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INTRODUCTION

L’utilisation des microorganismes (bactéries, champignons) pour la fabrication de
divers produits tels que le pain la biére...etc., a débuté depuis des années notamment la

production d’antibiotiques.

Ces microorganismes sont omniprésents dans notre environnement (le sol, I’aire et les
eaux) et ils occupent une place de plus en plus importante au sein de notre vie quotidienne de
plus, ces derniers sont de remarquables agents de production de nombreuses molécules
organiques obtenues par fermentation et utilisées pour leurs propriétés fonctionnelles dans des
domaines extrémement variés. Parmi ces molécules, on peut citer les alcools, les acides
organiques, les acides aminés, les polysaccharides, les vitamines, les enzymes, les
antibiotiques, les bactériocines, etc. Malgré ce cété trés bénéfique des microorganismes,
certains d’entre eux causent des problemes majeurs pour I’humanité. 1l s’agit de bactéries, de
levures unicellulaires et de champignons filamenteux pathogenes pour I’lhnomme. A ce propos,
actuellement on assiste a un probleme trés épineux qui est la résistance de ces
microorganismes pathogénes aux molécules antibactériennes et antifongiques communément
utilisées (Smaoui 2010).

L’origine des molécules antimicrobiennes peut étre naturelle, synthétique ou semi
synthétique (Watve et al, 2001). En pratique il est prouvé que la capacité de produire de
differents composés est limité a des groupes de microorganismes eucaryotes et de bactéries,

en particulier les actinobacteries (Zerizer, 2006)

Les actinobacteries, une famille de bactéries s’est particulierement illustree par la
richesse de son métabolisme secondaire et par la remarquable diversité des métabolites
produits (Overbye et Barret 2005), ils sont & I’ origine de 70% des antibiotiques naturels
connus dans le monde. Le genre Streptomyces, qui secrete plus de 80% de ces molécules, est

tres intéressement exploité. (Watve et al., 2001),

Ils sont potentiellement intéressants pour la découverte de nouveaux meétabolites
secondaires bioactifs, La dégradation de composés organiques aliphatiques et aromatiques, la
détoxification de polluants, la production de nouvelles enzymes et d'autres métabolites tels
que les antibiotiques, les solutés compatibles et les polymeres sont d'autres applications
industrielles potentielles des actinobactéries. Les nouveaux métabolites secondaires bioactifs

produits par les actinobactéries, isolées principalement des habitats marins, ont révélé la
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grande capacité de ce groupe physiologique dans la production de nouveaux composés
bioactifs (Hamed et al., 2013).

En Algérie des travaux ont porté sur I’isolement de genre rares des actinobacteries
marins, la taxonomie numérique des souches isolées et I’étude préliminaire des antibiotiques
sécrétés (Zitouni et al. 1995). Les sols sahariens qui représentent un écosystéeme particulier,
renferment un potentiel riche en actinomyceétes, tant du point de vue quantitatif et de la
biodiversité générique et spécifique que du point de vue des propriétés antibactériennes et

antifongiques

Durant ce travail, nous nous sommes intéresses a I’étude de trois isolats d’actinobacteries
notés :( Micrococcus sp PbD25), (Streptomyces sp Pb) et (Streptomyces sp P4D10), en
évaluant :
> I’activité antibactérienne des actinobacteries envers deux bactéries a Gram positifs et
deux bactéries a Gram négatifs
> I’activité antifongique des trois isolats vis-a-vis des champignons phytopathogenes
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Les Actinobacteries

I-Généralité sur les actinobacteries

Les actinobacteries sont réparties de facon ubiquitaire dans les écosystemes
aquatiques et terrestres, ont un mode de vie mycélien et subissent une différenciation
morphologique complexe. Ils ont également un métabolisme secondaire étendu et produisent
environ les deux tiers de tous les antibiotiques utilisés en clinique courante, aussi bien que
beaucoup de composés anticancéreux, anthelminthiques, et antifongiques (Barka et al.,
2015).

Les actinobacteries composent un groupe diversifié de bactéries Gram positives a
forte teneur en (G + C), abondantes dans les sols et présentes dans divers habitats spéciaux et
extrémes, (Sheng., 2016).

Les actinobacteries constituent I'un des phylums taxonomiques les plus importants et
les plus anciens du domaine des bactéries et sont bien connus pour leurs métabolites
secondaires (Verma et al., 2013). Sont classées dans le Domaine des Bacteria ou Eubacteria,
le Phylum des Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria et la Sous-Classe des
Actinobacteridae (Euzéby., 2015).

Elles comprennent des pathogénes (notamment des especes de Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia, Propionibacterium et Tropheryma), des habitants du sol
(Micromonospora et Streptomyces), des commensaux vegétaux (par exemple, Frankia spp.)
Et des commensaux gastro-intestinaux (Bifidobacterium spp.) (Barka et al., 2015).

La distribution des actinobacteries des écosystemes extrémes a été rapportée par
plusieurs auteurs, dans le but d’étudier leur métabolisme secondaire ils suggerent que ces
niches abiotiques rares renferment de nouvelles souches et/ou de nouvelles molécules
d’intérét pharmaceutique (2000 Gurielidze et al., 2010 Rojas et al., 2009 Lazzarini et al).
Sont souvent, moins reconnus en tant qu’organismes importants du sol comme est le cas des
cyanobactéries et des champignons tel que Penicillium sp.et Chaetomium sp (Zaitlin et
Watson., 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barka%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609051
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Elles se trouvent dans de nombreux écosystémes a travers le monde (Tableau I) y
compris le sol salin alcalin, les éponges marines, les sédiments en eau profonde les sources
chaudes, les intestins et les plantes médicinales (Sheng., 2016)

Les actinobacteries du sol sont surtout présents en surface, mais on peut les retrouver

aussi a plus de 2 m de profondeur (Sabaou et al., 1992).

Tableau | : Habitats de certaines actinobacteries (Williams et al., 1984).

