus parasiticus (CB5)

Les trois germes d’aspergillus sont fournis aimablement par I’ENS-Kouba, Alger.

I1. Méthodes
1. Revivification de la souche d’actinomycéte SR1

La souche SR1 est re-isolée sur le milieu SCA; additionné d’un antifongique (K,Cr,0O7 a
50ug /ml) pour inhiber la croissance des champignons filamenteux. Les boites sont incubées a

28°C pendant 30 jours.

2. Caracteérisation de la souche d’actinomycete SR1
% L’étude macro-morphologique
Cette étude consiste a déterminer la forme et la taille des colonies; la couleur des

mycéliums aériens (MA) et de substrat (MS), la production ainsi que la couleur des pigments

solubles produits sur les différents milieux de culture préconisés par  «l’international
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Streptomyces project » (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP7, ISP9) (Shirling et Gottlieb, 1966), et sur
les milieux Glucose-Yeast Exttract-Agar (GYEA), Gélose Nutritive (GN), Mueller Hinton (MH),
Gélose a I’extrait de Malt (GEM), Oxytetracycline Glucose Agar (OGA), (Athalye et al., 1981)
et Starch Casein Agar (SCA) (williams et kuster 1965). Les boites sont incubées a 28°C et les
7éme, 148me o o éme

observations sont effectuées apres jours.

- La composition des ces milieux utilisés est donnée en annexe (111 et II).

% L’étude micro-morphologique

Les colonies d’actinomycetes sont observées sur les différents milieux cités précédemment
a l’aide d’un microscope optique a deux grossissements(X40 et X10) apres 7 et 14 jours
d’incubation. Cette étude consiste a voire les structures et la fragmentation ou non du mycélium

du substrat (MS) et du mycélium aérien (MA), ainsi que la sporulation.

+ L’étude physiologique
e Croissance a différentes concentrations de NaCl

La souche d’actinomycete est ensemencée sur milieu ISP2 gélosé a différentes
concentration en NaCl qui sont 0 ; 3,5 et 6,5 % (m/v). Les cultures sont incubées a 28°C et la
croissance est suivie par observation des colonies toutes les 24h (Athalye et al., 1985).
e Croissance a différentes valeurs de pH

Ce test est réalisé sur milieu ISP2 gélosé ajusté a différents pH (5, 7et 9.5). La souche
est ensemencée puis incubée 4 28°C. La croissance est observée et notée aprés 7°™, 14°™ et
21 jours (Athalye et al., 1985).
e Croissance a différents températures

La souche d’actinomycete est ensemencée sur les milieux ISP2 (eau distillée 100%) et ISP2
(eau de mer 50%) qui sont incubée a différentes températures (4, 15, 28, 37,40 et 44°C). La

croissance est suivie pendant 21 jours d’incubation.

e Sensibilité aux différents agents chimiques

Ce test est réalis¢ par I’ensemencement de la souche en stries sur le milieu GYEA
préconisé par Athalye et al. (1985) additionné du composant des agents chimiques a tester
suivant : Crystal violet (0,001%), Azide de sodium (0,001% et 0,01%) et Tellurite de potassium
(0,01% et 0,05%). Les boites sont incubées 21 jours a 28°C.
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¢ Sensibilitée aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques est effectuée sur le milieu Muller Hinton (Athalye et al.,
1985). Les disques d’antibiotiques sont déposés a I’aide d’une pince a la surface de la gélose
qui est préalablement ensemencée en stries par la souche testé. Les boites sont incubées a 28°C
pendant 7 a 14 jours. Les diamétres des zones d’inhibition obtenues autour des disques sont
mesurés. Les charges d’antibiotiques testés, leurs abréviations, et leurs familles sont données
dans le tableau 2.

Tableau 02 : Les antibiotiques testés a 1’égard de la souche d’actinomycétes.

Antibiotiques Charge (ug) La famille
Rifampin(REF) 5 Rifamycines
Vancomycine (VA™) 30 Glycopeptides
Chloramphénicol (C) 30 Phénicolés
Acide Fusidique (FA'?) 10 Fusidanines
Streptom (S) 10 Streptomycines
Néomycine 30 Aminosides

% L’étude biochimique
e Hydrolyse de I’amidon

Selon la méthode de Marchal et al. (1991) le test de I’hydrolyse de ’amidon est réalisé
sur la gélose nutritive contenant 10% (m/v) d’amidon soluble. Aprés incubation a 28°C pendant
14 jours, la gélose est recouverte d’une solution de Lugol. L’absence de 1’apparition des zones
claires autour des colonies indique 1’hydrolyse de I’amidon, par contre les zones contenant de

I’amidon se colorent en brun.

e Dégradation de la gélatine

Le test d’hydrolyse de la gélatine est réalisé sur la gélose nutritive contenant 0,4% (m/v) de
gélatine. Apres ensemencement de la souche SR1, les boites sont incubées a 28°C pendant 14
jours. La révélation de la dégradation est effectuée avec une solution de chlorure mercurique a

15% (m/v). Les zones claires correspondent aux zones d’hydrolyse de la gélatine (Williams et

Cross, 1971).

e Dégradation de la tyrosine

La dégradation de la tyrosine est réalisée selon la méthode préconisée par Gordon et al,

(1974). Les 100 ml de gélose nutritive sont complétée par une suspension de 0,4 g de tyrosine

11
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qui est solubilis¢ dans 10 ml d’eau distillée puis stérilis€¢ a 1’autoclave (120°C pendant 20 min).
Les boites ensemencées sont incubées a 28°C, la lecture est effectuée aprés le 7™, 14°™ et 21°™
jour, et se traduit par ’apparition des zones claires, correspondent aux zones d’hydrolyse de la

tyrosine.

e Degradation du Tween 80
Sur milieu contenant du Tween 80 la souche d’actinomycete est ensemencée en spots. La
lecture est effectuée aprés 7, 14 et 21 jours d’incubation a 28°C. La dégradation du Tween 80

traduit par 1’apparition d’une auréole opaque autour des colonies (Sierra, 1957).

o Utilisation des composés glucidiques comme seule source de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de I’actinomycéte en présence de composés
glucidiques en utilisant le milieu ISP9 préconisé par (Pridham et Gottlieb, 1948). Les glucides
testés comme seule source de carbone sont les tests suivants : sucrose, L- arabinose, D -mannitol,
D+xylose, D- glucose, lactose, D+saccharose, fructose, D+cellobiose, D- mannose, D- sorbitol.
Apres ensemencement sur les tubes et I’incubation pendant 3 semaines a 28°C, la croissance est
estimée sur les tubes contenant les différentes sources de carbone par rapport a celles obtenues

sur ISP9 sans source de carbone (témoin négatif) et sur ISP9 contenant le glucose (témoin

positif).

o Utilisation des acides aminés comme seule source de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de I’actinomycéte en présence des acides aminés
en utilisant le milieu ISP9 préconisé par (Pridham et Gottlieb, 1948). Les acides aminés testés
comme seule source de carbone sont les tests suivants: cystéine, tyrosine, L- lysine, L-arginine,
glycine, L-leucine, L-tryptophane, L- glutamine et L-méthionine. Aprés ensemencement sur les
tubes et incubation pendant 3 semaines a 28°C, la croissance est estimée sur les tubes contenant
les différentes sources de carbone par rapport a celle obtenue sur ISP9 sans source de carbone
(témoin négatif).
« Utilisation des sels de sodium comme seule source de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de I’actinomycete en présence des sels de sodium
comme seule source de carbone. Les sels de sodium testés sont les tests suivants : acétate de
sodium, citrate de sodium, oxalate de sodium, tartrate de sodium et potassium, propionate de
sodium. Aprés ensemencement sur les tubes et incubation pendant 3 semaines a 28°C, la
dégradation de ces sels est notée positivement apreés virage de I’indicateur coloré (rouge de

phénol) du jaune au rouge-rose (Gordon et al, 1974).
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e La production de pigments mélanoides

