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Liste des abréviations

RCC : Répression Catabolique de Carbone
Czapecka : Czapeck avec I’amidon
Czapecks: Czapeck avec le saccharose
GC% : Pourcentage Guanine-Cytosine
GEM : Gausse Eau de Mer

MA : Mycélium aérien

MEM : Mincer Eau de Mer

MH : Mueller Hinton

MS : Mycélium de substrat

UFC/ml : Unité formant colonie par mililitre
Wo 20, : Williams avec 0,2% de NaCl

Wiy, : Williams avec 5% de NaCl
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I ntroduction

Si I"apparition des antibiotiques a représenté une nouvelle étape dans I’amélioration de
laqualité et ladurée de vie (Kitouni et al., 2005). En effet, les antibiotiques sont sans doute la
famille des médicaments la plus réussie afin d’améliorer la santé humaine, outre de cette
application fondamentale, les antibiotiques ont été utilisés pour prévenir et traiter les maladies
infectieuses des animaux et des plantes ains que pour la promotion de la croissance dans
I’ élevage (Martinez, 2009).

Cependant, leur utilisation massive a conduit a I’ apparition des bactéries résistantes
aux substances antimicrobiennes qui sont une préoccupation majeure en microbiologie
clinique et la recherche sur la résistance des bactéries a ces substances au cours des cinquante
derniéres années a été principalement axée sur les bactéries pathogénes (Tamara Garcia et al.,
2013). La recherche des nouveaux antibiotiques ou de nouvelles souches produisant des
antibiotiques continuent d ére d’'une trés grande importance dans les programmes de
recherche mondiae (Oskay, 2011).

Les actinomycetes représentent | une des bactéries les plus étudiées et exploitées pour
leur capacité a produire un large éventail de métabolites biologiquement actifs, en particulier,
le genre Streptomyces qui est le plus dominant, ¢’ est la source principale des antibiotiques
disponibles dans le marché (75 %-80 %). En effet, des efforts importants ont été portés pour
I"isolement de nouveaux actinomycetes provenant des sources terrestres par le dépistage des
nouvelles molécules au cours des cinquante dernieres années. Récemment, la vitesse de
découverte de ces composés produlits par ces microorganismes adiminué, alors que le taux de
ré-isolement de molécule connue a augmenté, ains il est essentiel d'isoler de nouveaux
groupes d’ actinomycete d habitat inexplorés ou non exploités en tant que source de nouveaux
métabolites secondaires comme les environnements marins qui sont extrémement différentes
de celles terrestres. 1l est supposé que les actinomycétes marins ont des caractéristiques
différentes de celles de leurs homologues terrestres et par conségquent, pourraient produire

différents types de composes bioactifs (Balgji et al., 2011).

La production des antibiotiques est influencée par divers facteurs
environnementaux, y compris les é éments nuitritifs (source de carbone, d' azote et phosphore),
les conditions de cultures (T°, pH, taux d oxygéne et la lumiére) et le taux de croissance, en
outre la production des métabolites secondaires par les actinomycetes différe qualitativement

et quantitativement en fonction de la souche utilisée (Oskay, 2011), par conséquence,
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I’ optimisation du milieu de culture est trés importante. Cependant, les procédés classiques de
cette optimisation (une variable alafois) ont été utilisés plus souvent que d’ autres, mais ces
derniers sont lents et souvent ne parvient pas a identifier I’ optimum des facteurs parce que les
interactions entre les différents facteurs sont négligées, pour cela des méthodes statistiques
ont été utilisées (Baoxin et al., 2011).

Dans notre étude, un plan d' expériences de Plackett et Burman a été appliqué pour
déterminer les facteurs les plus influencant sur la production d’ antibiotiques et la maniere de

leur influence et pour réduire le nombre d’ expériences aréaliser.

Notre travail se divise en deux parties:

La premiere (bibliographique) concerne: les généralités, I'écologie et la systématique des
actinomyceétes. Ainsi qu'un apercu sur les antibiotiques et d’ autres métabolites secondaires

synthétisés par |es actinomyceétes.
La deuxieme partie (expérimental€) concerne :
v Lasélection des souches productrices d’ antibiotiques sur les différents milieux.
v" Mise en évidence de I’ activité antibiotique des souches sél ectionnées sur les différents
milieux ;
v' Et une modélisation de I’ activité antibiotique par le bais d’ un plan d’ expériences de

Plackett et Burman en vue déterminer les paramétres les plus influents sur cette
derniére.



Chapitre 1
Synthese bibliographiqué
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. Lesactinomycetes: généralités, écologie et taxonomie
1. Généralités

Les actinomycetes sont des bactéries généralement filamenteuses a Gram positif
caractérisées par un ADN riche en G+C (guaninet+cytosine supérieur a 55%), généralement
compris entre 60 et 75% (Ensign, 1979; Larpent et Sanglier, 1989 ; Chun et al., 1997 ; Reyma
et Vijayakumar, 2008).

L es actinomyceétes se situent dans |’ ordre des Actinomycétales (Maria et Sebald, 1990),
qui comprend des genres d une grande variabilité morphologique, alant de la forme cocci
(Micrococcus) a un cycle batonnet-cocci (Arthorobacter) en passant par ceux formant des
hyphes qui se fragmentent (Nocardia, Rhodococcus) et ceux qui possédent un mycélium
persistant et bien différencié (Sreptomyces, Actinomadura, Micromonospora, etc.) (Lacey,
1973; Athalye et al., 1981; Goodfellow et Williams, 1983; Lacey, 1997; Oskay et al., 2004;
Mitali et al, 2006). Les formes évoluées possedent un mycélium du substrat (nourricier)
surmonté par un autre aérien sporulant (reproduction asexuées) (Lamari, 2006) avec un cycle
de vie complexe (Olano et al.,2009). Se sont les procaryotes les plus économiquement et

bi otechnol ogiquement intéressants (Houssam et al., 2011).

Les souches d actinomycetes peuvent étres anaérobies, aérobies ou méme micro-
aérophiles. Ce qui leur permet de survivre et se reproduire facilement dans toutes les
profondeurs de sols et de sédiments (Bandin et al., 2007). IIs sont bien connues comme des
bactéries saprophytes qui dégradent la matiere organique, en particulier les biopolymeres tel
que la lignocellulose, I’amidon et la chitine (Doumbou et al., 2002), mais quelques uns
provoguent des maladies pour I’Homme et |es animaux notamment des actinomycetomes, des

actinomycoses et des nocardioses (Goodfellow et al.,1993).

2. Habitat «écologie» des actinomycétes

D’ apres Waksman (1961), Ferdinand Cohn fut le premier a décrire un actinomycete en
1875 et en 1878, Harz nommé Actinomyces bovis, organisme parasite rencontré dans une

infection de laméachoire d' un bovin.

Les actinomycétes sont |le groupe de microorganismes le plus largement distribué dans
la nature, qui essentiellement habite le sol (Marilen et al., 2007), mais aussi dans les milieux
marins, ce qui suggere que les actinomycetes des sédiments marins sont une bonne source de

nouveaux composés bioactifs naturels (Kozue et al., 2008). Certains, ils peuvent étreisolés a
3
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partir des milieux acalins, acides, les écumes des boues actives et dans les échantillons de

selle provenant de diverses sources (Khannaet al. 2011).

Des actinomycetes thermophiles peuvent étre isolés a partir de nombreux
environnements comme les sources chaudes de soufre, les sols a chauffage solaire, les sites
des rejets des industries chaudes et les sols désertiques. En revanche, d' autres psychrophiles
sont isolés a partir des échantillons glaciaires et de nouveaux actinomycetes ont été isolés a
partir de la surface des galeries acides et riches en métaux lourds de zones minieres, des
rhizosphéres des plantes et des sols agricoles (Khanna et al., 2011). Le tableau | regroupe
guelques genres d’ actinomycetes par type d' habitat.

Tableau | : Répartition de quelques genres d’ actinomyceétes par type d’ habitat (d' aprés

Goodfellow et Williams, 1983)

Genre Habitat

Actinomadura Sal

Actinoplane Sol, Eau, Litiere

Frankia Nodules des racines

Microbiospora Sol

Micromonospora Sol, Eau

Rhodococcus Sol, Eau, Fumier, Litiere,
Saccharomonospora Sol, Eau, Litiere

Streptomyces Sol et Eau

Steptosporangium Matiére en décomposition et en fermentation

3. Taxonomie des actinomycetes

Les actinomycetes ont été longtemps rapprochés des champignons, par leur structure
mycélienne particuliere, et ce jusgu’a la découverte de leur structure cellulaire procaryote
ayant permis de les inclure définitivement parmi les bactéries. La classification des especes et
des genres des actinomycetales reste un sujet difficile parce qu elle est basee sur des critéres
extrémement différents (Baldacci, 1962). On peut distinguer les grandes lignes des quatre
périodes pendant lesguelles les critéres utilisés pour la classification de ces microorganismes

sont passeé par différents stades de dével oppement :
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» La premiére période: Avant 1960, la systématique était descriptive et basee sur les
caractéristiques macro et micromorphologiques (Pridham et al., 1958 ; Transer et al., 1961).
Ces critéres ont trouvé leur limite a partir du moment ou I’ ordre Actinomycetales commence

asédargir.