Actinobactéries Habitats
Actinoplanes spp Eau douce, litiére végetale, sol.
Frankia spp. Nodules racinaires des non-légumineuses, sol.
Micromonospora spp. Eau douce, sédiments, sols (humides ou non).
Nocardia amarae Boues activees.
Rhodococcus coprophilus Déjections animales, eau, sol.
Saccharopolyspora
Foin moisi, sol.
rectivirgula
Saccharomonospora Compost, sol.
Streptomyces spp. Sol, litiére végétale, eau.

Du point de vue quantitatif, le nombre d’actinobacteries mycéliennes par gramme de
sol sec est de I’ordre de 10° a 107 UFC dans les sols cultivés; ce nombre est beaucoup plus
faible dans les sols des régions arides et plus élevé au niveau des sols rhizosphériques
(Goodfellow et Williams., 1983 ; Sabaou et al., 1998 ; Lamari et al., 2015).

Les actinobacteries marins associés aux éponges constituent une source potentielle

pour le développement d’antibiotiques originaux (Gandhimathi et al., 2008)

Le genre Streptomyces des actinobacteries a révélé un potentiel biotechnologique
intéressant pour la production d’enzymes (par exemple la xylose isomérase issue d’un
Streptomycéte thermophyle (Hodgson., 2000) ou la biodégradation de biopolymeéres (par
exemple le chitosane (Fukamizo et Brzezinski., 1997) ou de polluants organiques (par
exemple I’acide phénylacétique (Niraula et al., 2010). Et d’enzymes extracellulaires et sont
recherchés de facon routiniere dans le but de découvrir de nouvelles substances bioactives
(Vijayakumar et al., 2007), (Tableau I1).


http://www.sciencedirect.com.bases-doc.univ-lorraine.fr/science/article/pii/S1156523307001217
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Tableau Il : Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomyceétes (Loucif.,
2011).

Actinomycetes producteurs Antibiotiques

1/Les agents antibactériens

Micromonospora sp. Clostomycine
Streptomyces griseus Candicidine
Streptomyces lydicus Streptolydigine
Streptomyce lindensis Rétamycine
Marinispora sp. Marinomycine
Verrucosispora sp. Abyssomycine
2/ Les agents antifongiques
Streptomyces griseochromogenes Blasticidine
Streptomyces humidus Phenylacétate
Nocardia transvalensis Transvalencine
Streptomyces nodosus Amphotéricine B

3/Les bioherbicides et bioinsecticides produits par les actinomycétes

Spinosad. Insecticide

Saccharopolyspora spinosa )
neurotoxique

Actinomadura sp Herbicides.

Streptomyces hygroscopicus Herbimycine

I1- Taxonomie des actinobacteries

11-1- Description :

Les actinobacteries sont des bactéries aérobies a Gram positives caractérisés par un
génome a forte teneur en G + C. Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans
Le Manuel de Bergey, (2012) regroupe 6 classes, 23 ordres, 53 familles, 222 genres et
environ 3000 especes. Les genres de ce phylum présentent une énorme diversité en termes de
morphologie, de physiologie et de capacités métaboliques. La taxonomie des Actinobactéries

a évolué de maniére significative avec le temps avec I'accumulation de connaissances.
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Les Streptomycetes représentent le plus grand genre appartenant a I’ordre des
Actinomycétales qui renferment une diversité de morphotypes comprenant des formes
unicellulaires sphériques, des hyphes fragmentes et des mycéliums ramifiés (Barka et al.,
2016)

I11-2 Critére taxonomiques d’actinobacterie :

La définition des genres et des espéces se fonde sur un ensemble de caractéres
morphologiques et fonctionnels, chimio taxonomiques et genomiques, rassemblés dans le
tableau annexe. L’ensemble des caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans
le manuel Bergey. (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology., 2012).

I11-2-1 Critéres morphologiques

e Criteres macromorphologiques

L’identification macromorphologique des actinobacteries est basée sur la présence du
mycélium du substrat (MS), et la production du mycelia aérien (ex : de nombreux genres) ou
non (ex Actinoplanes, Micromonospora et Rhodococcus), ainsi que la couleur de ses derniers.
La production et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu de culture. (Nouredine.,
2006) (Boudjella et al., 2007).

e Criteres micro-morphologigques :

Les criteres micro morphologiques importants sont : la fragmentation ou non du
mycélium, la formation de spores ; leur formes ; leur surface (lisse ou rugueuse épineuse ou
chevelue), leur mobilité, la présence de sporophores, La formation d’endospores
(Thermoactinomyces) ou la présence de structures particulieres comme les sporanges, les
sclérotes ou synnemata (Actinosynnema) (Demain et Solomon., 1985 ; Nouredine., 2006 ;
Boudjella, et al., 2007).

11-2-2 Critéres chimigues (chimio taxonomie)

Les criteres morphologiques ne suffisent pas pour établir une détermination correcte
des actinobacteries ce qui rond indispensable de considérer d’autres caracteres tels que
I’étude de la composition chimique de la paroi cellulaire Pour permettre I’identification des

genres et des groupes d’actinobacteries (Boudjella., 2007 ; Becker et al., 1965)
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e lessucres

Les sucres caractéristiques sont principalement les couples arabinose-galactose,
arabinose-xylose, rhamnose-galactose, ainsi que le madurose ou 3-0- méthyle galactose
(Lechevalier et Lechevalier., 1970). Sur la base de la composition des cellules en acides

aminés et en sucres, plusieurs chimio types ont ainsi été définis. (Annexe)

e Lesacides aminés :

Les plus importants sont I’acide diaminopimélique (DAP) qui peut étre sous forme

isometrique LL ou DL (méso) et la glycine qui, soit présente ou absente.