La mise en évidence de la production de pigments mélanoides par la souche SR1 est
réalisée sur milieu gélosé ISP7 (Shirling et Gottlieb, 1966). La souche SR1 est ensemencée en
touche a la surface de la gélose et incubée a 28°C. L’observation est effectuée quotidiennement
apres le troisiéme jour.
e Production de nitrate réductase

Le test de nitrate réductase est effectu¢ sur bouillon nitraté (Marchal et al., 1991). La
réduction des nitrates est constatée par la mise en évidence des nitrites formés a 1’aide de deux
réactifs NR1 et NR2. Apreés 7 a 10 jours d’incubation, le test positif se manifeste par I’apparition
de couleur rouge. En I’absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc
sont alors ajoutés s’il ya :
- Apparition de la couleur rouge : les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la souche.

- Absence de coloration : les nitrates sont réduits au-dela du stade des nitrites.

¢ Recherche de la catalase
Ce test est réalisé¢ selon la méthode sur lame. La colonie est dissociée dans une goutte de
perroxyde d’hydrogéne 30% (v/v), sur une lame d’observation microscopique. La présence

d’une catalase se caractérise par la formation immédiate de bulles d’oxygene tel que rapporté

par Kitouni (2005).

La composition chimique des milieux de culture utilisés pour I’étude biochimique est

donnée en Annexe 111.

3. Mise en évidence des activités antibactériennes et antifongiques

 Standardisation des inocula bactériens

Apres leurs revivifications, une culture de 18h dans des tubes de 5ml de bouillon
nutritif incubée a 37°C a été¢ réalisée pour chacune des bactéries cibles. Ces cultures sont
considérées comme des suspensions meres. Une série de dilutions décimales est réalisée est les
bactéries sont dénombrées sur deux boites de milieu GN. L’incubation est réalisée a 37°C

pendant 24h. A ’aide d’un spectrophotomeétre (spectrophotométre Shimadzu UV mini.1240), les

6
valeurs d’absorbances correspondantes aux dilutions présentant. Nombre de 10 UFC/ml (figure
09 et 10, annexe VI) ont été retenus pour préparer des cultures de 18h qui ont servi pour le test

d’activité antibiotique (Billerbeck et al., 2002).
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3. 1. Test d’antagonisme par la methode des cylindres d’agar

3.1.1. L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de la souche SR1 est évaluée par la méthode des cylindres d’agar
sur milieu Mueller Hinton. Selon Bastide et al., (1986), qui consiste a ensemencer la souche SR1
sur les deux milieux étudiés (SCA et ISP2) et incuber pendant 5 jours a 28°C, des disques
d’agar de 6mm de diameétre sont découpés stérilement a 1’aide d’un embout stérile a partir des
deux milieux cités plus haut puis déposer a la surface du milieu Mueller-Hinton préalablement
ensemencé par écouvillonnage avec les germes cible, les boites sont par la suite mises a 4°C
pendant 2h pour permettre la diffusion des substances antimicrobiennes, et enfin incubées a 37°C
pendant 24h.

Les lectures sont effectuées par mesure du diametre des zones d’inhibition autour des
cylindres.

La figure 2 ci dessous résume les étapes suivies.

@ Ensemencement de la souche
SR1 sur les milieux: SCA et ISP2

Incubation a 28°C pendants

5 jours
SCA ISP2
O O Découpage des
% o © © 6 0o° cylindres d’agar de 6
mm de diamétre

Dépot des cylindres sur le milieu
@ MH préalablement ensemencé
avec 10°UFC/ml de germe cible

Diffusion pendant 2h a 4°C, puis incubation a 37°C /24h

(O3 Mesure de diameétre des

— zones d’inhibitions

Figure 2 : Mise en évidence de D’activité d’antibiotique de I’isolat d’actinomycéte SR1 sur

milieu Mueller-Hinton par la méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986).
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% Standardisation des inocula de moisissures
Les suspensions sporales des moisissures de 10° spore/ml dans ’eau physiologique

utilisées pour le test d’activité antifongique ont été préparées suite a leurs dénombrement

sur cellule de Malassez (Matan, 2008).

3.1.2. Evaluation de I’activité antifongique

L’activit¢ antifongique de la souche est évaluée par la méthode des cylindres d’agar sur
la gélose a I’extrait de malt, selon Patel et Brown, (1969). Ce test est réalis¢ de la méme
fagon que pour le test précédent (activité antibactérienne), en utilisant des suspensions
sporales (10° spore/ml) (Matan, 2008). A partir des milieux ISP2 (08°™ jour), ISP2 (13°™ jour) et
SCA (13°™ jour), les disques d’agar sont déposés sur la surface de milieu gélose a 1’extrait de
Malt. Les boites ensemencées ont été incubées a 28°C et les zones d’inhibition ont été mesurées

apres 48h d’incubation.

3.2. Mise en évidence de I’activité antibactérienne et antifongique par la

méthode des puits

Afin de mettre en évidence de I’activité antibactérienne et antifongique par la méthode
des puits, des pré-cultures de 5 ml sur les milieux SCA et ISP2 liquide de cette souche servent
pour ensemencer des cultures de 50 ml des mémes milieux contenus dans des flacons de
250 ml. Les flacons sont incubés a 28°C sous agitation a 250 rpm pendant 5 jours (Poosarla
etal., 2013).

L’activité antibiotique et antifongique est déterminée par la méthode des puits (Nouasri,
1996). En utilisant le milieu Mueller Hinton et gélose a 1’extrait de malt préalablement tapissés
par une goutte de gélose blanche et ensemencés avec le germe cible (10° UFC/ml) pour la
bactérie et (10° spores /ml) pour les moisissures. Aprés décantation des flacons précédents, une
quantité¢ de 50ul de chaque surnageant de culture est prélevé stérilement avec une micropipette,
puis introduit dans les puits par ordre des jours de prélévement (5™ ,7°™ et 9™ jours). Les
boites sont ensuite mises a 4°C pendant 2h afin de permettre une diffusion des substances
actives tout en arrétant momentanément la croissance des germes cibles, puis incubées a 37°C
pour les bactéries et a 28°C pour les moisissures. La lecture des résultats s’effectue en mesurant
le diamétre des zones d’inhibitions autour des puits aprés 24h pour les bactéries et 48h pour les

moisissures. En utilisant un pied - a - coulisse.
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4. Choix du meilleur milieu de production d’antibiotiques

Afin de déterminer le meilleur milieu de production d’antibiotiques, nous avons repiqué la
souche SR1 sur deux milieux différents : SCA et ISP2 dont la composition est mentionnée en
annexes (II et III). Apres cinq jours d’incubation a 28°C, un test d’activité antimicrobienne et
antifongique est réalisé par les méthodes des cylindres d’agar et des puits vis-a-vis, des germes
cibles préalablement cités (2-2).

