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Les métabolites secondaires produits par les microorganismes sont doués d'un potentiel
d'activité biologique tres diversifié. Parmi lesquels des substances a visé thérapeutique ; tels
les antibiotiques et les antifongiques ; employés dans divers domaines : la médecine humaine

et vétérinaire, 1’agriculture et 1’industrie pharmaceutique (Grafe, 2000).

Depuis la découverte de I’actinomycine (1940) et de la streptomycine (1943), un
nombre important d’antibiotiques et d’antifongiques a été obtenu a partir des actinomycetes
(Kunnari et al., 1997 ; Hoshino et al., 2004 ; Noemi et al., 2005 ; Atta , 2010 ), des
bactéries a Gram positif, de haut coefficient de Chargaff (GC%), a aspect genéralement

filamenteux, et trés répandues dans I’environnement (Goodfellow et Williams, 1983).

Le genre Streptomyces est le plus exploité pour ses nombreuses propriétés antagonistes
et continue d’attirer 1’intérét de plusieurs laboratoires dans le monde (Hwang et al., 2001 ;
Getha et al., 2005 ; Pandey et al., 2005 ; Vasavada et al., 2006 ; Prapagdee et al., 2008).
En effet, ce genre est a ’origine d’environ 70% des molécules antibiotiques utilisées en

médecine et 60% des antifongiques utilisés en agriculture (Jyotish et al., 2008).

De nos jours, la recherche de nouvelles molécules actives a partir des actinomycetes est
une orientation qui privilégie beaucoup de chercheurs (Parungao et al., 2007 ; Rizk et al.,
2007 ; Sibanda et al., 2010 ; Arifuzzaman et al., 2010 ; Cwala et al., 2011 ; Emelda et al.,
2012).

Ceci s’explique, d’un part, par la prolifération des souches pathogénes résistantes aux
antibiotiques et aux antifongiques, particulierement dans les environnements hospitaliers, un
phénoméne qui a connu une augmentation fulgurante durant cette derniére décennie (Ceylan
etal., 2008 ; Awad et al., 2009 ; Kumar et al., 2010 ).

En effet, Plusieurs travaux menés en Algérie ont signalé 1’apparition de nouvelles
souches bactériennes multirésistantes aux antibiotiques cliniqguement utilisées dont certains
sont des céphalosporines de troisieme et quatrieme générations. (Touati et al., 2006 ; Messai
et al., 2008).

Et d’autre part, I’apparition et I’émergence de nouvelles pathologies et maladies infectieuses
telles que le SIDA, le virus Ebola, la maladie du légionnaire... etc. (Demain et Lancini,
2006).
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Dans la méme optique, nous avons cherché a étudier la capacité de quelques souches

d’actinomycetes a produire des métabolites antimicrobiens (antibiotiques et antifongiques).

La premiere partie ce travail (bibliographie) traite la taxonomie des actinomycetes, leur
écologie ainsi que de leur importance. Un apercu sur quelques microorganismes pathogenes

est également donne.

La seconde partie dite expérimentale s’occupe de I’étude ou I’identification
morphologique de quelques souches d’actinomycétes ainsi que la mise en évidence de leurs
activités antimicrobiennes.

Ces resultats obtenus sont comparés et discutés dans la troisiéme partie.

Enfin, la derniére partie concernera la conclusion finale et soulignera les perspectives de
ce travail.
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1/ Définition
Les actinomycétes sont des microorganismes trés ubiquitaires, que 1’on rencontre sur

tout les substrats naturels .

Il s’agit de bactéries a Gram positif, filamenteuses dont la croissance donne lieu a des
colonies constituées d'hyphes, qui irradient par croissance centrifuge tout autour du

microorganisme qui leur a donné naissance (Rastogi et Kishore, 1997).

Cela explique leurs dénominations en grec « champignons a rayons » ou

champignons rayonnants », expression utilisée pour les désigner en anglais (Ray fungi)
(Das et al., 2008).

2/ Ecologie

Les actinomycetes constituent une part importante de la microflore tellurique: 10 a 20%
ou parfois plus (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Ishizawa et Araragi, 1976).
La plupart des actinomycetes sont saprophytes mais quelques uns peuvent étre pathogénes
( genre Nocardia ou Corynebacterium diphteria ) ou symbiotes des plantes et des animaux
( genre FRANKIA) (Suzuki et al., 1994).

3/ Croissance et physiologie

En général, les actinomycétes sont des hétérotrophes, mais plusieurs especes sont
capables aussi de croissance chimio-autotrophe (Ensign et al., 1993). Physiologiquement, il
est possible de distinguer les formes aérobies qui sont de trés loin les plus nombreuses, et des

formes anaérobies trouvees primitivement chez les animaux et ’homme.

Les actinomycétes préferent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement mésophiles,
d’autres sont thermophiles tolérants des températures avoisinant les 50°C et peuvent aller

jusqu’a 60°C (Omura, 1992).