Cependant, chez quelques actinobacteries, le DAP peut étre remplacé par la lysine
I’Ornithine ou I’acide diaminobutyrique, (Backer et al. 1965), ce qui définit plusieurs types
pariétaux. Exemple : type | (LL DAP + Glycine). Actuellement plusieurs techniques ont pris
naissance permettant ainsi une meilleure séparation a [I’instar du couplage

chromatographie/spectroscopie de masse (Nozawa et al., 2007)

e Les lipides :

Les lipides taxonomiquement important peuvent étre représentés par trois groupes : les
lipides polaires, les ménaquinones et les acides mycoliques. La diversité des phospholipides a
permis a (Lechevalier et al., 1977) de distinguer cing chimio types notés de Pl & PV et
caractérisés généralement par la présence d’un ou de deux phospholipides

caractéristiques.(annexe)

11-2-3 Critéres physiologigues et taxonomie numeérique

En plus des caractéres morphologiques, la détermination des especes se base
également sur les caractéres physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de
différents composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polyméres complexes etc.
D’autres tests interviennent parfois dans la détermination des especes, comme la résistance a
certains agents antimicrobiens et la tolérance a des conditions extrémes (température, pH,
salinité, etc.).

La taxonomie numérique est une méthode de classification développée a la fin des
années 1950 qui consiste a utiliser un grand nombre de caractéres physiologiques et
biochimiques, et permet de definir des pourcentages de similarité entre les organismes grace a

7
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I’utilisation de coefficients (de Jaccard, etc.). Plusieurs groupes ou « cluster » sont ainsi
formés suivant les ressemblances des souches définies par un indice de similarité (Sneath.,
1989).

11-2-4 Critéres moléculaires

> l’analyse des séquences de I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S
(ADNTr 16S)

> la détermination du pourcentage de guanine-cytosine (GC%)

> I’analyse des séquences des protéines ribosomiques I’hybridation ADN-ADN
(Stackebrandt., 1997 ; Ventura., 2007 )

I11- Importance des actinobacteries

I11-1- Importance écologique des actinobacteries

La fonction écologique principale des actinobacteries au sein des écosystémes est la
décomposition des substances organiques (Prescott et al., 2010), grace a leurs capacités de
produire une large gamme d’enzyme hydrolytique, comme les protéases, les nucléases, les
lipases ...etc. (Prakash et al., 2012), ainsi que les enzymes pour I’hydrolyse des sucres
complexes comme : la cellulose, hémicellulose et certaines d'entre eux attaquent méme la

carapace chitineuse des cadavres d'insectes (Maier et al., 2009).

Au niveau de la rhizosphere, les actinobacteries forment des relations symbiotiques
avec les racines des plantes, en contribuant a la promotion de leurs croissances par des effets
directs (Barreto et al., 2008) comprennent la solubilisation du phosphore, la fixation d'azote
atmosphérique, la production de phytohormones, (EI-Mehalawy et al., 2004), et des effets
indirects qui peuvent étre dus au contr6le des agents pathogénes par la production des
métabolites secondaires, tel que les antibiotiques (Barreto et al., 2008), ou par la compétition
nutritionnelle vis-a-vis de ces agents, comme par exemple la synthese des sidérophores, qui
sont des chélateurs du fer (tableau I1) (Getha et al., 2005).

I11-2- L’importance en domaine Médicale et vétérinaire
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Les Streptomyces produisent 70 a 80% des substances bioactives naturelles connues
a application pharmaceutique ou agrochimique (Berdy., 2005 ; Manteca et al., 2008).
Continuellement de nouveaux métabolites a différentes activitées biologiques sont isolées de
souches Streptomyces (Getha et al., 2005 ; Kang et al., 2010).

Le premier et le plus important métabolites produit des Streptomyces est les
antibiotiques (Watve et al., 2001).

De plus, Streptomyces 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), antivirale
(tunicamycine), antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive (rapamycine), antitumorale
(actinomycine, mitomycine C, anthracyclines), inhibiteur d’enzyme (acide clavulanique)
(Demain., 2000). En particulier, ce genre est remarquable pour le nombre et la diversité

chimique des antibiotiques qu’il produit (Watve et al., 2001).

111-3- I’'importance En biotechnologie

Plusieurs sociétés de biotechnologie comme Diversa, Cubiste et Protéus, ainsi que
des établissements universitaires travaillent actuellement sur de nouvelles stratégies pour les
applications pharmaceutiques de nouveaux composés produits par les microorganismes
marins et extrémophiles dont les actinobacteries. Plusieurs antibiotiques produits par les
actinobacteries marins ont été rapportés (Maskey et al., 2003 ; Mahyudin et al., 2012).

Les actinobacteries représentent une grande proportion de la biomasse microbienne
du sol. lls ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives de haute

valeur commerciale entre autres des antibiotiques

111-4- Importance en agronomie

Les actinobacteries sont des microorganismes qu’on rencontre sur tous les substrats
naturels courants, et en particulier le sol (Lacey., 1973 ; Williams et al., 1984). Dans le sol,
de nombreuses actinobacteries sont saprophytes et participent a la dégradation de la matiére

organique et a la formation de I’humus, tout comme les champignons.

1V- Le genre Streptomyces
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Streptomyces est une bactérie mycélienne caractérisée par un cycle de
développement complexe (Manteca et Sanchez., 2010).

IV-1-Le cycle de développement des actinobacteries

(Exemple type : Streptomyces sp)

Tout comme les eucaryotes pluricellulaires, les actinobacteries possédent un cycle de
vie complexe (Figure 1), qui est le résultat de trois processus physiologiques majeurs : la
croissance végétative, la différenciation et la sénescence cellulaire puis la mort (Danilenko et
al., 2005).