Le meilleur milieu de production d’antibiotiques sera celui qui remis 1’obtention des

diametres des zones d’inhibitions les plus importants.
5. Mise en évidence de I’activité enzymatique

La souche étudiée a été ¢galement testée pour sont potentiel enzymatiques :

< Activité cellulasique

Les cylindres d’agar de 6 mm de diametre sont découpés stérilement a 1’aide d’un embout a
partir de milieu SCA et ISP2 puis déposer a la surface du milieu de culture contenant du Carboxyl
Methyl Cellulose (CMC) comme seule source de carbone. Apres 1’incubation des boites, la
révélation de ’activité CMCase est effectué avec une solution de rouge Congo a 0,1% (m/v)
pendant 20 min suivi de lavage avec une solution de NaCl a 1M pendant 15 min apres 3,5 et 7
jours d’incubation (Ninranjane et al., 2007). L hydrolyse de la CMC est traduite par I’observation

des halos orange clairs autour des cylindres sur un fond rouge.

% Activité xylanasique

Les cylindres d’agar de 6 mm de diametre sont découpés stérilement a 1’aide d’un embout a
partir de milieu SCA et ISP2 puis déposer a la surface du milieu de culture contenant du xylane
(xylane de mais et xylane de bouleau) comme seule source de carbone (Viet, 1991). Apres
I’incubation des boites, la révélation de 1’activité xylanase est effectuée avec le n-butanol
pendant 20 min suivi de lavage avec une solution de NaCl a 1M pendant 15 min apres 3,5 et
7 jours d’incubation (Teather, 1982). L’hydrolyse du xylane est traduite par 1’observation des

halos clairs autour des cylindres sur un fond marron.

% Activite L-asparaginase

Les cylindres d’agar de 6 mm de diametre sont découpés stérilement a 1’aide d’un embout a
partir de milieu SCA et ISP2 puis déposer a la surface du milieu contenant la L- asparagine
comme seule source de carbone. Les boites sont incubées a 28 °C pendant 3,5 et 7 jours. La
présence d’asparaginase se traduit par le virage de la couleur de milieu de culture de marron

clair au rose suite a 1’alcalinisation de ce dernier.
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% Activité chitinasique

L’ensemencement par touches est réalis¢ a partir de milieu SCA et ISP2 sur milieu
contenant la chitine comme seule source de carbone puis les boites sont incubées a 28°C pendant
3,5 et 7 jours. La présence de chitinase se traduit par I’observation des halos clairs autour des
colonies.
— La composition chimique des milieux de cultures utilisés pour les tests d’activité

enzymatique est donnée en annexe II.

6. Mise en évidence de I’activité antibiofilm de la souche SR1

6.1. Ensemencement de la microplaque

La formation de biofilms est testée sur des microplaques en polystyréne suivant le
protocole de (O’Toole et al., 1999), avec quelques modifications.

Ensemencés les trois premier puits de la microplaque, préalablement remplis avec 100 pl
de bouillon nutritif, avec 50 pl d’une suspension bactérienne fraiche de 18h a 10° UFC/ml ; et
additionnée 50l de surnageant dans les trois puits qui reste.

La microplaque est incubée a 30°C pendant 24h. Six puits contenant 200 pl de bouillon

stérile sont utilisés comme témoins.

6.2. Coloration au cristal violet (0,1%0)

Apres incubation, les suspensions bactériennes, dans les puits, sont aspirées puis rincés
deux fois avec 200 pl de I’eau physiologie.

Les cellules adhérées microplaque sont fixées avec 200 ul d’éthanol a 96% pendant 15
minutes, puis I'éthanol est aspiré et les puits sont laissés sécher stérilement.

Les cellules fixées sont colorées avec 200 pl d’une solution de cristal violet a 0,1% (w/v)
pendant 20 min, puis lavées avec 200 ul de I’eau physiologie jusqu'a obtention d’une couleur
claire du liquide de lavage.

—Le colorant fixé aux cellules est solubilisé en ajoutant 200 pl d’éthanol.
—La quantité de cellules fixées est estimée par la mesure de ’absorbance a 630 nm avec un

lecteur de microplaque.
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7. Mise en évidence de I’activité antioxydante

7.1. Dosage des polyphénols

Le réactif est constitué¢ d'un mélange d'acide phosphotungstique (H;PW 1, O 49) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo,049) de coloration jaune. Il est réduit lorsque les phénols sont
oxydés, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon, 1968).
La coloration bleu produite a une absorbance maximale a environ 760 nm, et est proportionnelle
a la quantité de polyphénols présents dans les surnagents.

La détermination des phénols totaux a été réalisée selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Kéhkonen et al., 1999). A chaque 200 pl de surnagent, on ajoute 1 ml de solution de Folin-
Ciocalteu, et 0,8 ml d'une solution de Carbonate de Sodium (7,5%). Aprés 15 minutes
d'incubation a 50 ° C, I'absorbance est lue a 760 nm. L'absorbance de surnagent a ét¢ comparée a
une courbe standard d'acide gallique pour estimer la concentration de polyphénols totaux dans
'échantillon. La teneur en polyphénols totaux a été exprimée en mg d'équivalents d'acide

gallique (GAE) par ml d’extrait.

7.2. Evaluation de I’activité antioxydant par le diphényle-picryl-hydrazyl
(DPPH)

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl-1-picrylhydrazyle violet en un
composé de couleur jaune, le diphényl-1-picrylhydrazine, dont l'intensité de couleur est
inversement proportionnelle a la capacité¢ des antioxydants présents dans le milieu réactionnel
(Sanchez-Moreno, 2002). La capacité de surnagent a éliminer le radical DPPH a été déterminée
selon le procédé¢ de Brand-Williams et al., (1995) avec quelques modifications : 50 pl de
surnagent ont été ajoutés a 2 ml de solution méthanolique de DPPH a 0,004%. Le mélange a été
agité vigoureusement et laissé au repos a température ambiante dans l'obscurité¢ pendant 30

minutes. L'absorbance a ét¢ mesurée a 517 nm, et l'activité a été exprimée en utilisant 1'équation

x 100

suivante: % DPPH inhibition =

AB: Absorbance de la solution de DPPH at=0.

AA: Absorbance en présence de surnagent ou du standard apres 30 min.
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Résultats et discussion

Dans cette partie sont présentés les résultats et les discussions de la caractérisation d’une

souche d’actinomycéte d’origine marin SR1, suivi d’une mise en évidence de I’activité

antibactérienne et antifongique de cette souche par les méthodes des disques d’agar et des puits,

ainsi que son activité enzymatique sur milieu solide. Nous allons également présenter les

résultats d’aptitude a former des antibiofilms et le pouvoir antioxydant de métabolites produit par

cette souche.

1. Caractérisation de la souche d’actinomycete SR1

% Etude macromorphologique

La description de I’ensemble des résultats de I’étude macromorphologique de la souche

SR1 et cultivée sur différents milieux est rapportée dans le tableau 03.

Tableau 03 : Croissance de la souche SR1 sur différents milieux de culture aprés 7 jours.

Milieude | Croissance | Sporulation La couleur La couleur Production Image
de mycélium | de mycélium de pigments
Culture
aérien de substrat diffusibles
ISP1 ++ + Blanc Beige _
+++ + Gris Marron _
1SP2
+ + Gris Beige _
1SP3
+++ + Blanc Violet claire —
1SP4
+++ +++ Blanc Marron _
ISP7
1SP9 ++ ++ Blanc Marron _
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Milieude | Croissance | Sporulation La couleur La couleur Production
de mycélium | de mycélium de pigments
Culture
aérien de substrat diffusibles
GYEA +++ + Blanc Beige _
_ _ _ Jaune _
MH
++ + Blanc Jaune _
GN
++ + Blanc Beige _
OGA
+ + Blanc Beige _
SCA

Note : +++ : Croissance abondante ; ++: Bonne croissance ; + : Croissance faible ; - : Croissance nulle.