» Ladeuxieme période : Entre 1960 et 1970, elle se base sur la composition chimique
des parois cellulaires en acides aminés et des cellules entiéres en sucres (Becker et al., 1964 et
1965 ; Lechevalier et Lechevalier, 19704a), des lipides membranaires et pariétaux tel que les
acides mycoliques ( Mordarska et al., 1972 ; Minnikin et al .,1975 et Minnikin et al., 1977),
les phospholipides (Lechevalier et al., 1977 ; Minnikin et al., 1977 ), les ménaquinones
(Collins et Jones, 1981), et les acides gras (Grund et Kroppenstedt, 1990).

» Latroisieme période : Au début des années 70 puis une apogeée entre 1980 et 1990,
cette période est caractérisée par |I’avenement de la taxonomie numeérique assistée par |’ outil
informatique, dans le but de clarifier I'identification des espéces. Le principe consiste a traiter
avec un logiciel approprié les résultats de plusieurs dizaines des tests physiologiques et
biochimiques; ce qui permet d obtenir un dendrogramme montrant les pourcentages de
similitude entre les especes dont |a position taxonomique a été clarifiée plusieurs d’ entre elles
(Goodfellow 1971 ; Athalye et al., 1985 ; Goodfellow et al., 1990 ; Grund et Kroppentedt,
1990). En plus de ces caracteres, la sensibilité des actinomycetes aux acridophages et des
études immunologiques ont été également utilisées (Pranser, 1976 ; Williams et al., 1980 ;
Ridell, 1980 ; Wellington et Williams, 1981).

» La quatrieme période: Cette période a commencée a partir de 1980 et elle est
caractérisée par le recours a I|'outil moléculaire pour la détermination des parentes
phylogénétiques entre les actinomycetes a I’ échelle des espéces, des genres et méme des
familles composant |’ ordre des Actinomycetales (Stackebrandt et al., 1997 ; Lebeda et al,
2001).

Selon Bergey (1994), les actinomycétes étaient classés dans le Regne des Procaryotes,
la Division des Fermicutes, |a Classe des Thallobacteria et I’ Ordre des Actinomycetales. Dans
le Bergey's Mannual de 2004, la Classe des Thallobacteria a éé remplacée par

Actinobacteria.
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Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu'il figure dans le Bergey's Mannua
(2012), referme toujours une seule classe: Actinobacteria subdivisée en 5 sous classes, 6
ordres, 13 sous ordres (dont 10 appartiennent al’ ordre des Actinomycetales), 44 familles, 166
genres (dont 142 appartiennent a |I’ordre des Actinomycetales). (Goodfellow et al., in
Bergey’s Mannual, 2012).

I[I. Lesmétabolites secondaires des actinomycetes

Les métabolites secondaires ont également été appelés «idiolites» car ils sont formés au
cour de la idiophase (phase de production) de la culture. Ces métabolites spéciaux
habituellement possedent des structures chimiques complexes et ne sont pas essentiels pour la

croissance de I’ organisme producteur (Juan et Demain., 1980).

Les actinomyceétes jouent un role significatif dans le futur de la biotechnologie, en
raison de leur importance dans la production des antibiotiques, vitamines, enzymes, des
agents antitumoraux, des antiviraux (Doralice et al., 2004) et des antiparasites (Sheila et
al.,2010).

1. Lesantibiotiques

Le premier antibiotique découvert est la pénicilline par Alexander Fleming en 1929
(Pamela,1996 ; Gulay et al., 2013 et Hua Zhu et al., 2013), quand il a vu des zones
d’inhibition de la croissance bactérienne sur la gélose autour de contaminants fongiques. Un
effort massif de dépistage suivi et des milliers de composés antibiotiques ont été identifiés
(Pamela, 1996).

Les antibiotiques sont des métabolites secondaires synthétises a la fin de la phase
exponentielle (trophophase) et au début de la phase stationnaire (idiophase), leur production
n'est liée ni aux besoins de croissance ni aux besoins énergétiques des microorganismes
producteurs (Hua Zhu et al., 2013).

Les microorganismes filamenteux (mycetes et |es bactéries de |’ ordre Actinomycetal es)
sont la source principal e des métabolites secondaires dont environ 90% sont des antibiotiques

et deux tiers de ces derniers sont produits par le genre Streptomyces (Hua Zhu et al., 2013).

Les antibiotiques utilisés a I'heure actuelle peuvent étre classés selon plusieurs

critéres : spectre d’ action (qui peut étre large ou étroit) ; mode d action (agit sur la membrane
6
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plasmidique, paroi, génomes); type d'action (bactériostatique, fongistatique, bactéricide,

fongicide) et la structure chimique qui est la plus utilisée.

2. Les enzymes

Deux propriétés les plus significatives des actinomycetes sont leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de trés nombreux
meétabolites bioactifs, parmi lesquels les enzymes qui apres les antibiotiques sont les produits
les plus importants des actinomycétes (Lopes et al., 1999). A titre d'exemple: les
actinomycetes sont capables de produire des B-glucanases qui causent la lyse des parois
cellulaires dont la B-(1,6) glucanase qui est produite par plusieurs especes de Sreptomyces

inhibe la croissance de Phytophthora (Karine, 1997).

La chinase est une enzyme produite par Sreptomyces heteromorphus, elle a une activité
antifongique contre divers champignons pathogéenes (Seetha et al., 2013).

Les actinomycetes d’ origine marine présentent des activités enzymatiques trés variées et
sont capables de catalyser diverses réactions biochimiques grace a un arsena d enzymes qui
peuvent étre produit par ces microorganismes. Nous pouvons citer a titre d’ exemple les
amylases, cellulases-galactosidases et protéases. Ces bactéries sont aussi la source potentielle
de production des inhibiteurs d’ enzymes qui sont utilisés en pharmacologie (Sivakumar et al.,
2007).

3. Lespesticides et lesinsecticides

Se sont des substances chimiques utilisées dans I’ agriculture contre des ravages causés
par des microorganismes pathogénes ainsi que des insectes ayant induits beaucoup de pertes

économiques et agricoles dans le monde (Ghayur, 2000).

Les actinomycétes sont non seulement importants en raison de la production
d antibiotiques mais ils sont également employés en agriculture comme des agents
biologiques, qui peuvent étre utilisés pour tuer les insectes nuisibles et les mauvaises herbes.
A titred exemple:

e Spinosad produit par Saccharopolyspora spinosa.

e Herbimycine produit par Streptomyces hygroscapicus.
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e 2.4- Dihydro-4-(B-D-ribofuranosyl)-1, 2,4(3H)-triazol-3-one est un herbicide produit
par Actinomadura sp (Loucif, 2011).

L’ application de ces pesticides a non seulement causé la pollution environnementale,
I”accumulation des résidus des pesticides dans les plantes (donc les viandes et le lait) mais
aussi a induit un phénomene de résistance des parasites et des champignons a ces substances
(Ghayur, 2000).

4. Lesantitumoraux

La chimiothérapie est I’un des principaux traitements utilisés pour la lutte contre le
cancer. Un grand nombre des composés produits principalement par des microorganismes, en
particulier, les actinomycetes sont les producteurs d’un grand nombre des produits naturels
ayant des activités biologiques, y compris les propriétés antitumorales. Ces composes
appartiennent a plusieurs classes structurelles, telles que les macrolides, les peptides non

ribosomiques (Olano et al., 2009).

Les anthracyclines sont |e groupe important des antitumoraux et sept membre, dont la
daumorubicine et |a doxorubicine la daumorubicine et |a doxorubicine, se sont avérés étre

cliniquement important dans le traitement du cancer (Mukhtar et al., 2012).

[11. Influence des sources nutritionnelles et conditions de culture sur la

production des antibiotiques par les actinomycétes

La nature et la concentration de certains composés dans le milieu de culture ont un effet
éminent sur la production des antibiotiques (Gesheva et al.,2005) entre autre chez les
actinomycetes. Parmi les sources nutritionnelles, les sources de carbone, dazote et de
phosphate affectent fortement cette production. L’ épuisement de ces sources nutritionnelles
pourrait déclencher I'initiation de la synthése d antibiotique en permettant de lever la

régul ation négative exercée par ces nutriments (Martin et Demain ,1980).
1. Influence des sour ces car bonées sur la production des antibiotiques

La source de carbone telle que I’ amidon, le mais, e glucose, le saccharose et la mélasse
sont couramment utilisées en tant que substrat de croissance pour produire des enzymes, des
antibiotiques et d autres métabolites secondaires par fermentation. Cependant, la production
est souvent limitée en raison d’ un effet négatif exercé par la source de carbone. Ce mécanisme
de régulation est dit «répression catabolique de carbone(RCC)».
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La synthése de ces métabolites secondaires est généralement sensible a la RCC. Dans
les milieux contenant une source de carbone rapidement métabolisable ou source de carbone
lentement métabolisable, le premier est d’ abord utilisé pour produire des cellules mais peu ou
pas de métabolites secondaires qui sont formées apres |'épuisement des composés, le
deuxiéme est utilisé pour la production des métabolites (Sanchez et al., 2002).

2. Influence des sour ces azotées sur la production des antibiotiques

En général, les bonnes sources d’ azote sont I'ammoniac, la glutamine et |’ asparagine
tandis que la proline et I'urée sont qualifiés comme sources d' azotes pauvres. Afin de
sélectionner la meilleure source d’ azote dans la grande diversité des sources disponibles dans

le milieu, les microorganismes dével oppent des mécanismes de détection et de régulation.