Ils peuvent utiliser une grande variété de substances comme sources de carbone et
d’azote telles la chitine, la kératine, la cellulose, le xylane, le plastique, la gélatine, la
caséine et 'urée (Mariat et Sebald, 1990 ; Korkmaz et al., 2003 ; Kang et Kondo,
2004 ; Oulmi, 2004 ; Pelmont, 2005 ; Kitouni, 2007 ; Jaradat et al., 2008 ; Hernandez
etal.,, 2008 ; Khan et al., 2008 ; Mane et al., 2009 ; Aboul-Enein et al., 2010 ).
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Ces bactéries sont caractérisées par une croissance plus lente que celles des autres
bactéries. Elle est variable : allant de quelques jours a quelques semaines selon espéces et les

conditions de cultures (De Jager et al., 2009 ; Saurav et kannabiran , 2010 ) .

Sur milieu solide les actinomycétes sont caractérisées par une couleur spécifique aussi
bien pour le mycelium aérien que celui du substrat, qui forcément n’est pas la méme (Keulen
et al., 2003).

4- Taxonomie, classification et identification

La taxonomie et I’identification des actinomycetes sont basées sur plusieurs critéres :

morphologiques, chimiques , physiologiques et moléculaires .

L’identification des genres est facilitée par les études morphologiques ( mycélium
fragmenté ou non, présence ou non de mycélium aérien, couleur des mycélia, production
des spores,.... etc) tandis que les criteres physiologiques ( tolérance au chlorure de
sodium, croissance en différentes valeurs de température et de pH, recherche des enzymes
et différents métabolites intermédiaires et terminaux) et moléculaires ( détermination du
(G+C)%, séquencage des génes de I’ARNr 16S, hybridation ADN-ADN (ex. hybridation
ADN-ADN) séparent les especes (Smaoui, 2010).

Les actinomycetes forment un grand groupe de microorganismes procaryotes et sont

rattachés a I’ordre des Actinomycétales crée par Buchanan en 1916 (in Goodfellow , 2012).

Plusieurs réévaluations systématiques récentes de 1’ordre refletent 1’intégration de données

moléculaires notamment la séquence du géne ARNr 16s.

Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans le Bergey’s manual (2012)
renferme cing classes : Acidimicrobiia, Coriobacteriia , Nitriliruptoria , Rubrobacteria et
Thermoleophilia qui sont subdivisées en 19 ordres, 50 familles et 221 genres ( Goodfellow ,
2012).

5- Cycle de développement des actinomycétes
Les actinomyceétes ont un cycle de développement complexe (fig n°1) ,.

Il débute par la germination d’une spore, qui donne naissance a un mycélium primaire

formé d’hyphes qui se ramifie. Le développement du mycélium de substrat vers la
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partie superficielle donne le mycélium “secondaire” ou aérien, les extrémités des hyphes
aériens se différencient pour former des spores, qui sont des agents de dissémination (Kim et
al.,2004).

Les hyphes aériens des actinomycétes subissent une série de changements développement
qui donneront naissance aux spores (Miguélez et al., 2000).Ces spores sont soit isolées, soit
groupées en chaines ou méme enfermées dans un sporange. Elles sont de diverses formes,

d’aspect lisse et ridée.

Certains actinomycetes forment des structures particuliéres (sclérotes, sporanges,
synemata,...) qui ne correspondent ni au mycélium ni aux spores et dont la fonction n’est pas

toujours définie.

Les sclérotes, trouvés chez Chainia sont constitués par une masse d’hyphes cloisonnées dant

les vacuoles sont chargées de glycérides et d’acides gras ramifiés.

Les sporanges sont des sac contenant des spores. Ils peuvent étre rencontrés sur le mycélium
aérien bien développé ou sur la surface de colonies dépourvues ou ayant un mycélium aérien

peu développé.

Les synnemata, appelés également corémies, sont des assemblages compacts d’hyphes
dressées, parfois fusionnées et portant des conidies apicales ou latérales Cette structure est

caractéristique du genre Actinosynnema ( Theilleux et al., 1993).

Fig n° 1 : Coupe transversale d’une colonie d’actinomycetes avec des hyphes vivant
montrant le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec des chaines de conidiospores
(Prescott et al., 2010).

6/ Importance
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Les actinomycéetes ont fourni un nombre considérable de composés bioactifs de haute
valeur commerciale, et sont recherchés de fagon routiniére dans le but de découvrir de

nouvelles substances bioactives (Vijayakumar et al., 2007).
6-1/ Domaine médical et pharmaceutique

Les métabolites secondaires produits par les actinomycetes présentent un grand
nombre d'effets biologiques diverses, notamment des activités antimicrobiennes . Ils sont

doués aussi d’une activité et aussi antifongique, antivirale, anticancéreuse (Demain, 2009).