Il debute par la germination d’une spore, processus qui nécessite la présence des
ions de calcium, cette germination donne naissance a un mycélium primaire formé d’hyphes
qui se ramifie et non fragmenté et se développent par croissance apicale (O'Gara et al.,
2008). Le développement du mycélium du substrat vers la partie superficielle donne le
mycélium aérien, les extrémités des hyphes aériens se différencient pour former des spores
asexuées a paroi fine appelées conidies ou conidiospores, qui sont des agents de
dissémination. (Kim et al., 2004 ; Smaoui., 2010).

spore bbre germmation sporale nrcelmm du substrat

a —F o —> W —> Emmmr

10 heures 12 heures 30 heures

N N
Production du fictenr A °m\,\)\

4210 jours 2 jowrs Production de Sm

Figure 01 : Cycle de développement de Streptomyces sp (Horinouchi, 2002).

Les Streptomyces produisent 70 a 80% des substances bioactives naturelles connues
a application pharmaceutique ou agrochimique (Berdy., 2005 ; Manteca et al., 2008).
Continuellement de nouveaux métabolites a différentes activitées biologiques sont isolées de

souches Streptomyces (Getha et al., 2005 ; Kang et al., 2010).
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Le premier et le plus important métabolites produit des Streptomyces est les
antibiotiques (Watve et al., 2001).

De plus, Streptomyces 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), antivirale
(tunicamycine), antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive (rapamycine), antitumorale
(actinomycine, mitomycine C, anthracyclines), inhibiteur d’enzyme (acide clavulanique)
(Demain., 2000). En particulier, ce genre est remarquable pour le nombre et la diversité

chimique des antibiotiques qu’il produit (Watve et al., 2001).
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CHAPITRE 11 MATERIELS ET METHODES

I- Matériel biologiques

Les souches d’actinobacteries sélectionnées proviennent de la collection du
Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA), de I’université de Bejaia (fournis par Mr :
Messis A). Elles ont été isolées a partir de 6 ecosystemes dans les régions de (Boulimat a

bejaia) et Tikjda a Bouira. Le prélevement a été effectué en 2012, sur le milieu williams.

Les souches isolées (actinobacteries) ont été purifiées et conserver sur le milieu

Williams (Williams Kuster 1964) a 4°C en vue d’études ultérieurs.

I-1- La Revivification de souches testées (Actinobacteries)

La revivification a éte faite aprés plusieurs repiquages successifs sur le milieu

Williams suivis d’une incubation a 28°C pendant 10 jours.

1-2- Germes cibles

Des champignons filamenteux ainsi des bactéries a Gram positifs et négatifs ont été
utilisés comme germes cibles pour tester [I’activité antimicrobienne des  isolats

actinobacteries (germe testé) (Tableau 3)

Tableau Il : Les germes cibles utilisés pour tester I’activité antimicrobienne des

actinobacteries.

Champignons Bacteries

Bacillus subtilis
Aspergillus niger Gram+
Enterococcus faecalis

Aspergillus flavus Klebsiella pneumoniae
Botrytis cinerea Gram-
Echirichia coli
Mucor sp
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I-3- Isolats a tester

Nous avons  testé I’activité antifongique et antibactérienne des 3 isolats
d’actinobacteries (Tableau 1V)

Tableau 1V : Souches d’actinobacteries testées pour I’étude antimicrobienne.

Souches Aspect macroscopique sur le milieu Williams
Streptomyces
sp PAD10 Blanche +++
Micrococcus Beige
sp PBD25 créme I
Streptomyces Blanche A
sp PB

+++ : Une bonne croissance (sporulation).

I1-Mise en évidence de I’activité antibactérienne

I1-1- La standardisation des inocula

La standardisation des germes cibles a été réalisée en utilisant la méthode des suspensions
dilutions corrélée a la mesure de la densité optique. Aprés un baliage au spectrophotométre,
une longueur d’onde maximale a été fixée a 600 nm une DO allant de 0,47 a 0,5 de la
solution mere pour les champignons et 628 nm une DO de 0,13 a 0,18 de la solution meére
pour les bactéries au spectrophotomeétre (Shimadzu UVmini. 1240).
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L’activité antibactérienne des isolats actinobacteries a été réalisé en suivant deux méthodes :

= Méthode des cylindres d’agar (Patel et Brown, 1969)

L’activité antibactérienne des isolats a été évaluée par la méthode des cylindres
d’agar sur le milieu Muller Hinton.

Cette méthode consiste a ensemencer les souches a tester sur milieu Williams est
incuber pendant 10 jours & 28°C. Apres incubation, des cylindres d’agar de 6 mm de diamétre
sont découpés stérilement a I’aide d’un emporte-piéce a partir de ce milieu et déposes a la
surface d’une boite contenant le milieu Muller Hinton (MH) préalablement ensemencé par
tous les germes cibles.

Les boites ensemencées sont maintenues a 4°C pendant 2h avant d’étre incubées
pour permettre la diffusion des substances actives tout en empéchant momentanément la
croissance des microorganismes cibles. Les zones d’inhibition ont été mesurées apres 24h
d’incubation a 37°C pour les bactéries. La Figure 2 illustre les étapes de la méthode.

@) I

Milieu M2 (williams et Kuster)

(1) Le germe testé (actinobacteries) ensemencé sur le milieu M2 - incubation 10jour a 28°C

Germe cible

2 ) e——  oylindredagar 3)
D ‘/( 10'UFC/ml
m O

Milieu M2 (williams et Kuster) Milieu Muller Hinton

(2)(3) découpage des cylindres d’agar de 6 mm de diamétre et dépot sur milieu Muller Hinton préalablement
ensemencé par le germe cible

Milieu Muller Hinton
(4) Apres 24/28h on mesure les diamétres d’inhibition en (mm)

Figure 02 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode des cylindres
d’agar.
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= Meéthode de stries croisées (Rothrock et Gottlieb, 1981)

L activite antibactérienne des isolats actinobacteries a été mise en évidence par la
méthode de stries croisées sur milieu Williams. Les souches testées ont été ensemencées en
un seul trait a la surface du milieu puis incubées a 28°C pendant 10 jours. Une culture jeune
des germes cibles ont été ensemencés perpendiculairement au strie longitudinale de la souche
d’actinobacteries, Les boites ont été incubées a 37°C en fonction de la température de
croissances des germes cibles pendant 24h a 48h, la lecture des résultats s’effectue en
mesurant la distance (zone d‘inhibition) entre les bordures de la souche cible et la souche test

(actinobacteries) (figure 3).