La régulation de I’ azote est d’ une grande importance dans la microbiologie industrielle
car elle affecte la synthése des enzymes impliquées dans le métabolisme primaire et
secondaire. Chez les actinomycétes les sels d ammonium exercent un effet négatif sur la
production des antibiotiques (Sanchez et al.,2002).

3. Influence des sour ces de phosphates sur la production des antibiotiques

Un effet négatif assez specifique de phosphate inorganique provient dans sa capacité a
inhiber et/ou réprimer les phosphatases qui sont des intermédiaires dans certaines voies de
biosyntheses des métabolites secondaires (les antibiotiques). Par exemple la biosynthése de la
streptomycine par streptomyces griseus comprend au moins trois étapes de clivage et le
procede est tres sensible a la concentration de phosphate (Sanchez et al., 2002).

4. Influence du pH, de la température et du temps d’incubation sur la production des

antibiotiques

Les conditions de culture comme le pH, la température et le temps d’incubation

affectent énormément la production des métabolites secondaires (cité par Smaoui, 2010).

Depuis longtemps, il a éé démontré I’influence du pH sur la production de plusieurs
métabolites organiques du meétabolisme secondaire. Chez Sreptomyces aureofaciens, le
changement de pH pendant le procédé de fermentation peut induire des modifications de
I’ équilibre entre la production de chlorotétracycline et de la tétracycline dans le milieu de
culture; un pH acide favorise la production de chlorotétracycline alors qu'un pH basique

favorise la secrétion de tetracycline (Asanza-Ternud et al., 1977).



Chapitre | Synthése bibliographique

Le temps est également un facteur important qui affecte la fermentation, son
augmentant n’induit pas forcement la production des antibiotiques mais ceci peut contribuer a
produire plus de toxines pour inhiber la synthése de métabolites antimicrobiens (Qin song et
al., 2012). En effet, pour la souche Sreptomyces TN 58, la production de biomolécules
commence apres 60 heures d'incubation pour atteindre un maximum aprés 72 heures. Elle
reste stable jusgu'a 80 heures puis elle décroit progressivement pour disparaitre a partir de
120 heures (Méellouli et al., 2004).

Concernant la température, la gamme correspondante pour la production de

I” antibiotique polypeptide est variable d’ une espece a une autre (Méellouli et al., 2004).
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Mycologie de I'université A. MIRA de
Bejaia, sous ladirection de Mesdames BOUDRIES et ARKOUB, pendant la période allant du
02/2014 au 05/2014.

. Matériel

|.1. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés sont cités dans |’ annexe .
|.2. Matériel biologique

1.2.1. Microorganismestests « Actinomycetes »

Les souches d'actinomycetes dénommées S, S;, Sy, Si1 et Sy rattachées au genre
Streptomyces suite a une identification moléculaires des isolats (analyse du gene ADNr 16S)
et appartenant a la collection du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) sont
sélectionnées pour |’ étude de leur production d antibiotiques sur les milieux GEM (Gauss Eau
de Mer), MEM (Mincer Eau de Mer), Czapecka (avec I’amidon), CzapeckS (avec le
Saccharose), Wy 20, €t Wy, en NaCl ( la composition de ces milieux est donnée dans I’ annexe
). Ces souches ont été isolées par M™ BOUDRIES a partir de I’ eau polluée de la région de

Begaiaen Janvier 2011.

Selon les résultats d' une sélection de meilleures souches productrices d’ antibiotiques
sur leur meilleur milieu, deux souches ont faire objet d’une moddisation des paramétres de
production d’ antibiotiques.

|.2.2. Souchescibles

Six germes ciblessont étudiés pour leur sensibilité aux antibiotiques éventuellement
produits par ces souches a savoir quatre bactéries a Gram positif (Listeria innocua CLIP
74915 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 et SARM ATCC 43300 et Bacillus subtilis
ATCC 6633), une bactérie a Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922) et une levure

(Candida albicans).
[l. Méthodes
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Des repiquages sur les milieux GEM, MEM, Czapecka, Czapecks, Wo 2, €t Wso, des
souches S;, S, Sy, Sia et Sye Ont été réalisés afin de sélectionner lesquels parmi eux le plus
favorable pour la production d’ antibiotiques.

I1.1. Sélection des souches productrices

Afin de sélectionner les souches productrices d’ antibiotiques sur leur milieu favorable,
les cing isolats d actinomycetes sont ensemencés en stries serrées a la surface des milieux
GEM, MEM, Czapecka, Czapecks, Wo 2, €t Wsy, afin de former un tapis homogeéene. Apres
incubation a 28°C pendant 10 jours, le test d activité est effectué par la méthode des cylindres

d’ agar vis-a-vis des microorganismes cibles.
e Test descylindresd’ agar

La mise en évidence de |’activité antimicrobienne est réaisée par la méthode des

cylindres d agar.

Pour chaque germe cible, un inoculum a été préparé a partir d une culture de 24 h sur
milieu Chapman pour les deux souches Saureus et SARM, et sur le milieu gélose nutritive
(GN) pour les autres germes cibles. La charge cellulaire de cet inoculum a été gjustée par
dilution dans I’eau physiologique stérile de fagon & obtenir une concentration finale de 10’
UFC/ml.

Apres incubation a 28°C, pendant 10 jours, des cylindres d’ agar de 6 mm de diamétre
sont découpés stérilement a I’aide d’un emporte-piece. Ces derniers sont ainsi déposés a la
surface du milieu Mueller-Hinton (MH) préalablement ensemencés par écouvillonnage avec
le germe cible. Les boites de Pétri portant les cylindres d’' agar sont mises a4 °C pendant 2 h
pour permettre une prédiffusion des substances bioactives produites par les souches
d’ actinomycetes étudiées, puis incubées a 37 °C pendant 24 h. La lecture est effectuée par
mesure du diamétre des zones d'inhibition (en mm) autour des cylindres d’'agar (le diamétre
du cylindre étant pris en compte).

I1.2. Criblage des paramétresinfluents sur la production d’antibiotiques

Dans le but de déterminer les paramétres opératoires les plus influents sur la production
d’antibiotiques par les deux souches Sy €t S;; a savoir; la concentration en amidon, en
caséine, en KNOs, en K,HPO,, en NaCl, en MgSO,, en CaCOs3 le pH et la température pour

le milieu Wo2y €t la concentration des memes composants et paramétres de culture a
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I’ exception du CaCOs pour le milieu GEM car il ne contient pas ce composé une modélisation
des résultats expérimentaux est réalisée, en utilisant le plan d’ expériences de Plackett et
Burman. Un logiciel de modélisation est utilisé a cet effet, nommeé « Minitab 16 ». Lesvaleurs
extrémes choisies des différents paramétres opératoires étudiés des deux milieux sont

résumeées dans les tableaux |1 et 111.

Tableau I : Vaeurs extrémes des parameétres opératoires étudiés du milieu Wo 2y,

Par amétr es opératoires Notation Niveau Niveau
minimal maximal
L a concentration en amidon (g/l) Z; 5 15
L a concentration en caséine (g /I) Z, 0,15 0,45
La concentration en KNO3 (g /I) Z3 1,25 2,75
L a concentration en K;HPO4(g/l) Z,4 1,25 2,75
L a concentration en NaCl (g/l) Zs 1,25 2,75
L a concentration en Zs 0,01 0,09
MgSO4 (9/1)
La concentration en CaCO3(g/l) Z7 0,01 0,04
pH Zg 5,2 9,2
Latempérature (°C) Zg 28 37
Tableau |11 : Valeurs extrémes des parametres opératoires etudiés du milieu GEM
Parametres opératoires Notation Niveau Niveau
minimal maximal
L a concentration en amidon (g/l) Z; 10 30
La concentration en KNO3 (g /l) Z; 1 15
La concentration en Ko;HPO,4 (g/l) Z3 0,5 1
L a concentration en NaCl (g/l) Zy 0,5 1
L a concentration Zs 0,5 1
en MgSO4 (9/1)
LepH Zs 5,2 9,2
Latempérature (°C) Z7 28 37

13




Chapitre 11 Matériel et méthodes

Douze milieux de Wo 29 (dénommeés Wy, a W1p) et douze milieux de GEM (dénommes
Go1 a Gi2) de compositions variées sont préparés selon les deux matrices des expériences
données par le logiciel « Minitab 16 » pour la modélisation de I’ activité antibiotique des deux
souches Sy et Sp1 (tableau IV et V). Sachant que ces dernieres sont ensemencees sur |es douze

milieux de W 2y, €t GEM respectivement et I’ incubation des boites est effectuée a28 ou a
37 °C pendant 10 jours selon la matrice proposée par le Minitab 16.