En plus de la production d’antibiotiques, les actinomycétes produisent un grand nombre
d’autres métabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités biologique, tel que des
enzymes utilisées ( les transglutaminases , les xylanases et les cellulases ), des inhibiteurs
d’enzymes , des immunosuppresseurs, des toxines et des pesticides (Rawashdeh et al.,
2005 ; Li et al., 2005 ; Dairi, 2005 ; Pizzul, 2006) .

6-2 Domaine agronomique

Les actinomyceétes ont :

» Une capacité de produire une large variété d’hydrolases extracellulaires, qui leur
conferent un réle dans la décomposition de la matiére organique dans le sol
(Goodfellow et Williams, 1983).

» Un pouvoir antagoniste prononcé leur confere un role dans la distribution
écologique des microorganismes et dans la lutte biologique contre certains agents
phytopathogénes du sol (Goodfellow et Williams, 1983).

> Un rdle important dans les processus de recyclage et de biodégradation de la
matiére organique et des éléments minéraux et contribuent ainsi a la fertilisation
des sols (Goodfellow et al., 1984).

» Un grand pouvoir de transformation des substances organiques complexes
difficilement ou non dégradables par les autres microorganismes, tels que les
polymeéres complexes, les polysaccharides, les lignocelluloses,la chitine ... etc.
(Lechevalier, 1981 ; Goodfellow et Williams, 1983).
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> Une capacité de recycler certaines toxines produites par des champignons
toxinogénes et reduire aussi leur teneur dans les produits finaux en agro-

alimentaire (Holzapfel et al., 2002).
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1-Klebsiella pneumonie

1-1-Habitat

Klebsiella pneumoniae est une espéce pathogene opportuniste (Brisse, 2004).Elle est
fréguemment rencontrée dans la nature : eaux de surface, du sol, du bois et des végetaux (El
Fertas-Aissani et al., 2012). Elle est présente dans le tube digestif de I’homme et des

animaux et elle est commensale des voies respiratoires (Joly et Reynaud, 2002).
1-2-Caracteres bactériologiques

1-2-1-Caractéres morphologiques

Les bactéries appartenant a 1’espéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif, immobiles, non sporulés, anaérobies facultatifs et appartiennent a la famille des

Enterobacteriaceae (El Fertas-Aissani et al., 2013).

1-2-2-Caracteres culturaux

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C sur des milieux non sélectifs et des milieux sélectifs
lactosés les colonies sont rondes, grandes de 3 & 4 mm de diamétre et d’aspect

muqueux a cause de la présence de capsule (Joly et Reynaud, 2002)
1-2-3-Caractéres biochimiques
Les principaux caractéres sont mentionnés dans le tableau 1 :

Tab 1 : Principaux caracteres biochimique de Klebsiella pneumoniae.(Joly et
Reynaud, 2002).
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1-3- Pouvoir pathogene

Klebsiella pneumoniae est un agent classique et majeur d’infections nosocomiales en
général et  néonatales  particulierement  (Boukadida et al., 2002).
Elle est I'une des principales espéces bactériennes impliquées dans les infections
urinaires (IU) (Ben Haj Khalifa et al., 2010) .

Elle fait partie du groupe KES (Klebsiella, Enterobacter , Serratia) qui est d’une grande

importance en clinique hospitaliére ( Nedjai , 2011).

Klebsiella pneumoniae est a I’origine d’infections survenant dans les unités de soins
intensifs (USI) et peut également causer des bactériémies, d’abces cérébral et des maladies
chroniques comme la méningite (Joly et Reynaud, 2002 ; Botelho, 2007 ; Carpentier et al.,
2012).

1-4-Résistance aux antibiotiques

1-4-1-Résistance naturelle

K. pneumoniae posséde naturellement un gene codant pour une pénicillinase
chromosomique (avec plusieurs variants SHV, LEN, OKP) qui Ilui confére une
résistance a bas niveau aux peénicillines . Cette pénicillinase est sensible a I'action des
inhibiteurs (acide clavulanique, tazobactam). Ainsi, le phénotype sauvage de K. pneumoniae
est sensible aux associations amoxicilline (ou ticarcilline) + acide clavulanique et
pipéracilline + tazobactam ainsi qu'a I'ensemble des céphaloporines. Elle est également
sensible aux ceéfamycines, a I'aztréonam et aux carbapénémes (Courvalin et al.,2006).
Concernant les autres antibiotiques, K. pneumoniae est sensible aux aminosides, aux

fluoroquinolones, a la fosfomycine et au cotrimoxazole.
1-4-2-Résistance acquise

K .pneumoniae joue un rdle majeur dans I’apparition et/ou la dissémination des mécanismes

de résistance, en particulier vis-a-vis des R-lactamines (Davis, 1987).
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2-Pseudomonas aeruginosa
2-1-Habitat

Pseudomonas aeruginosa est largement répandu dans 1’environnement. C’est une bactérie
ubiquitaire, qui vit a I’état saprophyte dans I’eau, le sol, les végétaux, et sur des surfaces

inorganiques (Floret, 2009).