D’apres ce qui précéde nous pouvons déduire que :

La souche SR1 présente une croissance abondante sur les milieux ISP2, ISP4, ISP7 et GYEA,
bonne sur les milieux OGA, GN, ISP9 et ISP1 mais elle est faible sur les milieux SCA et ISP3
alors que est nulle sur le milieu MH. La sporulation est abondante sur le milieu ISP7et faible sur
les milieux GN, OGA, SCA, GYEA, ISP4, ISP1 et ISP2, par contre elle est plus faible sur milieu
MH. Aouiche et al., (2012) et Smaoui et al., (2012) ont trouves une bonne croissance et une

sporulation abondante sur les milieux 1ISP2,ISP3 et ISP4. La couleur du mycélium végétatif est

globalement beige et celle du mycélium aérien est généralement blanche. Badji et al., (2007) ont

obtenu une couleur blanchatre pour le mycélium aérien et jaune pour le mycélium substrat.

La souche SR1 ne produit pas de pigment diffusible sur tous les milieux précédemment

cités.
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+ Etude micromorphologique

La figure 03 présente les photographies I’observation de la souche SR1 sur les milieux
ISP2 et ISP4 sous microscope optique au grossissement (x40) aprés 14 jours d’incubation a
28°C. Les filaments des mycéliums aériens de la souche SR1 sont fragmentés, non cloisonnés
portant des chaines de spores du type RF (rectus-flexibilis) avec une forme droites sur milieu
ISP2 et RA (retinaculum) avec une forme spiralée sur milieu ISP4, ce type de mycélium est

caracteristique du genre Streptomyces.

Semblable a A

Chaines de spores de type La chaine de spore du type de
Rectus-Flexibilis de Streptomyces

actuosus U 227 (par T.Mikawa et
R.Sashida)

Rectus-Flexibilis sur milieu 1SP2

Semblable a B

| AN
‘ . - -

b A
=ray

La chaine de spore du type

retinaculum de Streptomyces
Retinaculum sur le milieu ISP4 vinaceus

Chaines de spores de type

Figure 03: Observation sous microscope optique au grossicement (Gx40) des mycélia aériens

de la souche d’actinomycete SR1 cultivée pendant 14 jours sur les milieux ISP2 et ISP4.
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% Etude physiologique
e Croissance a différents concentrations de NaCl
Le tableau 4 illustre les résultats de croissance de la souche SR1 a différentes
concentrations de NaCl ou on a noté qu’elles peuvent croitre dans le milieu contenant 0% et

3,5% de NaCl. Les concentrations supérieures a 3,5% ne permettent pas leur croissance.
Tableau 04 : Croissance de la souche SR1 a différentes concentrations de NaCl toutes les 24h.

Période Concentrations de NaCl | Résultats Image
de lecture
0% +
Toutes les
3,5% +
24h/21jours
6 ,5% _

e Croissance a différentes valeurs de pH
Concernant le pH (tableau 05), cette souche semble croitre facilement a pH 7 mais elle
ne pousse pas aux pH 5 et 9,5. Boubetra et al., (2013) ont aussi signalé I’absence de croissance
de leur souche a pH 5.
Tableau 05 : Croissance de la souche SR1 a différentes valeur de pH aprés 7 jours

Periode de | Croissance a différents | Résultat Image
lecture Ph

7™ jour

9,5 ND
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e Croissance a différents températures

D’apres le tableau 06 qui présente la croissance de la souche a différent température, on

constate que celle-ci ne pousse pas aux températures de 4°C, 15°C, 40°C et 44°C par contre une

croissance plus importante a température 28°C, mais toutefois avec un optimum de croissance a
37°C. Les résultats de Boubetra et al., (2013), Aouiche et al.,(2012) et Boudjella et al.,(2006)
avec des températures 28°C, 30°C et 37°C semblent corroborer les notres.

Tableau 06 : Croissance de la souche SR1 a différentes températures aprés 21 jours d’incubation

Période | Température de croissance Résultats
de
lecture
4°C (milieulSP2)
4°C (milieu ISP2 50% eau de
mer) _
37°C (milieu ISP2)
+++
37°C (milieu ISP2 50%
eau de mer) it
21 '44°C (milieu ISP2 50% eau
jour de mer) -
40°C (milieu ISP2)
28°C (milieu ISP2)
+

15°C (milieu ISP2 50% eau de
mer)

15°C (milieu ISP2)

Image
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o Sensibilité aux différents agents chimiques

D’apres les résultats de tableau 07 la souche est sensible a I’agent chimique Tellurite de

potassium (0,01%) et a (0,05%), mais par contre elle est résistante a I’azide de sodium a

(0,001%) et a (0,01%) et Cristal violet (0,001%).

Tableau 07 : Résistance ou la sensibilité de la souche SR1 aux différents agents chimiques aprés

21 jours.

Résultats et discussion

Période de
lecture

21°™ jour

Résistance ou | Tellurite de
la sensibilité
aux différents
agents

chimiques

potassium
(0,01%)

Tellurite de
potassium
(0,05%)

Azide de
sodium
(0,001%)

Azide de
sodium
(0,01%)

Cristal violet
(0,001%)

Résultats

Images

o Sensibilité aux antibiotiques

Tableau 08 : Résistance ou la sensibilité de la souche SR1 a différents antibiotiques apres 7 et

14 jours
Période | Antibiotiques Résistance ou | Diametre Période Résistance ou | Diameétre
de Sensibilité aux | d’inhibition | de sensibilité aux | d’inhibition
lecture antibiotiques (mm) lecture antibiotiques (mm) .
Rifampin (REF) R / R /
Vancomycine S 27 g 27
(VA%) _
Jéme E:g)loramphemcol | 15 146me R /
jour jour
Acide Fusidique
Streptom (S) I 15 I 15
Néomycine s o5 s o5
(NEO)

Résistance (R) <12 ; Intermédiaire (1) entre 12 a 18 ; Sensibilité (S) > 18.

24




Chapitre 111 Reésultats et discussion

Figure 04 : Photographie illustrant le test d’antibiogramme de la souche SR1 aprés 14 jours
d’incubation.

Aprés 7 et 14 jours d’incubation la souche montre une résistance a la Rifampine (REF)
donc c’est possible qu’elle soit capable de produire cet antibiotique. Une sensibilité intermédiaire
de la souche est notée vis-a-vis de I’acide fusidique (FA°), du Chloramphénicol(C) et du
Streptom (S) pendant les 7 premiers jours, mais aprés 14°™ jour d’incubation la souche devient
résistante a ces antibiotiques sauf vis-a-vis du Streptom (S) qui reste stable, cela veut dire que
ces antibiotiques inhibent la croissance de la souche. La souche présente une sensibilité a la
Vancomycine (VA®) et & la Néomycine avec des diamétres respectifs de 27 et 25 mm ces
antibiotiques ont un effet bactéricide sur la souche.

% Etude biochimique

e Hydrolyse des macromolécules

L’étude de la dégradation de quelque macromolécules a montre que la souche SR1 n’est
pas capable de dégrader I’amidon mais elle est capable d’hydrolyser d’autres macromolécules
telles que la gélatine, la tyrosine et le tween 80 (voir le tableau 09). Toutefois Smaoui et al.,
(2012) et Boudjella et al., (2006) on trouvé que le tween 80 n’est pas degradé par la souche
Streptomyces sp TN256.
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Tableau 09 : Test d’hydrolyse des macromolécules par la souche SR1.