(1) Ensemencement actinobacteries
(Souche testé) en strie transversal
et incubation 10 jrs a 28°C.

(2) Ensemencement des germes
cibles (Bactéries).

Incubation 24hia 37°C
4

one d’inhibition

(3) Mesure des zones d’inhibition apres 24h d’incubation & 37°C

Figure 03 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode de stries croisées.
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I11- Mise en évidence de I’activité antifongique

= | a méthode des cylindres d’agar

L’activité antifongique des isolats d’actinobacteries purifiés, a été testée contre
4 champignons pathogénes et phytopathogenes selon la méthode des cylindres d’agar, aprés
ensemencement (en stries serrés) et incubation a 28°C pendant 10 jours des souches
d’actinobacteries a tester, des cylindres d’agar de 6 mm de diamétre ont été découpés avec un
emporte-piece stérile puis déposés sur le milieux favorable a la croissance des différents
germes cibles (milieu PDA). Les boites ensemencées ont été maintenues a 4 °C pendant 2
heures pour la diffusion des métabolites antimicrobiens. Aprées incubation a 25°C pendant
24h /48h heures, les zones ont été mesurées (en millimetre). Cette opération a été répétée deux

fois pour chaque actinobacteries. (Figure 02).

= Méthode de confrontation directe

Pour mettre en évidence I’activité antifongique des isolats d’actinobacteries sur la
croissance mycéliens des champignons (Tableau I11) sur le milieu PDA. Les germes cibles
(champignons) ont été ensemencés sur le milieu PDA puis incubé a 25°C pendant 3 jours, 3
cylindres d’agar de 6 mm de diameétre du germe cible ont été découpés et déposeés a la surface
d’une boite pétrie contenant le milieu PDA et I’incubé 72h & 25°C. un implant mycélien de 6
mm de diameétre a été déposé sur une nouvelle boite de pétri contenant le milieu PDA, en
parallele un disque de 6 mm du milieu Williams préalablement ensemencé par le germe testé
(actinobacteries) également a été découpé et déposé sur le méme milieu que le cylindre d’agar

du germe cible et I’incubé pendant 5 jours & 25°C (Figure 4).
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E j EEEee——)> | 7O I

PDA/germe cible Incubation 3 jrs a 25°C 1) =

(1) découpage d’un cylindre d’agar de 6mm de diamétre et le déposé sur me milieu PDA et incubation 72h & 25°C

%%@) l
N T e

Milieu PDA

(2) découpage de 3 cylindres d’agar des extrémités (culture jeune) et les déposé sur le milieu PDA aprés

incubation 72h/25°C. germe testé

(Actinobacteries) 4)
s
r[ Milieu PDA

B

(®) l l
=
“_:# Tjrs 2 25°C ‘/8——8\’

Milieu PDA Milieu PDA

@)

~Milieu M2

Zone d’inhibition
B

(3) Découpage d’un cylindre d’agar de 6mm du germe testé (actinobacteries) aprés 10jr d’incubation a 28°C.

(4) =(2) = le but c’est pour avoir une culture pure et jeune.

(5) On adépose le cylindre d’actinobacterie (germe a tester) de c6té et le disque du germe cible a I’autre coté et aprés
incubation 7jours a 25°C on a mesuré la zone d’inhibition en (mm).

Figure 04 : Mise en évidence de I’activité antifongique des isolats d’actinobacteries par
la méthode des cylindres d’agar.
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» Méthode de stries croisées

L activité antifongique des souches d’actinobacteries a été évaluée par la méthode de
stries croisées sur milieu Williams. Les souches testées ont été ensemencées en un seul trait a
la Surface du milieu solide puis incubées a 28°C pendant 10 jours. Les germes cibles ont été
ensemencés perpendiculairement a la strie longitudinale de la souche d’actinobacteries, les
boites ont été incubées a 25°C pendant 48h. (Figure 05).

zones d’inhibitions

La souche testée
(Actinobacteries)

incubation

Germes cibles 24h/48h a 37°C

Milieu M2 Milieu M2

Figure 05 : Mise en évidence de I’activité antifongique sur milieu M2 modifié par la
Méthode des stries croisées.
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CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSION

I- Mise en évidence de I’activité antimicrobienne

3 isolats d’actinobacteries (Streptomyces sp PB, Streptomyces sp P4D10,
Micrococcus sp PsDo2s) ont été utilises pour évaluer leur activité antimicrobienne vis-a-vis
des microorganismes, (2 bactéries Gram-; 2 Gram+, et 4 champignons filamenteux). Les
bactéries ont été choisies sur la base de leur pouvoir pathogene pour I’homme, (K.
pneumoniae, E. coli, E. faecalis et B. subtilis), et des champignons phytopathogénes (B.
cinerea, A. flavus, A. niger, Mucor sp.).

Les résultats ont été obtenus aprés incubation a 37°C pendant 24h pour les bactéries, et
a 25°C pendant 48h a5 jours pour les champignons.

I1- Mise en évidence de I’activité antibactérienne

11-1- Méthode des cylindres d’agar

Les isolats testés ont montré une activité variable antibactérienne vis-a-vis des germes

cibles utilisés. (Figure 06).

d c d c d
Steptomyces sp PB Streptomyces sp P4D10 Micrococcus sp PBD25
a : E. feacalis
b : B. subtilis.
c : E.coli.

d : K. pneumoniae.

Figure 06 : Activité antibactérienne des isolats (Streptomyces sp PB, Streptomyces sp P4D10, Micrococcus
sp PBD25).
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L’isolat Streptomyces sp PB a présenté un effet antibactérien important K. pneumoniae
et E. faecalis avec des zones d’inhibitions de 18 mm et 15 mm respectivement et une activité
antibactérienne

particulierement faible

L. .t 20 - m Streptomyces spPb
vis-a-vis B. subtilis et E. PROMYCEs sp
coli. (Figure 07).
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E. faecalis B. subtilis E. coli K. pneumoniae
les bacteries cibles

Figure 07 : Activité antibactérienne de I’isolat Streptomyces sp PB.