Tableau IV : Composition des milieux Williams a 0,2%(W 2) €t paramétres d’incubation de

la souche Sys selon lamatrice donnée par lelogiciel « Minitab 16 »

Wooy | Agar Am Cas KN KoH NaC MgS FeS CaC pH T
@/ (@M | @M | @M | @h | @ | qgm | @h) |@/h (C)

Wp | 18 5 015 | 125 | 275 | 275 | 009 | 001 | 001 | 92 | 37

Wg | 18 15 015 | 2/5 | 1,25 | 125 | 001 | 0,01 | 004 | 92 | 37

Wos | 18 5 015 | 125 | 125 | 125 | 001 | 001 | 0,01 | 52 | 28

Wo | 18 15 | 045 | 275 | 1,25 | 275 | 009 | 001 | 001 | 92 | 28

Wos | 18 15 | 045 | 275 | 275 | 125 | 009 | 001 | 004 | 52 | 37

Wos | 18 15 | 015 | 275 | 275 | 1,25 | 009 | 001 | 001 | 52 | 28

Woz | 18 5 015 | 275 | 275 | 275 | 001 | 001 | 004 | 92 | 28

Wos | 18 15 | 045 | 275 | 275 | 275 | 001 | 001 | 004 | 52 | 28

Wo | 18 15 15 125 | 125 | 275 | 009 | 001 | 004 | 52 | 37

Wi | 18 15 045 | 2/5 | 275 | 125 | 001 | 001 | 001 | 92 | 37

Wi | 18 5 045 | 125 | 125 | 125 | 009 | 001 | 004 | 92 | 28

Wi, | 18 5 045 | 2/5 | 1,25 | 2/5 | 001 | 001 | 001 | 52 | 37

Am.Amidon, Cas: Caséine, KN/ KNO3; K,H. K;HPO, NaC: NaCl, MgS: MgSO,, 1H0, FeS:
FeSO4, 7H20, CaC.CaCOs,
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Tableau V : Composition des milieux Gausse Eau de Mer (GEM) et parameétres d’incubation

de la souche S;; selon lamatrice donnée par le logiciel « Minitab 16»

GEM Agar Amidon KNOg K,HPO, NaCl MgSO,, FeSO,, pH T(°C)

@m | @n | @m | @ | @N) | MO | 7HO

@)y | (@
Go1 20 10 0,5 0,5 0,5 0,5 0,05 5,2 28
Goz 20 10 0,5 1 1 1 0,05 5,2 37
Gos 20 30 0,5 1 1 0,5 0,05 9,2 28
Gos 20 10 15 0,5 0,5 0,5 0,05 9,2 37
Gos 20 30 1,5 1 0,5 1 0,05 9,2 28
Gos 20 30 0,5 0,5 0,5 1 0,05 9,2 37
Gor 20 10 0,5 0,5 1 1 0,05 9,2 28
Gos 20 10 1,5 1 0,5 1 0,05 5,2 28
Goo 20 30 0,5 1 0,5 0,5 0,05 5,2 37
Gio 20 30 1,5 0,5 1 05 0,05 5,2 28
Gu 20 10 15 1 1 0,5 0,05 9,2 37
G2 20 30 1,5 0,5 1 1 0,05 5,2 37

Mise en évidence de |’ activité antimicr obienne des souches sélectionnées

Apres incubation a 28 °C ou 37 °C pendant 10 jours des deux souches
d’ actinomyceétes qui présentent une activité a |’ égard au moins d’un germe cible parmi ceux
testés, le test d' activité est effectué par laméthode des cylindres d’ agar précédemment décrite
vis-a-vis des trois bactéries (Listeria innocua CLIP 74915, Escherichia coli ATCC 25922 et
SARM ATCC 43300) pour la souche S qui est ensemencée sur les milieux de Williams a
0,2% de NaCl et visavis d'une levure (Candida albicans) pour la soucheS;; qui est

ensemencée sur les milieux de Gausse Eau de Mer.
[11.3. Lesmatrices des expériences

Le plan de Plackett et Burman est un plan de criblage basé sur des matrices
d’'Hadamard. En effet, ces dernieres sont des matrices carrées dont les éléments sont soit -1

soit +1 et dont le nombre de lignes (ou de colonnes) est multiple de 4.
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Les matrices de Plackett et Burman sont intéressantes car elles permettent
d’ économiser les essais par rapport aux matrices des plans factoriels. Comme pour les plans
factoriels, les facteurs des plans de Plackett et Burman ne prennent que deux niveaux et il n'y
a généralement pas de point au centre car on ne cherche pas a optimiser les résultats (Goupy,
2005).

Les matrices d’ expériences données par le plan de Plackett et Burman des différents

milieux sont présentées dans les tableaux V1 et VI

Tableau VI : Matrice donné par le plan de Plackett et Burman pour le milieu W .

Milieux X1 X2 X3 X4 Xs5 X6 X7 Xg Xog
W20
Wo1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
W2 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
Wos -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Wos +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
Wos +1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
W s +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
W, -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
Wos +1 +1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
W g +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
Wp +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
Wi -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
W, -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1

X1:[Amidon], X, : [ Caséing], X3: [KNOg], X4: [K2HPO4], Xs: [NaCl], Xs: [MgSO4,7H.0], X7
[CaCOg] , Xs: pH, Xg: temperature.
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Tableau VII : Matrice donné par le plan de Plackett Burman pour le milieu GEM.

Milieux X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7
GEM
Go -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Goz -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
Gos +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
Gos -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
Gos +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
Gos +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
Goz -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
Gos -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
Goo +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
Gio +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
Gnu -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
G2 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1

X1: [amidon], X2: [KNO3], X3: [K2HPO,], X4:[NaCl], Xs: [ MgSO,4 7H,0], Xe : pH, X7:

temperature.

Le modele mathématique postulé est un modéle linéaire sans interactions qui s écrit

sous laforme suivante:
§ =botb1 X1+Dp Xo 03 X3.... ...+ X (1)

¥ : est I’activité estimée par le modele.

X1, X2, X3eeeereeen....., X]. SONt des variables centrées réduites correspondants

respectivement aux variables naturelles Z; Z, Zs............. 2.

La formule de codage qui permet le passage des variables courantes (variables
d’origine) aux variables centrées réduites est la suivante (Ozil, 1997 ; Ravikumar et al., 2005)
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telsque:
0 jmax+ jmin jmax_ =jmin
Zj:¥ (3) et AZ=¥ (4)
x, st lavariable centrée réduite correspondant a Z,

Le point de coordonnées (Z1°, Z2°, ..., Z,°) est dénommé centre du plan; AZ,est I'unité

ou intervalle de variation suivant |'axe des Z;. ijm et ijax sont les niveaux inférieur et

supérieur des facteurs qui constituent les frontieres du domaine d’ étude.
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Dans cette partie seront présentés les résultats de la sélection des souches productrices
d antimicrobiens parmi les cing actinomycetes étudiés S; Sp, Sy Sin et Sy, Nous alons
également présenter les résultats de la modélisation de la production d antimicrobiens par
deux souches sélectionnées (S;1 et Sse) par le biais d’'un plan d expériences de Plackett et
Burman afin de déterminer les parametres opératoires qui ont plus d'influence sur I’ activité

antimicrobienne de ces deux souches.
|. Sélection des souches d’actinomycetes productrices d’antimicrobiens

I.1. Croissance et macromor phologie

les cing souches S;, S, Sy, Sia et Sy sont ensemencees sur les différents milieux de
GEM (Gausse Eau de Mer), MEM (Mincer Eau de Mer), Wo 24, (Williams a 5%de NaCl), Wi,
(Williams a 5% de NaCl), Czapecka (avec amidon comme source de carbone), Czapekcs
(avec saccharose comme source de carbone) Les boites de Pétri sont incubées a 28°C et des
observations journalieres sont effectuées pour toutes les souches et sur les six milieux
d ensemencement. La croissance, le virage de milieu de culture, la couleur du mycélium de
substrat ainsi que celui aérien de chacune des souches sur les différents milieux sont notés (le

tableau VIII, annexe ).

D’ apres ces observations, la variation des composes de chague milieu s avere influencer
la croissance des souches étudiées. Pour les souches S; Sy Sy et Sip tous les milieux sont
favorables pour leur croissance, il en est de méme pour la souche Sy a I’ exception pour le
milieu Czapecks qui est moins favorable pour la croissance de cette derniére, la différence
remarguable dans la composition de ce milieu est la source de carbone qui est représentée par
le saccharose. Dans |’ étude réalisée par Oskay en 2011, I’ auteur a montré gue la croissance de
la souche Streptomyces sp.KGG32 a été plus favorable avec le milieu additionné d’amidon

gue celui de saccharose.
|.2. Sélection du meilleur milieu de production d’antibiotique

Afin de sélectionner le meilleur milieu de production d antibiotiques, |'activité
antimicrobienne des isolats S;, S, Su, Si1 €t Sye ensemencés sur les six milieux différents est
mise en évidence par la technique des cylindres d’ agar apres dix jours d’incubation a 28°C.
Ce test est réalisé sur le milieu Muller-Hinton a I’égard de: Listeria innocua CLIP 74915,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, SARM ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 6633,
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Escherichia coli ATCC 25922 et Candida albicans. Aprés 24 h d'incubation a 37 °C, le

diamétre de la zone d’inhibition est mesuré al’ aide d’ un pied & coulisse.

> LessouchesS;, Set Sy
Les souches S, S; et S4 ensemencées sur les 6 milieux choisis ne présentent aucune
activité vis- & vis de tous les germes cibles testés, donc les milieux utilisés sont favorables
pour la croissance des souches mais pas pour la production d’ antimicrobiens actifs sur les

germes cibles testés (e Tableau I X, annexe ).