Période de | Hydrolyse de macromolécules Résultats Images
lecture
Amidon -
14°™ jour
Gélatine +
Tyrosine +
7™ jour
Tween 80 +
Tyrosine +
14°™ jour
Tween 80 +
Tyrosine +
21°™ jour
Tween 80 +

e Utilisation des sucres et des acides aminés comme seule source de

carbone
Aprés trois semaines d’incubation a 28°C les résultats qui sont présentés dans le tableau 10
et la figure 07 montrent que la souche peut utiliser différents types de sucres comme seules
sources de carbone notamment le D-mannitol, le D+ sorbitol et le D+xylose qui donnent une trés
bonne croissance par rapport au fructose, au lactose, au sucrose, au D+Glucose et au L- arabinose
ou la croissance est plutdt moyenne, tandis que le D+ saccharose, D+cellobiose et D- mannose ne
sont pas assimilés par la souche. Kitouni, (2007) a signalé aussi que le saccharose n’est pas
dégrade par Streptomyces SS4 mais les études de Kokare et al., (2004) sur 20 actinomycetes
marin ont montré une résultat positif sur arabinose, saccharose, xylose, innositol, mannitol,
fructose, rhamnose et raffinose.
La souche SR1 est capable d’utiliser la plupart des acides aminés testés a I’exception de

L—méthionine, L- tryptophane et L- arginine.
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Tableau 10 : Dégradation des sucres et des acides aminés par la souche SR1 apres 21 jours.

Dégradation des Sucres | Résultats Dégrqdation des acides | Résultats
aminés

Témoin sans sucre  (A) - Témoin sans acide aminée -
D+glucose (B) + Tyrosine ) +
D-mannitol © +++ Glycine (K) +
D+sorbitol (D) +++ L- lysine (L) +
D+xylose (E) +++ L- leucine (M) +
Lactose (F) + L-glutamine (N) +++
Fructose (G) + L —méthionine -
Sucrose (H) + L- tryptophane -
L- arabinose () + L- arginine -
D+saccharose -

D+cellobiose -

D- mannose -

(A)

K) (L) (M) (N)

() (
I

Figure 05 : photographie illustrant la dégradation quelques sucres et acides aminés par la souche
SR1.

> [z <
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o Utilisation des sels de sodium comme seule source de carbone

Le propionate de sodium est le seule sel qui est dégradé par la souche SR1.

Tableau 11: Décarboxylation des sels de sodium par la souche SR1 aprés 21 jours.

Période Décarboxylation des sels de sodium Résultats
Tartrate de sodium et potassium (A) —
Citrate de sodium (B) —
21°™ jour | Oxalate de sodium (C) -
Propionate de sodium (D) +
Acétate de sodium (E) —

(A) (©) (D)

Images

e Production de pigments mélanoides, de nitrate réductase et recherche

de catalase
Le tableau 12 résume les résultats sur la production de pigments melanoides par la souche,
ainsi que la production de nitrate réductase et la catalase qui sont négatifs. Margalith (1992) et
Mizukami et al.,(2000) ont rapporté que les pigments bruns noirs sont produits par les
actinomycetes dans le milieu ISP6 sans donner de résultats positif, dans le milieu ISP7 mais ce
n’est pas de la mélanine, mais des pigments voisins. Par contre, Shirling et Gottlieb (1966) les

considéerent comme des pigments mélanoides.

28
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Tableau 12 : Résultats des testes de production de pigments mélanoides, de la nitrate réductase

et la recherche de catalase.

Production de Production de Recherche de
pigments mélanoides | nitrate réductase catalase
Résultats + - -
Images
Remarque :

Les résultats de I’étude macromorphologique de la souche SR1 et leur croissance a
différents valeurs de pH obtenus pendant le 14°™ et 21°™ jours sont présenté dans les tableaux
09 et 10 (annexe V).

D’apres les tests morphologiques, physiologiques et biochimiques réalisés, notre souche

isolé a partir du sediment marin posséde les caractéristiques du genre Streptomyces.

2. Mise en évidence des activités antibactérienne et antifongique

2. 1. Mise en évidence de I’activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode des cylindres d’agar qui
permet de detecter I’effet inhibiteur de la souche SR1 envers les germes cibles testés (Gram
positives et Gram negatives). Ce test est réalisé sur milieu Muller-Hinton aprés 24 h
d’incubation a 37 °C. Aucune zone d’inhibition n’est observée autour des cylindres, cela veux
dire I’absence de I’activité antibactérienne vis- a- vis de tous les germes cibles testés. Ces
résultats ne sont pas en accord avec de Kokare et al.,(2004) et Sirisha et al.,(2013 ) qui ont
rapporté une activité a I’accord eux de S.aureus.

L’activité antimicrobienne est aussi mise en évidence par la méthode des puits avec des
prélévements effectués au 5™, 7°™ et 9°™ jours sur milieu Muller Hinton & I’égard les germes
cibles testés, aprés 24 h d’incubation a 37 °C, aucune zone d’inhibition a été notée autour des
puits.

Les résultats des activités antimicrobiennes obtenus par les deux méthodes sont résumies
dons le tableau 20 (annexe VI). Srivibool et Sukchotiratana, (2006) expliquent que I’absence de

I’activité antibiotique vis-a-vis des bactéries a Gram négatif ne signifie pas forcément que la
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substance est absence ou pas assez active, mais cela peut étre du a une mauvaise diffusion de

celle-ci dans le milieu car n’étant pas polaire ou bien constituée de composés non polaires.

2. 2. Mise en évidence de I’activité antifongique

Concernant I’activité antifongique mise en évidence contre Asp. niger, Asp. flaveus et Asp,
parasiticus sur la gélose a I’extrait de malt par la méthode des cylindres d’agar, Apres 48 h
d’incubation a 28 °C, la souche SR1 ne présente aucune activité contre Asp. flaveus,Asp.
parasiticus et Asp. niger. Manivasagan et al., (2009) rapporté une activité anti fongique modérée
contre les especes d'Aspergillus par une souche de Streptomyces PM-32 isolé a partir d’un
sédiments marins.

Les résultats de la mise en évidence de I’activité antifongique par la méthode des puits est
noté négatif contre Asp. flaveus et Asp. parasiticus aprés 5™ 7°™, et 9°™ jours de prélévement,
par contre les résultats sont positifs vis-a-vis Asp. niger avec un diameétre de zone d’inhibition de
23 mm & partir de milieu SCA et 15 mm a partir de milieu ISP2 aprés le 7°™ jour.

Du test d’antagonisme obtenu par les deux methodes sont rapporté dans le tableau 21
(annexe VI).

La figure 06 .Ci dessous illustre d’activité contre Asp. niger par la méthode des puits et

disparation de cette activité.

Figure 06 : Photographie illustrant I’activité de la souche SR1 vis-a-vis d’Asp. niger

D’apreés ces résultats on conclue que la souche SR1 possede une activité fongicide vis-a-vis
Aspergillus niger. Valli et al., (2012) ont rapporté une activité fongicide contre Candida albicans
ATCC 10231, Fusarium oxysporum, MTCC 3075 et Aspergillus niger.
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3 .Choix du meilleur milieu de production d’antibiotique

Afin de sélectionner le meilleur milieu de production d’antibiotiques, I’activité
antimicrobienne de la souche qui a été ensemencee sur les deux milieux différents (SCA et ISP2)
est mise en évidence par la technique des cylindres d’agar et celle-des puits. Vu I’absence de

I’activité antibactérienne.
4. Mise en évidence de I’activité enzymatique

Dans cette étude, la souche étudiée a été testé pour son pouvoir d’hydrolyse enzymatique :

cellulasique, xylanasique, L-asparaginasique, et chitinasique.