L’isolat Streptomyces sp P4D10 présente également une forte activité antagoniste vis-
a-vis des bactéries a Gram- avec les diametres des zones d’inhibition variant entre 15 mm
pour E. coli et 12 mm pour K .pneumoniae par contre un effet moyen pour E. faecalis et
aucun effet remarquable n’a été enregistré pour B. subtilis dont les zone d’inhibition ont été
de 10 mm et 7 mm respectivement (Figure 08).
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20 - m Streptomyces sp P4D10
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£ 15
2
8
S 10 -
<
=
-]
8
§ } I
O T T T 1
E. faecalis B. subtilis E. coli K. pneumoniae
les bacteries cibles

Figure 08 : Activité antibactérienne de I’isolat Streptomyces sp P4D10.

L’isolat Micrococcus sp PBD25 a montré une faible activité antagoniste contre B.
subtilis et K. pneumoniae dont les zones d’inhibitions ne depassent pas les 10 mm, mais une
activité antagoniste bonne & moyenne contre E. faecalis ou la zone d’inhibition atteint 13 mm
et E. coli qui ne dépasse pas 11 mm (Figure 09).

20 - m Micrococcus sp PbD25

zones d'inhibitions (mm)
= =
o (6]
1 1

(6]
1

Enteroccocus sp B. subtilis E. coli K. pneumoniae
les bacteries cibles

Figure 09: Activité antibactérienne de I’isolat Micorcoccus sp PBD25.
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11-2- Méthodes de stries croisées

Tous les isolats d’actinobacteries ont montré un antagonisme remarquable contre les
bactéries a Gram négatifs, (K. pneumoniae, E. coli), par contre aucun effet remarquable contre
les Gram positifs (B. subtilis, E. faecalis), cette méthode nous a plus au moins confirmé les
résultats de la méthode des cylindres d’agar. (Tableau V).

Tableau V : Teste des stries croisées isolats d’actinobacteries

Résultat de la méthode de

) ., rmes cibl ilisé
stries croisées Germes cibles utilise

Souche testé

——eE. faecalis
4+ L’isolat Streptomyces sp PB

——e K. pneumoniae

e B. subtilis
—e E. coli

4+ L’isolat Streptomyces sp

P4D10 —e E. faecalis

= K. pneumoniae

——e B. subtilis
|_—e E. coli

4 L’isolat Micrococcus sp
PbD25

—e E. faecalis
| —eK. pneumoniae
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111- Mise en évidence de I’activité antifongigue

111-1- Méthode des cylindres d’agar

Les actinobacteries testés dans cette étude ont montré un potentiel antifongique vis-a-vis des

champignons testés (figure 10)

Streptomyces sp PB Micrococcus sp PBD25 Streptomyces sp P4D10

A. niger
Mucor sp
B. cinerea
A. flavus.

o0 oo

Figure 10 : Activité antifongique des isolats (Streptomyces sp Pb, Streptomyces sp
P4D10, Micrococcus sp PbD25) par la méthode des cylindres d’agar.

L’isolat Streptomyces sp PB a présenté une activité antifongique envers tous les
champignons, notamment une activité plus remarquable sur A. niger avec une zone
d’inhibition de 23 mm et des activités variables vis-a-vis Mucor sp, A. flavus, B. cinerea qui

se présente comme suite : 19 mm ; 17 mm ; 18 mm respectivement (figure 11).
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30 - m Streptomyces spPb
25 ~
520 |
2
=
£ 15 ~
©
g
9 10 A
5 -
0 T T T 1
B. cinerea A. flavus A. niger Mucor sp
les champignons cibles

Figure 11 : Activité antifongique de I’isolat Streptomyces sp PB.

I’isolat Micrococcus sp PBD25 présente également une activité antifongique
remarquable vis-a-vis tous les champignons ou le diameétre des zones d’inhibition pour B.
cinerea; Mucor sp; A. niger, A. flavus atteints: 26.5 mm; 18 mm; 16 mmet 12 mm

respectivement (figure 12).
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B. cinerea A. flavus A. niger Mucor sp
les champignons cibles

Figure 12 : Activité antifongique de I’isolat Micrococcus sp PbD25.
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Le résultat obtenu pour I’isolat Streptomyces sp P4D10 affirme une activité antifongique vis-
a-vis de tous les germes cibles, clairement remarquable pour B. cinerea avec une zone

d’inhibition de 25 mm; et 14.5 mm pour A. flavus ; 13 mm pour A. nigeret 11.5 mm pour

Mucor sp (figure 13).
30 m Streptomyces sp P4D10
25 -
520 -
£
=
£ 15 A
©
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2 10 A
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O T T T
B. cinerea A. flavus A. niger Mucor sp
les champignons cibles

Figure 13 : Activité antifongique de I’isolat Streptomyces sp P4D10.

+ La méthode de confrontation directe

La méthode de confrontation directe a montré une activité antifongique des isolats
d’actinobacteries vis-a-vis les 4 champignons avec des variations d’une espéce a une autre.
(Annexe)

111-2- Méthode de striées croisés

Tous les isolats d’actinobacteries ont montré un antagonisme remarquable contre les
champignons, cette méthode nous a confirmé les résultats de la méthode des cylindres d’agar
et de la méthode de confrontation directe (Tableau VI).
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Tableau VI : Test des stries croisées des isolats d’actinobacteries

Résultat de la méthode de

Souche testé stries croisges Germes cibles utilisé
e B. cinerea
——e  Mucor sp
#+ L’isolat Streptomyces s A flavus
sp PB ,

——e A niger

——e B. cinerea
——e A. flavus

+ L’isolat Streptomyces
sp P4D10

e A, niger

——e Mucor sp

+ L’isolat Micrococcus
sp PBD25

_____eB. cinerea
——e A flavus
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DISCUSSION

Ce travail a été consacré sur I’évaluation de I’activité antimicrobienne des trois isolats
d’actinobacteries préalablement caractérisées dans les travaux de recherche du laboratoire de
microbiologie appliquée, universite de Bejaia

L activité antimicrobienne a été mise en évidence par les testes des cylindres d’agar et
les stries croisées.