2-2-Caractéristique microbiologique

2-2-1-Caractéres morphologiques

Pseudomonas aeruginosa est un bacille fin de 1,5 a 3 pm de longueur et 0,5 a 0,8
pm de largeur (CHAKER H, 2012). C’est une bactéric a Gram positif , non sporulée ,
strictement aérobie et trés mobile grace a la présence de plusieurs flagelles polaires (Berche
etal., 1989) .

2-2-2-Caractéres Culturaux

Aprées 24 h d’incubation sur la gélose nutritive , les colonies sont d’une grande taille (1-3 mm

), & bord irréguliers, en ceuf sur le plat, tres petites (1-2 mm), lisses et bombées.

Certaines souches isolées d’infection chronique ont un aspect muqueux et donnent alors des

colonies trés visqueuses (Berche et al., 1989) .
2-2-3-Caractéres biochimiques

Les caracteres métaboliques caractéristiques de cette espece sont : la réduction des nitrates
allant souvent jusqu’au stade azote gazeux , la présence d’oxydase , la présence d’une

Iécithinase et la dégradation du glucose et du D-arabinose (Lilet et al., 1983).
2-3-Pouvoir pathogéne

Les infections a P.aeruginosa surviennent chez les sujet agéset les immunodéprimeés
(cancéreux), présentant des affections intercurrentes (insuffisance, respiratoire, brdlure)
(Denis et al., 2011) .

2-4-Résistance aux antibiotiques
Cette bactérie posseéde une résistance naturelle a un grand nombre d’antibiotique comme la

pénicilline des groupes V, G, M et A. Aussi a la plupart des céphalosporines et aux
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kanamycine et quinolones de premiere et deuxiéme génération en raison de la production

d’une Beta-lactamase (Poole ,2004).

3-Escherichia coli

3-1-Habitat

C’est  I’espéce  dominante de la  flore  aérobie du  tube  digestif.
E.coli ou colibacille est habituellement une bactérie commensale qui peut devenir pathogéne
si les défenses de 1’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence

particuliers (Nauciel et Vildé, 2005).
3-2-Caracteres microbiologiques

3-2-1-Caractéres morphologiques

E.coli est un bacille a Gram négatif. La plupart sont mobiles, a ciliature péritriche , ou dotées
de pili ou fimbriae et des adhésines . d’autre sont immobile (Berche et al., 1989) .

3-2-2-Caracteéres culturaux

E.coli croit apres 24 h a 37°C en donnant des colonies de 2 a 3 mm de diamétre (Berche et
al., 1989) .

3-2-3-Caractéres biochimiques

Ces bactéries sont identifiées par les tests suivant : fermentation du lactose, du mannitol et de
sorbitol, production d’indole, présence de [3-galactosidase. Les caracteres négatifs sont :
citrate de Simmons négatif, ’absence d’uréase et désaminase, absence de production d’H2S

ou d’une désaminase du glucose (Berche et al., 1989) .
3-3-Pouvoir pathogéne

Des nombreuse infection a E.coli peuvent se rencontrer , Certaines localisées aux voies
digestives : on distingue 5 pathovars : E. coli entéropathogeéne (diarrhées infantiles), E. coli
entérotoxinogene (turista), E. coli entéroinvasif (invasion des cellules intestinales), E. coli
entérohémorragique (diarrhées sanglantes), E. coli entéroadhérent (diarrhée du voyageur) qui

provoquent des diarrhées aqueuses et par fois glaireuses ou hémorragiques avec fievre et
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douleur abdominale ,et d’autre au voies urinaires :ll s’agit de cystites traduisant par une

dysurie, une pollakiurie et fievre peu élevée (Berche et al., 1989) .
3-4- Reésistance aux antibiotiques

3-4-1-Résistance naturelle

Ces souches sont sensibles sont a toutes les béta-lactamines, malgré la présence d’une
céphalosporinase chromosomique d’espece de classe C qui est exprimée a trés bas niveau

(présente mais non détectable) ( Zahar et Moumile ,2007).
3-4-2-Résistance acquise

Cette souche est résistante a ’ensemble des pénicillines et céphalosporines en particulier aux
C3G (CTX, CAZ) et aux monobactames (ATM) et a AMX mais les carboxypénicillines (TIC)
et les acyluréidopénicillines (PIP) restent actives ( Zahar et Moumile ,2007).

4-Morganella morganii
4-1-Habitat

Morganella morganii se trouve normalement dans le sol, I'eau, les eaux usées, et fait

également partie de flore fécale de ’homme (Chou et al., 2009).
4-2-Caracteres bacteriologiques

4-2-1-Caracteres morphologique

Morganella morganii se présente sous la forme de bacille flagellé ou non, de 0,6 a 1 pm de

diametre, sur 1 a 3 pm de longueur (Freney et al., 1994).