% Mise en évidence de I’activite cellulasique

La révélation de I’activité CMCase est réalisée en versant une solution de rouge Congo a
0,1% (p/v), laisser agir pendant 20 min suivi d’une lavage avec une solution de NaCl a 1M
pendant 15 min Ninranjane et al., (2007). La formation de zones orange claires autour des
cylindres dans le milieu d’agar solide indique la capacité de la souche a utiliser le CMC comme
seule source de carbone et d’énergie Teather et al., (1982). On observe que les diameétres des
zones d’hydrolyses du CMC est plus large aprés le 7°™ jour par rapport aux 3™ et 5™ jours.
Les résultats sont présentés dans le tableau 13.

Une cellulase a partir de Streptomyces alcaliphiles sp a été décrite par Singh et al.,(2004).
D’autres travaux ont montrés qu’il ya eu production maximale dans une milieu contenant du

CMC a 10% chez Streptomyces drozdowiczii Grigorevski de lima et al., (2005).
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Tableau 13 : Mise en évidence de I’activité cellulasique de la souche SR1.

Résultats Images Diametre de la zone
d’hydrolyse CMC
Témoin / /
Aprés le 3éme .\ ISP2 : 14 mm
jour M2 : 15 mm
Aprés le péme . ISP2 : 15 mm
jour M2 : 20 mm
Aprés le 7¢m N ISP2 : 40 mm
jour M2 : 39 mm

% Mise en évidence de I’activité xylanase

L activité xylanase de la souche a été évaluée par la méthode des cylindres d’agar sur un
milieu contenant le xylane comme seule source de carbone Viet, (1991).

La visualisation des halos clairs autour des cylindres sur un fond marron correspond aux
zones d’hydrolyse du xylane. Dans cette etude on a utilise deux types de xylane (xylane de
bouleau et xylane de mais). Aucun apparition d’halos clairs autour des cylindres pendant 3eme
5Me et 7°™ jours avec les deux types de xylane , ce qui indique que le xylane n’est pas dégradé
par la souche (voir tableau 14). Les travaux de Ninawe et al., (2006) ont mise en évidence

I’activité xylanase des souches d’actinomycetes.
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Tableau 14 : Mise en évidence de I’activité xylanase de la souche SR1.

Xylane de bouleau Xylane de mais
Résultat ‘ Image Résultat Image

Témoin /

Aprés le 34m
jour -

Aprés le 5™
jour -

Aprés le 7°m
jour -

% Mise en évidence de I’activité L-asparaginasique
L’activité L- asparaginase de la souche est mise en évidence par le changement de la
couleur de milieu de marron vers le rose. La couleur de milieu n’a pas changée donc la souche
n’est pas productrice de la L-asparaginase. Les résultats sont présentés dans le tableau 15. A
partir de Streptomyces marins Gupta et al., (2007) et Basha et al., (2009) ont noté une production
de cette enzyme par S. aurantiacus et Streptomyces sp. S3, S4 et K8 respectivement.
Tableau 15 : Mise en évidence I’activité L-asparaginasique de la souche SR1.

Témoin Apres le 3°™ jour | Apres le 5™ jour | Apres le

7eme H

jour

Résultats /

Image
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% Mise en évidence de I’activité chitinasique

L utilisation de la chitine comme seule source de carbone ce manifeste par I’apparition
de halos clairs. Dans notre étude on n’a observé I’absence de halo claire car la souche n’a pas
dégradée la chitine du milieu contenant également la vitamine B12. Les résultats sont présentés
dans le tableau 16. Ohno et al., (1996); Okazaki, Takahashi, Kizuka, et Enokita, (1995) ont
montré que parmi les actinomycetes, le Streptomyces spp est le meilleur producteur connu de
chitinases. lverson, Bromel, Anderson, et Freeeman, (1984) ont montré qu’il est aussi produit par
plusieurs autres Actinomycetes tel que Nocardia, Actinoplanes, et Micromonospora spp.

Tableau 16 : Mise en évidence I’activité chitinasique de la souche SR1.

Témoin Apres le 3°™ jour | Apres le 5™ jour | Aprés le 7°™ jour

Résultats /

5. Activité anti-biofilms
Dans cette étude, on a voulu tester I’activité antibiofilm vis-a-vis des germes cible a Gram

positif et Gram négatif a partir de surnageant de culture de notre actinomyceéte.

Les résultats illustrés dans la figure 07 montrent I’absence d’activité antibiofilm contre
tous les germes testés a I’exception de S. aureus. Puisque la valeur de I’absorbance en absence
de surnagent a augmenté lorsque on lui a ajoute le surnageant, par contre pour les autres germes
la valeur de I’absorbances reste constante en présence et en absence de surnagent.

A partir de ces résultats on conclut que I’extrait de la souche réduit I’adhésion initiale et le
développent du biofilm. You et al., (2007) ont rapporté l'activité de Streptomyces marins comme

microorganismes potentiels contre la formation des biofilms produits par Vibrio spp.
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Figure 07 : Activité antibiofilms du surnageant de culture d’actinomycéte.

09 - M en absence de
0,8 1 surnageant
o 07 - M en presence de
S 06 - surnageant
8 05 -
S 04 -
9 0,3 -
< 02 -
0,1 -
0 - Germes cible
&t & & X N <°
& < : & N Q
N3 cy’b\) & %%\(\o Q?’b(' N
Evolution de I'absobance en fonction des germes cible

6. Activité antioxydants

6.1. Dosage des polyphénols
Le surnageant obtenu a été analysé quantitativement avec un spectrophotométre UV —
visible pour sa teneur en polyphénols totaux. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalent
d’acide gallique a I’aide d’une courbe d’étalonnage. La teneur en composés phénoliques totaux
est de 13.125 + 0.205 mg GAE / ml (équivalent d’acide gallique par ml).
Figure 8 : Activité antioxydante de le surnageant en polyphénols de la souche SR1.

Courbe d'étalonnage d'acide gallique

14 y=0,012x
12 R2 = 0,999
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e
S 08
2
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6.2. Evaluation de I’activité antioxydante par le diphényle-picryl-hydrazyl

(DPPH)

Le test au DPPH (diphenyl-picryl-hydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de I’activité antioxydante en raison de sa grande sensibilité. Ce test est basé sur la
théorie selon laquelle les donneurs d'hydrogene sont des antioxydants. Joon-Kwan (2009). La
présence de ces radicaux DPPHe se traduit par une coloration violette foncée de la solution, qui
absorbe aux environs de 517 nm. Ce radical libre se transforme en DPPH stable (non radical)
lorsqu'il absorbe I'hydrogene, sa couleur passe du violet au jaune clair et par conséquent, son
absorption lumineuse a 517 nm diminue. Dans la réaction ci-dessous, le radical DPPH est
représenté par De et la molécule du donneur par AH, la réaction primaire est: De+ AH=DH + A »

En calculant I'ampleur du déclin de I'absorption de la longueur d'onde de 517 nm, nous

pouvons estimer le pourcentage d’inhibition par le DPPH.

Le surnageant présente un pourcentage d’inhibition de 34.11+ 0.287 %, ce résultat
témoigne de la bonne capacité antioxydante de ce dernier, nous rappelons que plus la valeur du
pourcentage d’inhibition est faible, plus I’extrait est puissante vis-a-vis des radicaux libres. Lee
et al., (2014) ont déterminé I’activité antioxydante sur le surnageant brut d’acétate d’éthyle de

I’isolat  Streptomyces sp.
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Conclusion

L’objectif de notre travail la mise en évidence des activités biologiques d’une souche
d’actinomycetes isolée d’un milieu marin et appartenant a le collection du LMA.