Les trois isolats présentent une activité antibactérienne et antifongique trés variables
selon I’isolat d’actinobacteries et selon le germe cible utilisé.

L activité antibactérienne la plus importante est enregistré avec I’isolat Streptomyces
sp PB contre la bactérie a Gram négatif K. pneumoniae ou la zone d’inhibition a été de 18
mm, autrefois aucun des isolats n’a présenté d’activité vis-a-vis la bactérie a Gram négatif B.
subtilis, mais seule I’isolat Streptomyces sp PBD25 a pu marquer une activité contre la
bactérie a Gram positif E. faecalis (13 mm). De plus, les trois isolats ont marqué une bonne
activité antifongique vis-a-vis des champignons testés.

L activité antifongique a été relevée pour I’isolat Micrococcus sp PBD25 notamment
contre B. cinerea (26,5 mm) et la méme valeur presque a été enregistré par I’isolat
Streptomyces sp P4D10 (25 mm), contrairement a I’isolat Streptomyces sp PB a été marqué
une forte activité antifungique vis-a-vis A. niger et une faible activité antifungique contre
B.cinerea dont les zone d’inhibition sont de (22 mm ; 17 mm) respectivement. Des résultats
similaires ont été rapportés par Loucif (2011) que d’une part, I’activité antibactérienne
differe d’une souche actinobacteries a I’autre, et d’autre part, pour la méme souche
d’actinobacteries.

Selon Srivibool et Sukchotiratana, (2006), qui ont obtenu des résultats comparables,
expliquerent que I’absence d’activité antibactérienne ou antifongique ne signifie pas
forcement que la substance est absente 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. Boughachiche et al. (2005) et Boudemagh et al. (2005), expliquent
que les variations des zones d’inhibition sont dues au fait qu’une souche d’actinobacteries
peut produire plusieurs molécules antimicrobiennes (différents spectres d'action) dont la
nature dépend de la composition du milieu de culture. En outre, les résultats de ce travail
montrent aussi que I’activité antimicrobienne des isolats d’actinobacteries testées dépend de la
méthode utilisée (Lemriss., 2003). Ainsi, nos résultats montrent aussi une différence en

fonction de la méthode utilisée. 1l s’est révélé que par rapport a la méthode des stries croisées,
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la méthode des cylindres d’agar se préte mieux a la détermination de la sensibilité des souches
microbiennes aux isolats d’actinobacteries testées.

28



CONCLUSION Générale et
perspective



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les actinobacteries sont des microorganismes d’intéréts industriels par excellence. Ces
microorganismes sont les plus recherchés pour leur capacité de produire beaucoup de
métabolites secondaires. Le présent travail, a été consacré a I’évaluation de I’activité
antimicrobienne de trois isolats d’actinobacteries isolés de deux régions différentes Boulimat
(Béjaia) et Tikjda (Bouira) par I’équipe de Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) de
I’Université Abderrahmane Mira de Bejaia. A savoir : Streptomyces sp Pb, Streptomyces sp
P4D10 et Micrococcus sp PbD25 vis-a-vis des microorganismes cibles : A. Niger, A. flavus,
Mucor sp, B. cinerea, E.feacalis, K.pneumonie, E.coli, B.subtilis.).

L’activité antifongique a montré un potentiel important pour les deux isolats
Streptomyces sp P4D10 et Micrococcus sp PbD25 vis-a-vis B.cinerea et une activité plus au
moins faible pour les autres champignons cibles. L’activité antibactérienne a montré des
activites surtout sur les bactéries a Gram positifs que sur les bactéries a Gram négatifs et cela
pour les deux isolats Micrococcus sp PBD25, streptomyces sp P4D10

Finalement, I’activité antimicrobienne de ces isolats difféere entre les germes cibles
utilisés et d’un isolat d’actinobacteries a un autre.

Il serait intéressant d’aborder les points suivants dans I’avenir afin d’affiner ce présent

travail :

e Caractérisation des molécules actives des actinobacteries testées,
e Compléter I’identification moléculaire des actinobacteries testées,

e Elargir le nombre des germes cibles (bactérien et fongique),
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ANNEXES

Tableau : Principaux criteres utilisés pour la taxonomie des actinomycetes

Criteres taxonomiques

Références

Critéres
morphologiques et
fonctionnels

Hyphes : présence,
abondance et

disposition des hyphes du

mycélium

végétatif ou du mycélium

aérien

Spores : nombre, mobilité,
forme,

position sur les hyphes

Présence de sporanges

Présence de sclérotes ou de

Schofieled et Schaal,
(1981); Demain et
Solomon (1985

Production d’antibiotiques
Tests biochimiques :
Réduction du nitrate
Hydrolyse de I’urée
Hydrolyse de I’acide

hyppurique
Synthése de mélanine
(Streptomyces)

synnématas
Reésistance des spores a la
chaleur
Résistance aux traitements
acides
Critéres Composition du Stanek et Roberts
Chimio taxonomiques peptidoglycane (1974) ; Lechevalier et
Composition en sucres al, (1977) ; Lechevalier
cellulaires et Lechevalier (1985);
Composition Larpent et Sanglier
phospholipidique des (1989)
membranes Criteres génomiques
%GC

Critéres génomiques

%GC de I’ADN
Digestions de I’ADN et
analyse par
électrophorese en champ
pulsé
(DGGE)

Séquence de I’ADNr 16S

(Stackebrandt, 1997;
Ventura, 2007 ; Zhi,
2009).
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Tableau : Chimio types de parois (Larpent, 2000).