4-2-2-Caracteres biochimiques

Morganella morganii est une bactérie aéro-anaérobie facultative, ne fermente pas le
lactose et ne produise pas de 1’H2S, la réduction des nitrates en nitrites et métabolisme du

tryptophane en indole sont positives (Sinan Bilgin et al., 2003).

Page 12



4-2-3-Caracteres culturaux

Cette bactérie ne possede pas la gélatinase, mais possede la nitrate réductase et la

tryptophanase (Sinan et al., 2003).
4-3-Pouvoir pathogene

Moraganella morganii est reconnue comme étant un pathogene commun responsable
d’infections opportunistes dans les voies respiratoires, urinaires et aussi les infections des

plaies (Kim et al., 2007).
4-4-1La résistance aux antibiotique

4-4-1-Résistance naturelle

Morganella morganii est naturellement résistante a la colistine. Elle produit aussi une

[é ta-lactamase chromosomique de classe C de type AmpC (Barnaud et al., 2000).

4-4-2-Résistance acquise

La résistance aquise de Morganella morganii aux antibiotiques peut étre dii e a la
production de :

> pé ta-lactamases chromosomiques de classe C: des mutations entrainant la
production constitutive a haut niveau de la céphalosporinase chromosomique de type
AmpC peuvent étre responsables de la résistance acquise de M. morganii a la
ticarcilline, a ticarcilline-clavulanate, aux céphalosporines de troisiéme génération et a
I’aztréonam.

> Pé ta-lactamases de classe A a spectre étendu (BLSE) : une beta-lactamase de type

SHV a été décrite dans une souche clinique de M. morganii (Barnaud et al., 2000) .
5-Citrobacter freundii
5-1-Habitat

Les bactéries du genre Citrobacter sont des saprophytes répandus dans 1I’environnement. Elles

colonisent aussi les intestins de I’homme et des animaux (Cuiraut, 1998).
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5-2-Caractéres microbiologiques

5-2-1-Caractéres morphologiques

C.freundii sont des bacilles droits a Gram négatif, mobiles, isolés ou groupés en paires

d’environ 1.0 um de diametre sur 2.0 a 6.0 um de longueur (Euzéby,2000., Guechi,2002 ).
5-2-2-Caracteres culturaux

Sur gélose nutritive les colonies apparaissent lisses, légérement convexes et a contour régulier
(Cuiraut, 1998 ; Euzéby, 2000 ).

5-2-3-Caractéres biochimiques

C.freundii est une bactérie mobile qui produit du H,S et fermente la plupart des sucres : D-

glucose , L-rhamnose , D-saccharose , D- melibiose et L-arabinose .
Elle posséde une B-galactosidase et une citratase (Euzéby, 2000).
5-4- Pouvoir pathogéne

C. freundii est considérés comme potentiellement pathogéne pouvant étre responsables des
infections principalement du tractus urinaire, de diarrhées et de toxi-infections alimentaires

qui se traduisent par une gastroentérite sévére (Cuiraut, 1998).
5-5-La Résistance aux antibiotiques

C.freundii fait parti des entérobactéries qui produisent naturellement une P-lactamase

chromosomique.

Il possede aussi une céphalosporine inductible, lui conférant une résistance  aux
aminopénicillines, aux céphalosporines de premicre génération et a l’action de 1’acide

clavulanique (Robin et al., 2012).
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6- Salmonella sp
6-1-Habitat

Les salmonelles sont des bactéries de I’intestin, Chez nombreux sujet, elles peuvent € tre

présentes sans entrainer de symptomes.

Elles colonisent les muqueuse intestinale et 1’iléum chez I’homme. Le principal réservoir des

salmonelles est le tractus gastro-intestinal des homme et des animaux (Berche et al., 1989).
6-2-Caracteres microbiologiques

6-2-1-Caractéres morphologiques

Salmonella sp est un bacille a Gram négatif, de 2 & 3 um de longeur et 0,6 um de large,

mobile gréce a ciliature péritriche (Berche et al., 1989).
6-2-2-Caracteres culturaux
Aéroanaérobie, se cultive facilement sur milieu ordinaire en 24h.

Les colonies de Salmonella sont lisses de type (s), a bords réguliérs mesurant 2 a 3mm apres
24h d’incubation a 37 C° (Berche et al., 1989).

Sur milieu S-S les colonies apparaissent incolores a centre noir car elle ne fermentent pas le

lactose et produisent du H,S (Berche et al., 1989).
6-2-3-Caracteres biochimiques

Tab 3 : Caractéres biochimiques de Salmonella (Berche et al., 1989)

Oxydase

prpduction du gaz
Fermontation du lactose
Production de I’Uréase
Désaminase

Gélatinase

Production d’Indole
décarboxylase

Production de ’acétoine par
fermontation du glucose

* | Fermentation du glucose +
sulfuré

* | Production del’hydrogéne

* | Production de lysine-

* | Nitrate réductase
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6-3- Pouvoir pathogéne

Les salmonelles non typhiques sont 1’'une des principales causes des syndromes
gastro-enteritiques qui sont dds essentiellement a des toxi-infections alimentaires survenant

parfois en collectiviteé.