L’ensemble des caractéres culturaux, morphologiques (macro et micromorphologie), ainsi
que les caracteres physiologiques et biochimiques étudiés, ont permis d’affilier la souche SR1 au
genre Streptomyces.

L’étude des I’activité antifongique et antibactérienne par la méthode des cylindres d’agar et
des puits a montré que cette souche présente une activité antifongique contre Aspergillus niger
mais aucune activité antibactérienne vis-a-vis des germes cible a Gram positif et Gram négatif
étudiés.

Les résultats de tests d’activité enzymatique ont montré que cette souche était capable de
produire une CMCase parmi toutes les autres activités enzymatiques testés (activité chitinasique,
activité xylanasique et activité L-asparaginasique).

La souche a révélé, également, une aptitude a former un antibiofilm contre S.aureus.

L’étude de I’activité antioxydante d’extrait de la souche d’actinomycéte SR1 par la
méthode DPPH a montré une activité antioxydante de I’extrait avec un pourcentage d’inhibition
de 34,11+0,287%.

Toutefois, les résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’étre approfondis pour
tirer des conclusions définitives et confirmées. Comme Perspective, nous préconisons de

poursuivre les recherches autour des axes suivants :

» faire une étude taxonomique approfondie par I’étude chimio taxonomique (composition
chimique de la paroi cellulaire) et par I’étude moléculaire (ADNr 16 S, hybridation

ADN/ADN) pour identifier la souche SR1 au niveau de | espéce.

» Elargir le nombre et la gamme des germes cible (bactéries et champignons), ainsi la mise

en évidence d’autres activites enzymatiques.

» Extraction, purification et identification des molécules bioactives produite par la souche

SR1 (antifongique et antioxydant) par I’utilisation des techniques plus performantes.
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% Matériel utilisé (Annexe I)

Balance

Autoclave

Bain- Marie

Bec benzéne

Etuve a 28°C eta 37°C
pH metre

Micro pipette de 1000 pL
Microscope optique
F lacons

Tubes a essais
Boites de pétri
Béchers

Plaque agitatrice
Pipettes pasteur
Baro-Magnétique
Anse de platine
Spectrophotomeétre
Vortex

Four pasteure
Eprouvette
Erlenmeyers

Ecouvillons

% Milieux de culture utilisés (Annexe I1)
Starch Casein Agar (SCA) (M2) (Poosarla et al, 2013)

AMIAON. .. 19
O 1T T P 0 < X0 |
KN O . e e e e e e 29
NaCl.. . e 2 0
KaHPO 4. e e e 29
MQSOy, TH2O. .. 0,05¢g
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AN e a2 18 0

1 litre d’eau de mer 50% (50% eau de mer et 50% eau distillée).

Mueller-Hinton (Williams et Kuster, 1964)

Extraitde viande ..........cooii i 290
Hydrolysat acide de caséine...............ccceeevviieneviniennnnn. .. 17,59
AMIAON. . 1,59
0 - P 109
1 litre d’eau de mer 50%.

PH o 7,3

Gélose nutritive (GN)

Extraitde viande...........ccooeiiiii i1

Extrait de levUure. ..o 20

o 0] (0] T 59
NaCl.. .. e D ()
AT e e 15¢g

1 litre d’eau de mer 50%

PH e 7,4+0.2

Bouillon nutritive(BN)

PEPIONE . .. e e 109
Extraitde viande...........ccooiiiii i D Q)
Chlorure de SOdiUM.......ee i e e e e e e 50

PH e e e, 7,4+0.2
Gélose a I’extrait de malt (GEM)

Extrait de malt.........cooooiiii e e 30,09
Agar bacteriologiqUE. .......cooveieiieiiee e 1509
1 litre d’eau de mer 50%

PH e 5,6+0,2
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KH2PO 4. e e e e e e 3049
KoHP O g e 6,09
MgSQO,, 7TH,0........... 0,29
O O 0,059
MNSOy, TH2O .. e e00,00 @
ZNSO4, THO e e e e 0,001 g
EXtrait de 1eVUIre.......oue e e e, 109
NHACH e e e e s 29
NaCl.. 290
AT e 189
PH e 7,2

XYLaN. s 74/l
EXtrait de IeVUIe ..o e e e 29/l
NAC . . 2,59/
NHACL o 59/
KH,PO,.. 15 g/l
NAZHPO S et e 30 g/l

MGSOs, TH20 .. el 0, 25 0
N - PPN Lo N /||

L’activité xylanasique (xylane de mais)

Xylan (Xylooligosaccaride 95%0)..........veeveiiiiieiie i e 79/l
EXtrait de 1eVUIe ..o 29/l
N L. o 2,59/l
NHCH o 59/
KHoPO4 e e e, 15 g/l
NAHP O, o 30 g/l
MGSO4, TH2O .. e e e 20,25 0
N - 15 g/l
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L’activité asparaginase
NazHPO4, 2H20 ... . eeiiii et B )

[ N o 1= Vo 1 1= PP 5¢
TS @ Y 4 o Y O P 0 N |
CaCly, 2HoO e s 0,014 ¢
GIUCOSE. .. e e e e e 2% wiv
AGAT. . e 20 0
Rouge de Phenol.........c.conirii 0,0001 g

Chitine-vitamine B12

O T PN X0 7 1|

FESO4 TH2O ..t e e e e 0,01 g/l

ZNSOy, TH2O .o e e e e ee222.0,001 g/

MNCly, AHoO .. e 0,001 g/l

- PR £ ¢ )

Vitamine B12 ... 50 pg/ml (60 gélules de 250 pg)

Milieux d’identification (Annexe I11)
1. Etude morphologique

Les milieux ISP ont été préconisés lors de I’«International Streptomyces Project»
(Shirling et Gottlieb, 1966)

1.1. Le milieu ISP1

TP ONE. e e e e e 59
EXtrait de leVUre. ..o e 39
N0 L PP £ 3¢ |
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1 litre d’eau de mer 50% (500 mL d’eau distillée et 500 mL d’eau de mer)

1.2 Milieu I1SP2

GIUCOSE. .. et e e e 49
EXtrait de leVUIe... ... e 49
Extraitde malt...... ..o 10¢g

KoHPO ..o e G
N L. L 19
LT 22 o |
Solution saline standard................ccoiiiiiiiiic i ML
AGA .. e e 20 0

1 litre d’eau de mer 50% (500 mL d’eau distillée et 500 mL d’eau de mer)

* Solution saline standard

FeSO4, TH2O .. e e 0, 1 G
MNCLy, AH20 . e e s 0,19
NSOy, THoO i e 0,19

Bau distillée. .. ....ooovn i e e e e 1000 ML

1.4. Le milieu ISP7

] 07T (o PP 159
I Y] (1] | T PPN =T
1 0 1= To 1= 1lg

MgSO4, TH O e 0,5 g
NaCl. . 0, D O
FESOy4, TH2O e 0,01
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Solution saline standard (voir ISP4)............cccoovoi i iiiiieen ImL

KoHPO 4. .. oo ettt n5, B5
MUOSO4, TH2O .. et 19
AGAT. e e 20 0

1 litre d’eau de mer 50% (500 mL d’eau distillée et 500 mL d’eau de mer)
Solution Saline™ ... ... o 1mL
CUSO4, BH2O e e e e 2000,64 0
FESO4, TH2O e e e e 0,11g
MNCLy, 4H20. .. 000,79 0
ZNSO4, THO ... i 00015 0
Bau distillée. .. ... oo 1000 mL

Milieu OGA

(@4 (=] 1103 Y/od 11T S 0,19
agarbactériologique..........covveviiiiiii i e 15,0 ¢
1 litre d’eau de mer 50%.