Type Genres

Type | : LL- DAP, Streptomyces, Streptoverticillium, Nocardioides,

Glycine Intrasporangium, Kineosporia, Sporichthya, Arachnia,
Pimelobacter

Type Il : méso DAP, Micromonospora, Glycomyces, Actinoplanétes

Glycine, arabinose (Actinoplane Ampullariella, Catellatospora,
Dactylosporangium, Pilimelia)

Type 111 : méso DAP, Thermomonospora, Spirillospora, Thermoactinomyces,

Galactose Nocardiopsis, Streptosporangium, Geodermatophilus,
Microtetraspora, Brevibacterium, Dermatophilus,
Frankia,

Maduromycetes (Actinomadura, Microbispora,
Microtetraspora, Planobispora, Planomonospora,
Streptosporangium)

Saccharothrix, Streptoalloteichus, Nocardia,
Corynebacterium, Mycobacterium, Actinobispora,
Caseobacter, Rhodococcus

Type IV : méso DAP, Kibdelosporangium, Actinopolyspora, Amycolata,

Arabinose, Galactose Amycolatopsis, Saccharopolyspora, Kibdelosporangium,
Pseudonocardia, Saccharomonospora.

Type V : Lysine, Ornithine Actinomyces israelii

Type VI : Lysine, Acide Actinomyces bovis, Microbacterium, Oerskovia,

aspartique Promicromonospora, Arcanobacterium

Type VII : DAB Agromyces, Clavibacter

Glycine, Lysine (+/-)

Type VIII : Ornithine Aureobacterium, Curtobacterium, Cellulomonas

DAP : acide diaminopimélique DAB : aide diaminobutyrique

Tableau : Types de phospholipides rencontrés chez les actinomycétes
(Lechevalier et al. 1977)

PE PC PG P Glycérol | Exemples de genres

type de

PL

Pl - - - % Actinomadura
Nocardioides

Pll + - - - Streptomyces, Nocardia
Amycolatopsis, Kutzernia
Saccharothrix

PHI - + - \/ Nocardiopsis, Pseudonocardia
Saccharopolyspora

PIV + - + - Streptosporangium,
Planomonospora, Planobispora,
Micrtetraspora, Nonomuraea

PV - - + + Oerskovia,
PromicromonosporaCellulomonas
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Composition des milieux de culture :

Williams and Kuster (M2) :

10 g.L-1 Amidon soluble
0.3 g.L-1 caséine

2 g.L-1 KNO3

2g.L-1 NaCl

2 g.L-1 K2HPO4

0.05 g.L-1 MgSO4.7H20
0.02 g.L-1 CaCO3

0.01 g.L-1 FeSO4.7H20
1 g.L-1 glucose

15 g.L-1 agar

PH 7.2

Figure: Activité antifongique des souches (Streptomyces sp Pb, Micrococcus
sp PbD25, Streptomyces sp P4D10) par la méthode de confrontation directe
Vis-a-Vvis :

a): A. niger ; b): B. cinerea ; c): A. flavus d): Mucor sp

Streptomyces sp Pb Micrococcus sp PbhD25 Streptomyces sp P4D10




Résumé

Cette étude a pour objectif principal la mise en évidence de I’activité antimicrobienne par la
méthode des cylindres (Streptomyces sp Pb, Streptomyc sp P4D10 et Micrococcussp PbD25)
collectés dans deux régions différentes. L’activité antibactérienne a été évaluée sur le milieu
Muller Hinton vis-a-vis de quatre bactéries (E. feacalis, K. pneumoniae, E. coli, B. subtilis) et
I’activité antifongique a éte realisée sur le milieu PDA envers quatre champignons (A. Niger, A.
flavus, Mucor sp, B. cinerea). Les trois actinobecteries testés ont montré des activités
antimicrobiennes variables envers des germes Cibles utilisés. L’activité antibactérienne la plus
importante a été enregistrée avec I’isolat Streptomyces sp PB contre la bactérie a Gram négatif K.
pneumonie. Aucun des isolats d’actinobacteries n’a présenté d’activité vis-a-vis la bactérie Gram
positif B. subtilis. Une bonne activité antifongique a été relevée pour I’isolat Micrococcus sp
PBD25 et Streptomyces sp P4D10 notamment contre B. cinerea. L’isolat Streptomyces sp PB qui a
marqué une forte activité antifungique vis-a-vis A. niger et une faible activité antifongique
contre B. cinerea. Les trois actinobacteries étudiées sont doté d’un potentiel antimicrobien
intéressant.

Mots clés : Actinobacteries, Streptomyces, Activité antibactérienne, Activité
Antifongique.

Abstract

The main objective of this study is to demonstrate antimicrobial activity by Method of agar
cylinders of three actinobacteria isolates (Streptomyces sp Pb, Streptomyces Sp P4D10 and
Micrococcussp PbD25) collected in two different regions. The activity Antibacterial was
evaluated on Muller Hinton medium against four bacteria (E. Feacalis, K. pneumoniae, E. coli,
B. subtilis) and the antifungal activity was carried out on the medium PDA to four fungi (A.
Niger, A. flavus, Mucor sp, B. cinerea). The three Actinobecteries tested showed variable
antimicrobial activities towards germs Targets used. The most important antibacterial activity
was recorded with the isolate Streptomyces sp PB against gram negative bacteria K. pneumoniae.
None of the isolates of actinobacteria showed no activity against Gram-positive B. subtilis
bacteria. A good Antifungal activity was observed for the isolate Micrococcus sp PBD25 and
Streptomyces sp P4D10 Especially against B. cinerea. The Streptomyces sp PB isolate, which had a
strong activity Antifungic activity against A. niger and low antifungal activity against B. cinerea.
The three Actinobacteria studied have an interesting antimicrobial potential.

Key words: Actinobacteria, Streptomyces, Antibacterial activity, Activity antifungal.
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