La contamination humaine se fait le plus souvent par la consommation d’aliments

contaminés.

Actuellement, les infections sont principalement dues a quelque sérovars dont Salmonella

enteridis et S.typhimurium.

Elle cause une fiévre a 39°C- 40°C, des douleurs abdominales, des nausées des vomissements

et un syndromes diarrhéique fait de selles liquides et fétides.

L’évolution est le plus souvent spontanes, favorable en 3 a 5 jours , mais chez le sujet
fragilisé (jeune enfant , immunodéprimeé ) ces bactéries peuvent entrainer la possibilité de

bactériémies avec des localisationes secondaires (Berche et al., 1989)
6-4-La résistance aux antibiotiques

Les salmonelles responsables de fiévre typhoides sont trés sensibles a la plupart des
antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram positif ; en particuliers au chloramphénicol a

I’ampicilline, aux céphalosporines, aux tétracyclines et au trinméthoprime-sulfanéthoxazole.

Les souches de salmonelles a I’origine de toxi-infection sont beaucoup plus souvent résistant
a plusieurs antibiotiques du fait de 1’acquisition de plasmides codant pour des résistances
multiples cela est probablement li¢ a 1’usage treés répandu des antibiotiques chez les animaux

qui constituent le réservoir de ces bactéries (Berche et al., 1989) .
7-Enterobacter cloacae
7-1-Habitat

Les Enterobacter sont présents dans 1I’environnement, et peuvent étre retrouvés au niveau du

sol, de I’eau, des plantes et des animaux.
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Cette bactéries est également retrouvée au niveau de la flore normale du tractus gastro-
intestinal de I’homme (Denis.F et al., 2007)

7-2-Caractéres microbiologiques

7-2-1-Caractéres morphologiques

Les Enterobacteres cloacae est un bacille a Gram négatif (Guérin, 2015).
7-2-2-Caractéres culturaux

Les colonies d’E.cloacae apparaissent sur gélose ordinaires aprés 18h d’incubation a 35C° en

atmosphére aérobie anaérobie ou enrichie en CO, (Guérin., 2015).

7-2-3-Caractéres biochimiques

Se sont des bactéries :

e mobiles
e ONPG:+
e VP:+

e fermentation des sucres : glucose +

e réduction des nitrates en nitrites : + métabolisme du tryptophane en indole
e ONPG: +

e H2S:-

e Urease: —

(Guérin., 2015).
7-3-Pouvoir pathogene

Se sont des pathogenes opportunistes responsables en milieu hospitalier surtout, d’infection

urinaires et de bactériémies (Denis et al., 2007) .
7-4- Résistance aux antibiotiques

E.cloacae est une bactérie multi-résistante aux antibiotiques. Elle résiste aux céphalosporines
de 3éme génération (C3G) par hyperproduction de la céphalosporine (AmpC) chromosomique
et/ou par acquisition de geénes codant pour les B-lactamases a spectre étendu (BLSE)
( Guérin., 2015).

Page 17



8-Entérococcus
8-1-Habitat

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui appartiennent au groupe sérologique D, se

sont des commensaux de I’intestin (Berche et al., 1989).
8-2-Caractéres microbiologiques

8-2-1-Caractéres morphologiques

Le genre Enterococcus est constitué du cocci a Gram positif, groupés par paires ou en courtes

chainettes, non sporulées et non mobiles. .
8-2-2- Caracteres culturaux

Se sont des bactéries anaérobies facultatives, généralement micro-aérophiles et tres exigeants
au point de vue nutritionnel. Ells se développent bien a 37°C et aussi a 10°C et a 45°C
(Berche et al., 1989).

8-2-3-Caractéres biochimiques

Le métabolisme est fermentatif avec formation d’acide L-lactique comme produit final de
fermentation du glucose. La catalase n’est pas produite, mais certaines souches peuvent

produire un pseudo catalase (Guiraud, 2012).
8-3-Pouvoir pathogéne

Les entérocoques peuvent étre impliqués dans des infections urinaires et des endocardites. On
les trouve fréquemment dans les suppurations intra-abdominales, en général associés a

d’autres bactéries . Les infections localisées peuvent étre a 1’origine de bactériemies.
La place des Entérocoques dans les infections nosocomiales tend a augmenté (Denis, 2011).
8-4-Résistance aux antibiotiques

Ils ont une résistance naturelle a certains antibiotigues comme: les quinolones, les
polymyxines et les aminosides (bas niveau de résistance). Ils sont aussi résistants aux

céphalosporines et aux pénicillines M (Guiraud, 2012).
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9-Bacillus
9-1-Habitat

La plupart des especes du genre Bacillus sont saprophytes et tres répandues dans la nature,.
Se sont des bactéries telluriques, que 1’en rencontre également dans 1’eau et 1’air, ainsi que

dans les produites alimentaires ( lait en poudre , épices...etc ).