» Lasouche Sy

L’ activité antimicrobienne de la souche Sy est notée vis-a-vis de Escherichia .coli avec
les milieux GEM, W 29, €t Wy, dont les diamétres des zones d'inhibition sont de 13,13 mm,
27 mm et 10 mm respectivement, de Listeria. innocua avec les milieux Wo, 20, Wso, €t
Czapecks avec des zones d'inhibition de 18,65 mm, 17,23 mm et17,83 mm respectivement et
al’égard de SARM sur les milieux MEM, Czapecks Czapecka, GEM et Wy, 2, avec les
diameétres de 7,16 mm, 7,52 mm, 10,84 mm, 12,15 mm et17,09 mm respectivement (figure 1)

ains (figure 2, annexe ).
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Figure 1 : Histogramme de I’ activité antimicrobienne de la souche Sy vis-a-vis des

germes cibles testés
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Ces résultats montrent que les conditions optimales pour la production des antibiotiques
ne sont pas forcement identiques a celles permettant une bonne croissance, ce qui est indiqué
par les résultats de test d activité de la souche Ss sur le milieu Czapecks. En effet, ce dernier
a donné une zone d’inhibition de 17,83 mm vis-avis de Listeria. innocua alors qu’il est
moins favorable pour la croissance. Un résultat similaire a été rapporté par Oskay en 2011
gui a trouvé que la production d antibiotique par la souche Sreptomyces sp.KGG2 est
maximale avec le milieu additionné de saccharose comme source de carbone.

Selon ces résultats, le milieu Wy, 4, Savere étre favorable pour la production
d antibactériens par I’isolat Sy6 (activité al’ égard d’ Escherichia .coli, de SARM et de Listeria.

innocua).
» Lasouche S;;

Son activité est notée vis-avis d'un seul germe cible qui est Candida albicans sur les
trois milieux GEM, Czapecks et Czapecka et la meilleure production d’ antifongique est notée
sur le milieu GEM avec un diamétre de la zone d’ inhibition de 20,25 mm suivit par 17,29 mm
sur le milieu Czapeckset la plus faible activité est notée sur le milieu Czapecka avec une zone

de 10 mm (figure 3) ainsi (figure 4, annexe 11).

)

r--—-

B GEM

m MEM

)
[
|
:IIII

'y

mW5%

i
N
N

B W0,2%

|
ll,
||ii||

Bl CzapecA

l,
"y
uj

m CzapecS

|

Diamétre dela zone d'inhibition
RN
[

| 1]

B

INNOCUA 5 bilis

Lesgermescibles

Figure 3 : Histogramme de I’ activité antimicrobienne de la souche S;; vis-a-vis des

germes ciblestestés
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Les résultats du test d’activité des souches S; S,, Ss, Si1 et Sy a I'égard des divers

germes cibles sont représentés dans e tableau 1 X (voir annexe I1).

D’ apres les résultats de I’ activité antimicrobienne de la souche Sy sur le milieu Wo 20, &
I’égard des trois bactéries a savoir Escherichia coli , Listeria innocua et SARM et I’ activité
antifongique de la souche S;; vis-avis de Candida albicans permettent la sélection de ces
deux isolats pour une modélisation par I’application d'un plan d expériences de Plackett et
Burman. Le milieu GEM est choisi pour ce test suite a son aptitude pour la production de
molécules antifongique (de la souche S;; vis-a-vis de C. albicans).

I1. Suivi des souches sélectionnées Sz et Sp1
I1.1. Croissance sur les milieux sélectionnés

» Lasouche Sy,

Douze milieux de GEM donnés par le plan de Plackett et Burman sont ensemences
avec la souche S;; et incubés a 28 °C ou a 37 °C selon la matrice du plan, et ce pendant 10
jours. La souche présente une bonne croissance sur les huit milieux GEM (Ggs, Gos, Gos, Gos,
Go7, G11 et Gypp), une croissance modérée sur les trois milieux (Goi, Go, €t Gyo) €t aucune

croissance n’ est observee sur les deux milieux (Gog et Goy).

D’ apres ces observations, il ressort que la variation de la concentration des composés
des milieux GEM ainsi que les conditions de culture choisis (pH et température) s avérent
influencer la croissance de la souche S;;. En effet, la composition des milieux Goz, Gog, Gos,
Gos, Go7, G11 €t Gy est favorable pour la croissance de cette derniére, celle des milieux Ggq,
Goz et Gyp est moins favorable alors que les deux milieux Gog et Gog sont défavorables pour sa

croissance.
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Tableau X : Caractéristiques morphol ogiques de la souche S;; sur les 12 milieux GEM.

Les croissance Mycélium Mycédium Pigment Lesfigures
milieux aérien de substrat diffusion
Go1 + Blanc Marron /
Go2 ++ Jaune Jaune /
Gos ++++ Blanc Beige-créme /
Gos ++++ Blanc Beige creme /
Gos ++++ Blanc Marron /
Gos ++++ Blanc Blanc /
Go7 +++ Blanc Blanc /
Gog 0 0 0 0
Gog 0 0 0 0
Gio ++ Blanc Marron /
G ++++ Blanc/ Beige creme /
Jaune
Gy ++++ Blanc Marron /

++++: Trés bonne croissance, +++ : bonne croissance, ++ : croissance moyenne, + : faible croissance, /: pas de pigment, 0: pas de

croissance

» Lasouche Ssg

A cause des problemes de contaminations des milieux que nous avons rencontrés au
cours de cette partie, seulement cing milieux de Williams parmi les douze ensemences par la
souche Sy ont pu étre analysé. A au bout de 10°™ jours d'incubation & 28 ou 437 °C (selon la
matrice du plan d’ expériences) nous avons noté que la souche Sy présente une bonne
croissance sur les cing milieux Wop, Wos, Wo7z, W1o €8 W13 avec la présence de différents

aspects morphol ogiques qui sont consignés dans | e tableau X1.
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Tableau XI : Caractéristiques morphologiques de la souche Sy sur les milieux W 2.

Les Croissance | Mycélium | Mycélium | Pigment Lesfigures
milieux aérien de diffusion
substr at
Wiy ++++ Beige- Jaune /
créme
Wy ++++ Beige- Jaune Marron
créme claire claire
W7 ++++ Marron Jaune /
claire foncé
W1 ++++ Beige- Jaune /
créme claire
W1y ++++ Beige- Beige- Marron
créme creme claire

++++ : Trés bonne croissance, / : pas de pigment.
[1.2. Mise en évidence del’ activité antimicrobienne des deux souches sélectionnées

L’ activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode des cylindres d’ agar qui
permet de détecter |’effet inhibiteur des souches d actinomycetes envers les germes cibles
testés. Ce test est réalisé sur le milieu Muller-Hinton vis-&vis de trois bactéries a savoir
Escherichia .coli, Listeria. innocua e¢ SARM pour la souche S et a I'égard de la levure
Candida albicans pour la souche S;3 aprés 24 h d’incubation a 37 °C, le diamétre de la zone

d’inhibition est mesuré auteur des cylindres pour les deux souches S; et Sgg.

» Lasouche Sy
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Les figures 5 et 6 montrent que la souche Sy présente une activité antibactérienne sur
les milieux Wop, Wos, Woz, Wi €t W31 Vis-avis de: SARM avec des diametres des zones
d’inhibition de 17,04 mm, 27,93 mm, 11,65 mm, 17,47 mm et 11,74 mm respectivement,
Listeria. innocua avec des diametres des zones d'inhibition de 15,22 mm, 28,31 mm,
9,48,16,00 mm et 09,18 mm respectivement et de Escherichia .coli dont les diamétres sont
de 13,68, 28,16, 08,08, 13,42, 08,71 mm respectivement. Comme |’ activité de la souche Sy
n'a eu lieu que sur cing milieux a cause des problémes de contaminations rencontrés, cette
derniére n'a pas été modélisée. Les résultats du test d activité de la souche Sy vis-a-vis des
trois bactéries : Escherichia .coli, Listeria. innocua e¢ SARM sont regroupés dans le tableau
X1l (Annexe ).

L.innocua SARM

E.coli

Wor —_

Wio

Wy, - «—Wp,
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Figure5: lllustration de I’ activité antibactérienne de la souche Sy vis- & vis L.innocua, SARM
et E.coli sur les milieux

W E. coli
B SARM

L. innocua

Diamétre dela zone d'inhibition

Wo7

w11
Lesmilieux de W 5,

Figure 6: Histogramme de I’ activité antibactérienne de la souche Sy vis- & VisE. cali,
SARM et L. innocua sur 5 milieux Williams

Les résultats du test des cylindres d’agar des 5 milieux Williams testés révélent une
activité antibactérienne a I’ égard des trois germes utilisés. En revanche, la meilleure activité
est notée pour lemilieu Woq4 suivi du Wi, Wop, W1 pUiSWo7.

> Lasouche Sy

Son activité est notée sur les milieux Goi, Goz Gos, Gos, Go7 €6G11 avec une mellleure
production antifongique sur le milieu Go7; de 20,75 mm de diamétre de la zone d’inhibition
suivi du milieu Ggz avec une zone de 18,34 mm, puis le Gy, avec une zone de 18,02 mm et une
trés petite zone d'inhibition est mesurée sur le milieu Gy; dont le diamétre est de 8,01mm.
Les deux milieux Ggg et Gog sont défavorables pour la croissance de la souche S;;. Ce qui
implique dans ce cas que son activité est nulle.