2. Etude physiologique
2.1. Dégradation de I'amidon (Marchal et Bourdon, 1987)

GElOSE NULIITIVE. .. .eeee e 0. 2,8 O
BaU diStillEe. .. ... et 100 mL

2.2. Dégradation de la gelatine (Marchal et Bourdon, 1987)
7= LA - 049¢g

GeIOSE NULTIEIVE. .. eee e e e s e e e e e e e e e e e 2,80
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2.3. Dégradation de la tyrosine (Goodfellow, 1971 ; Gordon et al, 1974)
1877 0 11PN 04¢9

GEIOSE NUETTEIVE. .. et e e e et e e e e e e e e e e e e 2,80

Bau distill@e. .. ... e 110 mL

2.4. Dégradation du tween 80 (Sierra, 1957)
TWEEBN 80, e e e e e 10 ML

MOSO4, TH2O e e e e e e e 0,125¢g
NaCl.. . e 0,125 0

I TR Y PPN 0 X 0 [0 Yo
Baudistillée. ... ... D0 ML

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

MGSO, TH2O . oo 0,29

Rouge de phénol & 0,04% .......coovviiiiiiiiiiiiiee e e .20 ML
Bau distillée.......coovii i 2 100 ML
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3. Etude biochimique
3.1. Production de nitrate réductase

Bouillon nitrate

Infusion caeur-cervelle..........ccovi i 25049
Nitrate de SOdIUM... ... e e e e e e 10,09
Bau disStillée. ... e 1L
PH e 7,2

3.2. Sensibilité aux différents agents chimiques
Glucose-Yeast Extract-Agar (G.Y.E.A)

EXtrait de 1eVUIe... ... e e e 10g
GlUCOSE. .. e e e e 10 g
Agar.. 189
PH e 6,8

Annexe V:

0,3 -
0,25 - —o—Staphylococcus aureus
[¢B]
S 02 -
©
2 015 -
o
8 01 n
< 1
0,05 -
Dilution
0
10-10 109 108 10-7 106 105 104 103 102  10-1
Figure09: Evolution de I'absorbance en fonction du dilution
chez S. aureus
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0,25 -
0,2 - —o—Escherichia coli
(B}
e
S 015 -
o]
L
2 01
<
0,05 -
Dilution
0 T T T T T T T
10-10 109 108 107 106 105 104 103 102  10-1
Figurel0: Evolution de I'absorbance en fonction du dilution
chez E.coli
Annexe V

Tableau 18 : Croissance de la souche SR1 sur différents milieux de culture aprés 14 jours

Période Milieu de Croissance Sporulation Couleur Couleur de Production de | Image
d’incubation culture de mycélium mycéliumde | Pigment
aérien substrat diffusibles

ISP1 ++ + Blanc Beige _

1SP2 +++ + Gris Rose claire _

ISP3 + + Gris Beige _
145™ jour

ISP4 +++ + Blanc Rose foncé _

ISP7 +++ +++ Blanc Rose foncé _

1SP9 ++ ++ Gris Rose claire _
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14%™ jour

GYEA +++ + Blanc Beige _
GEM
MH _ _ _ Jaune _
GN ++ + Blanc Jaune _
OGA ++ + Gris Beige _
M2 + + Blanc Beige _

Tableau 19 : Croissance de la souche SR1 sur différents milieux de culture aprés 21 jours.

Période Milieu Croissance Sporulation Couleur Couleur de Production de | Image
d’incubation | de culture mycélium mycélium pigment
aérien de substrat diffusibles

ISP1 ++ + Blanc Beige _

1SP2 +++ ++ Gris Marron _
216 jour

ISP3 + + Gris Beige _

1SP4 +++ ++ Gris Rose foncé
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I1SP7 tt +++ Blanc Rose foncé _
ISP9 + +t Gris Rose claire B
GYEA it + Blanc Beige B
GEM
216 jour
MH * - _ Jaune _
GN + + Blanc Jaune _
OGA ++ + Gris Beige _
M2 + + Blanc Beige _
Tableau 20 : Croissance a différents pH aprés 14 jours et 21 jours.
Période Croissance a différents pH Résultat Image
éme -
14" jour 5 ] ND
ND
9,5 B
7 +
21°™ jour .

9,5

ND
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Tableau 21: Résultats des testes d’activité antibactérienne et antifongique par la méthode des cylindres

d’agar et des puits.

La méthode des La méthode des puits
disques d’agar
Type de Non de germe Photographie Photographie Photographie Photographie
germe cible | cible apreés 24h aprés 5™ jour | aprés 7°™ jour aprés 9°™ jour
d’incubation d’incubation d’incubation d’incubation
Staphylococcus
Bactéries | aureus
a Gram
positif
Escherichia coli
Bactéries
aGram Salmonella typhi
négatif
Aspergillus
niger
Moisissure -
Aspergillus
flaveus
Aspergillus
parasiticus




Résumé

Aprés la revivification de la souche d’actinomycete SR1 isolée de sédiments marins, plusieurs
tests ont éte réalises dans le but de mettre en évidence des activités biologiques.

A partir de I’étude des critéres, morphologiques, physiologiques et biochimiques, la souche SR1 a
été rattachée au genre Streptomyces.

Par la méthode des cylindres d’agar et des puits, la souche SR1 ne présente aucune activité
antibactérienne vis - a - vis des germes cible pathogénes a Gram négatif (E.coli et S.Typhi) et Gram
positif (S.aureus). Une activité fongicide contre Aspergillus niger est signalée par la méthode des puits.
Les tests enzymatiques ont révélé la capacité de la souche SR1 & produire des CMSases mais pas de
xylanases et L-aspariginases par la méthode des cylindres d’agar et chitinases par la méthode de touche.
Par ailleurs, une activité antibiofilm contre S. aureus notée, aucune activité n’a été obtenu a I’encontre de
E.coli, Bacillus, Salmonella et Vibrio par la méthode de microplaque.

L activité antioxydante de I’extrait de la souche SR1 a été évaluée et estimée a 34,11+0,287% par la
méthode DPPH.
Mots clé : Actinomycétes marins, Streptomyces, activité antimicrobienne, activité enzymatique, activité

antioxydante, activité antibiofilm.

Abstract

After revivification of the actinomycete strain SR1, isolated from marine sediment, several tests
were carried out in order to determine it's biological activities.

From morphological, physiological and biochemical characterization study we suggest that the
strain SR1 has been connected to the Streptomyces genera.

By both the agar cylinders and wells methods, the strain SR1 doesn't present any antibacterial
activity against the target pathogenic germs: Gram negative (E.coli and S.Typhi) and Gram positive
(S.aureus). An fungicide activity against Aspergillus niger is obtained by the wells method.

The enzymatic test, revealed the capacity of the strain SR1 to produce CMSase, but no of xylanase and
L-aspariginase by the using the agar cylinders method. No activity chitinase by the touchs method was
observed.

Otherwise, an activity antibiofilm against S.aureus noticed, no activity has been gotten has the against
E. coli, Bacillus, Salmonella and Vibrio by using the microplague method.

The test of antioxydant activity of the strain SR1 extracts has been evolved and valued to 34, 11+ 0,287 %
by the DPPH method.

Key words: Marine Actinomycete, Streptomyces, antimicrobical activity, enzymatic activity, antioxydant

activity, antibiofilm activity.