La formation de spore leur confére une tres grande résistance dans le milieu extérieur
(Nauciel et al., 2005 ;Denis, 2011)

9-2Caracteres Microbiologique

9-2-1-Caractéres morphologiques

Les espéces appartenant au genre Bacillus sont des bacilles a Gram positif, de grandes taille
(3a5 umsur 1.25 um/ L), avec souvent des extrémités carrées pouvant se présenter dans les
produits pathologiques en courtes chainettes.

Les Bacillus sont le plus souvent mobiles par ciliature péritriche sauf B.antracis toujours
immobiles (Denis et al., 2011).

9-2-2-Caractéres culturaux
Ces bactéries sont aérobies ou anaérobies facultatives qui poussent sur les géloses ordinaires.

Elle donnent des colonies de grande taille, a contour irrégulier et mat (Grosjean et al., 2011).

9-2-3-Caractéres biochimiques

Tab 4: Caracteres biochimiques qui différencient les especes de Bacillus (Denis et al.,

2011)
Bacillus Bacillus cereus Bacillus subtilis
anthracis
Chainettes + + -
Mobilité - + +
Culture + + -
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anaérobiose

Réduction des + \ +
nitrates

Production - - -
d’indole

V : variable
9-3-Pouvoir pathogéne

Apres ingestation d’aliment contaminé, on observe des symptomes a type de vomissements
rapidement aprés 1’ingestation (0.5 & 5 h) s’il s’agit d’absorption de toxine préformée, au plus
tardifs (8 a 16 h) avec douleurs abdominales, diarrhées, nausées, quand la production
d’entérotoxines se produit in vivo apres prolifération des germes ingérés en grande quantité

(10" & 10° bactéries / gramme d’aliments)

Divers aliments peuvent étre incriminés allant de viandes, au riz, aux pommes de terre

déshydratés, aux sauces tomates instantanées (Denis et al., 2011).
9-4-Résistance aux antibiotiques

Cette bactérie est résistante aux triméthoprime, érythromycine et a la lincomycine.

Bacillus subtilis et Bacillus clausii sont résistants au chloramphenicol, a la tetracycline, a la
rifampicine et la streptomycine (David et al., 2012).

10-Staphylococcus sp

10-1-Habitat

Répandu  chez T’homme et dans de  nombreuses  espéces  animales.
chez I’homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au
niveau des muqueuses (principalement les fosses nasales) et des zones cutanées humides
(Nauciel et Vildé, 2005).
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10-2-Caracteres microbiologiques

10-2-1-Caractéres morphologiques

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, sphéeriques, de 0.8 @ 1 um de diametre,
regroupés en diplocoque ou en petits amas (grappe de raisin).lls sont immobiles, asporulés ,

habituellement sans capsule visible au microscope optique sauf pour tres rare souches

(Berche et al., 1989) .

10-2-2-Caractere culturaux

Ces bactéries se cultivent facilement en 24h sur des milieux ordinaires.
Les colonies de s. aureus isolées sur milieux sélectifs (milieu hypersalé de Chapman) sont
convexes, lisses, de 1 a 4 mm de diamétre, et peuvent produire un pigment jaune doré ou

citrin non diffusible (Berche et al., 1989) .

10-2-3-Caractéres biochimiques

Les principales caractéristiques biochimiques qui différencient les espéces de

Staphylococcus sont mentionnées dans le Tableau 5 :

Tab 5: Principaux caracteres biochimique de staphylocoques (berche et al., 1989)

2 2 = 3 2_8 2
= c o S < csS 2o @2 <
S c o o = - .2 o A%
O P » 3 e 8 S
S.aureus + + + b - +
S.intermidius + + - - - -
S.coagulans + + + + - +

10-3-Pouvoir pathogene

Les infections staphylococciques sont observees dans de multiples situations cliniques, aussi

bien en pathologie communautaire qu'en pathologie nosocomiale.
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Lorsqu'un site contaminé, cutané ou muqueux, subit un traumatisme accidentel ou
chirurgical, Staphylococcus aureus gagne alors les tissus sous-jacents et entraine une
infection locale capable de déborder les mécanismes locaux de la phagocytose. Outre les
infections cutanées ou sous-cutanées, les bactériémies a staphylocoque peuvent alors entrainer
des infections métastatiques, notamment au niveau de I'endocarde, de I'appareil

ostéoarticulaire, du poumon, etc.