Les résultats de I'activité de la souche S;; a I'égard de Candida albicans s averent
suffisants pour la modélisation afin de déterminer les facteurs les plus influents sur la
production antifongique de cette derniére, Les résultats de test d’ activité sont présentés dans
letableau X111 (Annexe 1) et lesfigures 7 et 8.
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Figure 7 : Histogramme de I’ activité antifongique de la souche S;; al’ égard

de C.albicans sur les 12 variantes milieux du GEM
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Figure 8: lllustration de I’ activité antifongique de la souche S;; vis- & vis  C. albicans

sur les variantes milieux du GEM

II. 3: Modédlisation de I’ activité antifongique de la souche S;; par un plan d’expériences

de Plackett et Burman

Les parametres opératoires (Zi, Zz, Z3,......... Z;) considérés pour la modélisation de
I’activité antifongique de la souche S;; viss & vis C. albicans sont respectivement : la
concentration en amidon, en KNOs, en K;HPO,, en NaCl, en MgSO, 7H,0 et aussi le pH

du milieu et latempérature.
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Pour sept facteurs opératoires (k=7), le plan d expériences de Plackett et Burman
nécessite de réaliser douze essais (N= 12). Les résultats de I activité antifongique (y) de la
souche Sy; vis- & vis Candida albicans sur les douze milieux GEM a différentes conditions

expérimental es sont regroupés dans le tableau X1V qui représente la matrice d’ expériences.

Tableau X1V : Matrice d’ expériences

Milieux Xo X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 y (mm)
GEM

Go1 +1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 18,02
Goz +1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 0
Gos +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 18,34
Goa +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 10,17
Gos +1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 14,16
Gos +1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 0
Gor +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 20,75
Gos +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0
Gog +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 0
Gio +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 0
Gu +1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 18,01
G2 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 0

11.3. 1. Calcul des coefficients du modéle de régression

Les coefficients by de I’éguation de régression sont obtenus par le logiciel « Minitab
16 ». Les valeurs de ces derniers sont consignées dans le tableau XV et représentés par la

figure9.
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Tableau XV : Vaeurs des coefficients de modé e

Terme Effetslinéaires
constant
bo by b, bs b, bs be b,
7,454 -2,038 | -2,064 | -0,702 | 0,396 | -1,636 | 4,451 -4.424
5 -
4 .
g
T 2 1
O- 0 T T T H T T T 1
8 . J o, u o5 |b7
wn
D
5 2
8 3
4 -
_5 _

Figure9: Effet des conditions de culture (coefficients) sur la production antifongique
de lasouche Si;

L’ égquation de régression s écrit donc comme suit :
Y= 7,454 - 2,038 X1 - 2,064 X - 0,702 X3+ 0,396 X4 - 1,636 X5+ 4,451 6- 4,424 7......(3)

I1. 3. 2: Etude des effets des différents parametres sur la production antifongique de la

souche S

D’apres le modde obtenu (équation 3) par I'application d’un plan d expériences de
Plackett et Burman, on remarque que les facteurs qui ont plus d'influence sur I’ activité
antifongique en ordre décroissant sont: le pH (Xg), latempérature (x7), le KNO3 (x2), I’amidon
(X1), MgS04 (xs), K2HPO4 (x3) et enfin le NaCl (Xg).

Les parametres opératoires qui ont une influence positive sur la production
d’ antifongique de la souche S 13 sont le pH (Xg) avec un effet de (+4,451) et la concentration
en NaCl (x4) avec un effet de (+0,396). Le signe (+) de ces derniers indique que leur
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augmentation favorise celle de I’ activité antifongique (la production antifongique), alors que
les paramétres opératoires qui ont une influence négative sur la réponse sont les suivants: la
température (x7) avec un effet de (-4,424), |a concentration en KNOjs (x2) avec un effet de

(-2,064), la concentration en amidon (x;) avec un effet de (-2,038), la concentration en
MgSO,, 7TH,O (xs) avec un effet de (-1,636) et la concentration en Ko;HPO, (X3) avec un effet
de (0,702). Lesigne(-) de cesderniers désigne que leur augmentation du niveau minimal

(-1) au niveau maxima (+1) de chacun d'eux favorise la diminution de la production

antifongique.

> Effet depH

D’ apres le modele obtenu, le pH (Xg) est le facteur qui a un effet le plus important donc
il est le plus influent sur la production d’antifongique de la souche S;; et son influence est
positive sur cette derniére. En effet, I’ augmentation de la valeur de pH dans la gamme de [5,2
a 9,2] fait augmenter I'activité antifongique de la souche S;; (figure 10). Ce résultat est
similaire avec les travaux de Maha et collaborateurs en 2001, sur la souche Streptomyces
violatus, ainsi que ceux d’ Oskay en 2011, avec la souche Streptomyces sp.KGG32 et de Sing
et collaborateurs en 2009, avec la souche Streptomyces tanashiensis A2D.

Les études réalisées par Samer et Al- Hulu en 2013, avec la souche Streptomyces spp
dont la gamme de pH est de 6 a 8, Mangamuri et collaborateurs en 2014, avec la souche
Streptomyces tritolerans DAS 165 dont la gamme de pH testée est de 5 a 10, Vijayabharathi
et collaborateurs en 2012, avec la souche Streptomyces aurantiacus AAAS pour une gamme
de pH testée est de 6 a 11 et Thakur et collaborateurs en 2009, avec Sreptomyces sp.201 pour
un pH alant de 5 a 10, ont montrés que la meilleure production d’ antibiotique est obtenu a pH
neutre. Dans une autre étude réalisée par Jicheng yn et collaborateurs en 2008, avec la souche
Streptomyces rimosus MY 02, une meilleure production d’ antifongique est obtenu a pH= 6, la

gamme de pH utilisée est de 3,5a8,5.
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Figure 10 : Graphique d’ effet de pH sur la production antibiotiques de la

souche S;;

> Effet delatempérature

Le second facteur le plus influent est latempérature (x7) avec une influence négative sur
la production d’antifongiques par la souche S;; (Figure 11). En effet, |’augmentation de la
température dans la gamme de [28 a 37°C] fait diminuer I’ activité antifongique. Ces résultats
sont similaires avec ceux obtenus par Maha et collaborateurs en 2001, avec la souche
Streptomyces violatus, Thakura et collaborateurs en 2009, avec la souche Streptomyces sp.201
et Zidan et collaborateurs en 2012, avec la souche Streptomyces sp.PT1. Ces derniers ont
montrés que I’incubation a des températures supérieures a 35°C a un effet négatif sur la
production d’antibiotiques. L’ étude réalisée par Kavitha et Vijayalakshmi en 2009, montre
gue la production de validamycine par Streptomyces hygroscopicus 5008 est importante entre
35t 37 °C.

Jicheng Yu et collaborateurs en 2008, ont prouveés que la souche Streptomyces rimosus
MY 02 qui a été cultivée entre 20 a 35 °C a donné une meilleure activité antifongique a 28°C.
Augustine et collaborateurs en 2005, qui ont travaillé avec la souche Sreptomyces rochel
AK39 ont montré que la production optimale d antifongiques a éé obtenue a 37°C.
Concernant I’ étude réalisée par Al Sersy et Abou-Elela en 2006, ces auteurs ont trouveés que
la production la plus élevée d’ antibiotiques par la souche Nocardia brasiliensis été observée a

une température de 40 °C dont la gamme de température exploitée est de 20 a40°C.
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Figure 11 : Graphique d’ effet de latempérature sur la production antibiotiques de la

souche Sq;

> Effet de KNO3

Le concentration en KNOj3 (X2) est le troisieme facteur le plus influent sur la réponse
(" activité antifongique de la souche S;;) et présente un effet négatif (comme ¢’ est montré sur
lafigure 12) ce qui traduit la diminution de la production antifongique de la souche lorsque la
concentration de KNOj3 passe de son niveau minima (0,5 g/l) a celui maximal (1,5 g/l). le
méme résultat est obtenu par Al Sersy et Abou-Elela en 2006, dans lagamme de 0,5 a1,5 g/l.
Contrairement aux résultats obtenus par Wang et collaborateurs en 2010, qui ont trouveés dans
leur cas que la concentration de KNOs a un effet positif sur la production d’ antimicrobiens par
la souche Xenorhabdus ssp . Les résultats obtenus par Maha et collaborateurs en 2001, avec la
souche Streptomyces viollatus, Vijayakumar et collaborateurs en 2011, avec la souche
Streptomyces.sp VTPS3-1, Houssam et collaborateurs en 2011, avec la souche Streptomyces
rimosus AZ-146 et Kavithaet collaborateurs en 2009, avec la souche Nocardia luvis NK-VL-
113 ont montrés que le KNO; est la meilleure source dazote pour la production

d’ antibiotiques.

32



Chapitrelll Résulta et discussion

16 -
14 -
12 -
g 10 -
& 8
6 J
4 -
2 J

O T T T 1

0 05 1 15 2

[ KNOS] (g/l)

Figure 12 : Graphique d’ effet de la concentration en KNOs sur la production

antibiotiques de la souche S;;

» Effet del’amidon

Le quatriéme facteur important est la concentration de |I’amidon (X;) qui présente un effet
négatif (figure 13) sur la production d’ antifongique par la souche S;3, ce qui implique que
I’augmentation de la concentration d’ amidon dans la gamme testée [10 a 30 g/I] fait diminuer
I activité antifongique produite par la souche S;1. Ces résultats sont similaires avec ceux de Al
Sersy et Abou-Elela en 2006, (la gamme d’amidon est de 15 a 25 g/l) qui ont trouvé que
I’amidon a un effet négatif sur la production de métabolite par Nocardia brasiliensis, de
méme que par Pandey et collaborateurs en 2005, qui ont montré que I’amidon avec une
concentration de 1,5% est une source de carbone faible pour la production d’ antibiotique par
la souche Streptomyces kanamyceticus M27. Les travaux de Houssam et collaborateurs en
2011, sur la souche Streptomyces rimosus AZ-146, de Siddique et collaborateurs en 2013, sur
la souche Streptomyces avermitilis 41445, de Yassin et collaborateurs en 2006, sur la souche
Streptomyces kanamyceticus EHE-68 et de Zitouni et collaborateurs en 2005, sur la souche
Saccharothrix sp.SA103, ont montré que I’amidon est la meilleure source de carbone pour la
production d’ antibiotiques. Les résultats de Singh et collaborateurs en 2009, montrent que
I’amidon a une concentration de 1% a un effet positif sur la production d’ antibiotiques par la

souche Streptomyces tanashiensis A2D.
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Figure 13 : Graphique d’ effet de la concentration en amidon sur la
production antibiotiques de la souche S;;

» Effet de MgSO,, 7H,0

La concentration en MgSQO,, 7H,O (Xs) est e cinquieme facteur qui influence |’ activité,
ce dernier présente un effet négatif (figure14). L’ augmentation de la concentration de
MgSO,, 7H,0 dans la gamme de [0,5 g/l a 1 g/l] fait diminuer I’ activité de la souche S;;.
Contrairement a nous résultats, Ripa et collaborateurs en 2009 ont montrés que la
concentration en MgSO,, 7H20 a un effet positif sur la production d antibiotique par
Sreptomyces sp. RVPDA-08PR avec un optimum a 0,05%.

Dans I’ éude réalisee par Maha et collaborateurs en 2001, les auteurs ont trouvé que la
concentration de 0,5 g/l de MgSO,, 7H,O est une valeur optimale pour la production
d’ antibiotiques par la souche Streptomyces violatus dans la gamme de la concentration de
MgSO,, 7TH,0 est de 0,5 a4 g/l. El-Sersy et Abou-elela en 2006, ont trouvé que le MgSOy,
7H,0 a une concentration de 0,5% est e facteur qui affecte la production des agents bioactifs

par la souche Nocardia brasiliensis dont lagamme testée est de 0,25 a1,5 g/l.
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Figure 14 : Graphique d’ effet de la concentration en MgSO,, 7H,0 sur la production

antibiotiques de la souche S;;

> Effet de K,HPO,

La concentration en K,HPO, (Xg) est le sixieme facteur qui influence la production
antifongique de la souche S,4, il est de signe négatif (figure 15) ce qui traduit la diminution de
la production antifongiques lorsque la concentration de K;HPO, passe de sa valeur minimale
(0,5¢g/l) alavaeur maximae (1 g/l).

Ces résultats sont similaires a ceux de El-Sersy et Abou- Elela en 2006, sur la
production des métabolites par Nocardia basiliensis dont la gamme est de 0,25 a 1,5 g/l.
contrairement a nos résultats, nous citons les travaux de Ripa et collaborateurs en 2009, sur la
souche Streptomyces sp.RVPDA-08PR et Kavitha et Vijayalakshmi en 2009, sur la souche
Nocardia levis. MK-VL-113.Ainsi que d autres études réalisées par Yassin et collaborateurs
en 2006, qui ont trouvé qu'a une concentration de 1 g/l de K;HPO, la production
d’ antifongique est maximale par la souche Streptomyces kanamyceticus. EHE-68 et Vilches et
collaborateurs en 1990, qui ont montré que la production d’ oléandomycine par Streptomyces

antibioticus n’ est pas soumit al’ effet du phosphate danslagamme de 0 a5 g/l.
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Figure 15 : Graphique d’ effet dala concentration en K,HPO, sur la production

antibiotiques de la souche S;;
» Effet de NaCl

La concentration en NaCl (x;) est le dernier facteur qui influence la production
d’ antifongique par I'isolat S;1, il aun effet positif (figure 16) et affecte |égerement |’ activité
antifongique de la souche étudiée, c’'est-a dire que I’augmentation de NaCl dans la gamme
0,59/l a 1g/l fait augmenté Iégerement la production antifongique de [13,471 mm a 14,263
mm].

Ces résultats sont similaires avec ceux obtenus par Ripa et collaborateurs sur la souche
Streptomyces sp.RUPA-08PR qui ont montré que le NaCl a un effet positif sur la production
d’antifongique et ceux obtenus par Wang et collaborateurs en 2010, qui ont trouvé que le
NaCl favorise la production antimicrobienne de la souche Xenochabdus ssp. Cependant, El-
Sersy et Abou-Elela en 2006, ont trouvé que I’augmentation de NaCl fait diminuer la
production des métabolites par la souche Nocardia basiliensis dans la gamme alant de 0 a
0,75 g/l.

Les travaux de Zidan et collaborateurs en 2012, qui ont montré que le NaCl affecte la
production antibiotique de la souche Streptomyces sp.PT1 d’ une maniéere significative dans la
ganme de 1 a 2 g/l alors que notre éude a montré que le NaCl est le facteur le moins
significatif parmi les 7 facteurs éudiés alors q'une autre éude réaisée par Kavitha et
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Vijayalakshmi en 2009, a montré que NaCl n’a aucun effet sur la production de la néomycine

par la souche Nocardia levis MK-VL-113 a une concentration de NaCl de 0,05%.
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Figure 16 : Graphique d’ effet de la concentration en NaCl sur la production

antibiotiques de la souche S;1

La production microbienne de métabolites secondaires est extrémement sensible a des
facteurs environnementaux et aux sources nutritionnelles. Par exemple, la production in vitro
de la plupart des antibiotiques dépend de la composition de milieu de culture dans lequel
I’ organisme producteur est développé (E-lattal et al, 2011).
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Conclusion et perspectives

Dans le but de déterminer les facteurs les plus influents sur la production d’ antibiotiques
par les deux souches S;; et Sy sur les 12 milieux de GEM et les 12 milieux de Wo 2
respectivement avec les diverses concentrations des composés du milieu et des conditions de
culture, ces isolats (Sy1 et Sys) ont été sélectionnés pour leur aptitude de produire des
substances bioactives a partir de cing souches testés (S1, S, Sy, Sp1 et Syp) sur les différents
milieux de culture (GEM, MEM, Czapeca, Czapecs, Wo 29 €8 Wsy) Vis-avis de six germes
cibles a savoir une bactérie a Gram négatif Escherichia .coli ATCC 25922 et quatre bactéries
a Gram positif Listeria. innocua CLIP 74915 , Saphylococcus. aureus ATCC 25923 , SARM
ATCC 43300 et Bacillus. subtilis ATCC 6633 ains qu’ une levure (Candida albicans.).

Selon les résultats obtenues par le test des cylindres d’'agar le milieu Wo »y, S est révélé
meilleur pour la production d’ anbactériens vis-a-vis de Listeria. innocua CLIP 74915 , SARM
ATCC 43300 et Escherichia .coli ATCC 25922 , pour la souche Sy €t le milieu GEM été
sdlectionné pour la production d'antifongique pour la souche S;; a I’égard de Candida

albicans.

Apres avoir cultivées les deux souches sur les 12 milieux de GEM et les 12 milieux
deWoy 2y, préparés selon les matrices donnes par lelogiciel Minitab 16, la souche S;; a montré
une bonne croissance sur 7 milieux ((Gos, Gosa, Gos, Gos, Go7, G11 €t Gi2), une croissance
modéré sur trois milieux (Go, Goz et Gio) et aucune croissance sur les 2 milieux restants (Gog
et Gog). La souche Sys & montré une bonne croissance sur cing milieux (Woz, Wos, Woz, W1
etW1,) alors que les autres milieux ont été contaminés. L’ activité des deux souches a été mise

en évidence par latechnique des cylindres d' agar vis-a-vis des germes cibles sél ectionnés.

L es resultats obtenus montrent que la souche Sy présente une activité al’ égard destrois
germes testés sur les cing milieux de Williams et la meilleure activité été mesurée sur le
milieu Wy, dont les diametres des zones d’inhibition sont de 28,16, 28,31, 27,93mm vis-aVis
de E.cali, L.innocua et SARM respectivement ; a cause des contaminations ces résultats

restent insuffisants et non modélisables, donc Sss été éliminée pour la suite du travail.

Pour la souche Sy I’ activité antifongique a été obtenue sur les milieux Goi, Goz, Gos, Gos,
Gy et G11 dont lameilleure été notée sur le milieu Gy avec une zone de 20,75mm.

Une modélisation par le plan Plackett et Burman a été appliquer en vue de cribler les

paramétres les plus influencant sur la réponse (I’ activité antifongique de la souche S;;), sept
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facteurs ont été choisis comme variable : la concentration de |I’amidon, du KNO3 du K;HPO,
du NaCl, du MgSO,, 7H,0 ainsi que le pH et la température. Cette modélisation a montré
que les facteurs les plus influengant sur I activité antifongique de la souche S;; sont selon
I’ ordre décroissant de leur importance : le pH, latempérature, la concentration de KNOg, celle
de I’amidon, du MgSO,,7H,0, du K,HPO, et la concentration de NaCl. Le pH et la
concentration de NaCl sont les seuls facteurs qui présentent un effet positif sur la réponse
alors que tous les autres facteurs présentent un effet négatif sur celle-ci.

L’ ensemble des résultats obtenus est intéressant et mérite la poursuite du travail autour

des axes suivants::

v' La sélection des paramétres les plus importants parmi les sept étudiés et application
d'un plan dexpéiences doptimisation (plan composite centré, plan de Box
Behnken,........ ).

Etude de la cinétique de croissance des souches.

Changer la gamme de variation des différents parametres opératoires.

Elargir lagamme de milieux de culture et la gamme de germes cibles.

D N N NN

Etudier d' autres paramétres a savoir les ééments nutritifs et les conditions de culture.
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Annexel

|. Les milieux

Milieu Williams modifié (Williams et Kuster, 1964): agar: 18g, amidon: 10g,
caséine: 0,3g, KNO3:2g, NaCl : 50g, K,HPO,: 29, MgSO,, 7H,0: 0,059, CaCOj3: 0,02g,
FeSO,, 7H,0 : 0,01g, eau distillée: 1000ml, pH : 7,2, T° : 28°C.

e Musdler-Hinton(MH) : Extrait de viande : 3g, Hydrolysat de caséine : 17,5g, amidon :
1,59, agar : 169, pH : 7,3, T°: 37°C.

e Géose Nutritive(GN) : Extrait de viande : 1g, extrait de levure : 2,5g, peptone : 5g, NaCl
: 50, agar : 15g, pH: 7,24, T°: 37°C.

e Milieu Chapman: Chapman: 111g, pH: 7.4, T°: 37°C, eau distillée: 1000ml.

e Gausse Eau de Mer modifié (GEM) : agar : 20g, amidon : 20g, KNOs: 1g, K;HPO,:
0.5g, NaCl : 0,5g, MgSO,,7H,0 : 0.5g, FeSO,4, 7TH,O : 0,019, pH : 7,2, T°: 28°C, eau de
mer synthétique : 500ml, T°: 28°C, eau distillée : 500ml.

e Mincer Eau de Mer modifié (MEM) : agar : 20g, amidon : 10g, extrait de levure: 4q,
peptone : 2g, pH : 7.2, eau de mer synthétique : 500ml, eau distillée : 500ml.

o CzapeCscchaose . agar: 159, saccharose : 30g, NaNOs: 3g, MgSO,, 7H,0: 0,59, KCI: 0,5g,
FeSo4, 7H,0: 0,01g, K;HPO,: 1g, pH: 7,2, T°: 28°C,eau distillée: 1000ml.

o CzapeCmmidon: agar : 15g, amidon: 10g, NaNOs: 3g, MgSos, 7H,O: 0.5g, KCI: 0.5g,
FeSo,, 7H,0 : 0,01g, KoHPO,: 1g, pH : 7,2, T°: 28°C, eau distillée : 1000ml.

e Williams 0.2% de NaCl : agar : 18g, amidon : 10g, caséine: 0,3g, KNO3: 29, K;HPO,:
29, NaCl: 29, MgS0O,, 7H,0: 0,059, CaCOs: 0,029, FeSO,, 7H,0: 0,019, pH: 7,2, T°:
28°C eau distillée: 1000m.

e Eau de mer synthétique: NaCl: 25g, MgSO,: 5g, CaCl,: 1g, KCl: 1g, eau distillée:

1000ml.
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Tableau VIII : Caractéristiques morphologiques des souches Sy, Sp, Sy, Si1 €t Sys.

Les Les Croissa | MA MS Pigment Lesfigures
souches ' milieux -nce diffusible
GEM ++++ Blanc | Vert Vert
MEM ++++ Blanc @ Jaune /
S
Czapecks | ++++ Blanc | Beige  Marron
- claire
créme
Czapecks | +++ Blanc = Jaune /
Wo 206 ++++ Blanc | Rouge  Vert foncé
foncé
Wy ++++ Blanc | Jaune /
GEM ++++ Gris | Rouge | Vert
foncé | foncé
MEM ++++ Gris | Rouge | Vert
foncé | foncé
S, Czapecky | ++++ Gris Rouge | Vert

foncé | foncé

Czapecks | ++++ Gris | Rouge  Grisclare
foncé | foncé

Wo 29 ++++ | Gris | Rouge Vert
foncé | foncé
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GEM
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Wo,206
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GEM
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++++
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++++
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+++

++++

++++
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++++

++++

++++

++++

Gris

Gris

Gris

Gris

Blanc

Gris

Gris

Blanc

Blanc

Blanc
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Vert Vert claire

Rouge Gris
rosatr

Jaune Vert

Rouge Vert
rosatr

Blanc | Blanc

Vert Vert
Rouge | Vert
rosatr

e

Marro | Marron
n foncé

Marro | Marron
n foncé

Marro | Marron
n foncé

Marro | Marron
n foncé

Marro | Marron
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W, ++++ Blanc | Marro | Marron
n foncé
GEM +++ Blanc | Blanc | Créme
MEM +++ Blanc | Blanc | Créme
Sue
Czapecks | +++ Beige | Beige Marron
- - claire

creme | creme

Czapecks | ++ Beige | Blanc @ Créme
creme

Wo 206 +++ Blanc | Blanc | Créme

Wsos el Blanc | Blanc | Beige-

créeme

++++ : Trés bonne croissance, +++ : bonne croissance, ++ : croissance moyenne, + : faible croissance, / : pas de pigment.

Tableau I X : Activitésdes souches S, S, S, S11 €t Sys al’ égard de divers germes cibles

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Les germes Les S Su Sy S S
cibles milieux
de
culture
GEM 13,13 / / / /
MEM / / / / /
E.Coli Czapecka / / / / /
Czapecks / / / / /
Wy 10 / / / /
Wo 206 27 / / / /
GEM / / / / /
MEM / / / / /
B.subtilis  Czapecka / / / / /
Czapecks / / / / /
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MEM /

C.albicans = Czapecka /
Czapecks / 17,29

W5% /

W .20 /

Wy, / / / / /

Wo.20 / / / / /

GEM 12,15 / / / /

MEM 07,16 / / / /

Czapecks, 10,84 / / / /

SARM Czapecks = 0752 =/ / / /
Wy, / / / / /

Wo.206 17,09 / / / /

GEM / / / / /

MEM / / / / /

Saureus  Czapecka / / / / /
Czapecks / / / / /

Wo.20 / / / / /

Wy, / / / / /

GEM / / / / /

. MEM / / / / /
L.innocua Czapeckn / / / / /
Czapecks = 17,83 / / / /

Wy, 17,23 / / / /

Wo.20 18,65 / / / /

GEM / 20,25 / / /

/ / /

/ / /

/ / /

/ / /

/ / /

Tableau XII : Activité antibactérienne de la souche Ss Vis-avis des trois bactéries:
Escherichia .coli, SARM et L. innocua.

L a souche L ediametredela zone d’inhibition (mm)
Les Lesgermescibles
milieux E. coli SARM L. innocua
Wor / / /
W2 13,68 17,04 15,22
W3 / / /
Wy 28,16 27,93 28,31
Wos / / /
Sis Wos / / /
W7 08,08 11,65 09,48
Wos / / /
W g / / /
W 1o 13,42 17,47 16,00
W11 08,71 11,74 09,18

W2 / / /
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Tableau X111 : Activité antifongique de la souche S;; sur Candida albicans

La L e diametre des zones d’inhibition (mm)
souche | Les Legermecible: Candida albicans
milieux
G 18,02
Goz 0
Gos 18,34
Gos 10,17
Gos 14,16
Su Gos 0
Gor 20,75
Gog /
Gog /
Gio 0
Gu 08,01
G12 0

O O

Figure 2 : lllustration de I’ activité antibactérienne de la souche Sy vis-a-vis SARM et L. innocua

sur les différents milieux
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Figure 4 : lllustration de I’ activité antifongique de la souche Sy; vis-a-vis de C. albicans

sur les différents milieux




Résume:

Dans ce travail cing souches d’ actinomycetes isolées a partir d’ eau polluée de la région
de Bgaiaont fait I’ objet d’ un criblage pour leur aptitude de production d’ antibiotiques sur six
milieux de culture (GEM, MEM , Wy 29, W, , Czapecka et Czapecks) par le test des cylindres
d’agar. Deux souches ont été sélectionnées pour leurs importantes activités antimicrobiennes
vis-avis au moins d’ un germe cible parmi les six testés. Les résultats obtenus montrent que la
souche Sy présente une activité vis-avis d'E. coli, L. innocua e¢ SARM et |la souche Sy;
présente une activité al’ égard de Candida albicans. Les milieux W 2y, et GEM se sont révelés

meilleurs pour la production d’ antibiotiques par les deux souches Sys et Sy1.

Lamodélisation par le plan Plackett et Burman indique seulement deux facteurs pH et la
température qui présentent un effet positif sur la souche Sy; et les autres facteurs varies ont un
effet négatif.

Mots clés. Actinomycetes, criblage, Plackett et Burman, Production d’ antibiotiques.
Abstract:

The am of this work is the screening of strains of actinomycetes isolated from the
polluted water of Bgjaiafor their fitness of production of antibiotics about six culture medium
(GEM, MEM, Czapecka, Czapecks, Wo 2y, and Wig,). Tow strains among five was sel ected for
their important antimicrobial activities against at list one of target germs. The results obtained
show that strains Sye present an activity against E. coli, L. innocua and SARM and the strains
S11 present activity against Candida albicans, the Wy 20, and GEM mediums were reveal to the
best of the production of antibiotics by strains Sy and S;1 respecting the modeling by Plackett
Burman design indicates only two factors pH and temperature that present a positive effect on
the production of antibiotics of the strains S;; and the other factors on a negative effect.

Key words: Actinomycetes, screening, Plackett Burman design, antibiotic production.