De multiples facteurs pathogéniques ont été mis en évidence chez S. aureus, impliquant en
particulier des phénomeénes d'adhésion, de formation de biofilm, d'échappement a la réaction

immunitaire et de sécrétion de toxines.

Les infections causées par les staphylocoques a coagulase négative sont généralement plus

torpides, et souvent associées a un corps étranger. Leur physiopathologie, moins bien connue,
implique principalement la formation de biofilm et I'échappement immunitaire (Batard et al .,
2007).

10-4-Resistance aux antibiotiques
10-4-1-La résistance naturelle

Les staphylocoques sont naturellement résistants a la colistine et a 1’acide nalidixique

(Leclercq, 2002).
10-4-2-La reésistance acquise

Les staphylocoques peuvent présenter plusieurs mécanismes de résistance acquise aux
antibiotique de la famille des R-lactamines , des aminosides et des Macrolides et peuvent
développer une résistance a certains antibiotiques de la famille des cyclines, des phénicolés
ainsi que des sulfamides et des antibiotiques associees (Schmitz et al., 2000 ; Leclercq,
2002 ; Aujjar, 2006).

11-Saccharomyces cerevisiae

11-1-Habitat

Saccharomyces cerevisiae, qui est la levure de biére classique, est largement utilisée dans

I’industrie agro-alimentaire .Elle peut étre retrouvée dans les selles sans qu’elle exerce de role
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pathogene. Habituellement isolée de prélévements issus du tractus digestif ( Bouchara et al.,
2010) .

11-2-Caracteres microbiologiques

11-2-1-Caracteres morphologiques

Les blastospores sont ovoides, globuleuses ou cylindriques , de grande taille, isolées ou en

amas ( Boucharaetal., 2010) .
11-2-2-Caracteres culturaux

Les colonies de S.cerevisiae sont luisantes et lisses, plus ou moins rugueuses , de couleur
blanche a créme, a bords nets qui poussent en 4 a 5 jours sur milieu de Sabouraud
( Boucharaetal., 2010) .

11-2-3-Caracteres biochimiques

Cette levure assimile de nombreux hydrates de carbone. Elle fermente le glucose et parfois le
galactose, le saccharose, le maltose et le raffinose.

Elle ne réduit pas les sels de tétrazolium ( Bouchara et al., 2010) .
11-3-Pouvoir pathogéne

Les infections a Saccharomyces cerevisiae restent toutefois rares, elles touchent les
prématurés ou les patients trés amoindris. Cette levure est a [’origine de lésions
superficielles : buccales, anales, et génitales. ou profondes : fongémies transitoires (suite a la

souillure d’un cathéter), endocardites sur prothese et septicémie (Bouchara et al., 2010).

11-4-Resistance aux antibiotiques

La plupart des souches sont résistantes au fluconazole , au voriconazole et aux polyénes (
Christian , 2013).

12-Candida spp
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12-1-Habitat

Les levures du genre Candida sont les plus fréquentes en pathologie hummaine. C.albicans
qui est la plus fréquente, puisque saprophyte du tube digestif de I’homme (KOENIG ,1995).
Elles peuvent aussi étre isolées principalement des muqueuses oro-pharyngées de 1’homme
( Bouchara et al., 2010).

12-2- Les caracteres bactériologique

12-2-1-Caracteres morphologique

Tab 6 : Principaux caracteres microscopiques des Candida spp (Bouchara et al., 2010)

Candida albicans Candida glabrata
Multiplication Végétative Végétative
Blastospores ovoides,de 6 a 10 um | ovoides, de petite taille (3a4 um de
delongsur4 a7 um large).
de large, associées a | Pas de filaments mycéliens, ni de
des filaments pseudomycélium (excepté sur
mycéliens et du milieu carenceé en azote).
pseudomycélium
Production de chlamydospores Positive Négative

12-2-2-Caracteres culturaux

Tab 7 : Principaux caractéres culturaux des Candida spp (Bouchara et al., 2010)

Candida albicans Candida glabrata
Colonies blanches, crémeuses, lisses a bords nets Colonies blanches lisse et
De forme ovoide , cylindrique brillantes

12-2-3-Caractéres biochimiques
Tab 8 : Caractéristiques biochimiques des Candida spp ( bouchara et al., 2010)

Candida albicans Candida glabrata

Ils produits différents enzymes de N-acétyl-glucosaminidase, = Glucose positif assimile le

les deux ne sont donc pas différenciables sur les milieux tréhalose qui mis a profit
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chromogéniques dans le kit Glabrata

12-3-Le pouvoir pathogene
Candida albicans

A la faveur d’un déséquilibre de la flore endogéne ou d’un déficit immunitaire (Age,
grossesses, SIDA, diabéte, cancer...), La chirurgie surtout digestive et cardiaque, les

transplantations d’organes, la pose de catheters intra-veineux de prothéses ....ect

cette levure peut se comporter en pathogéne et pésenter un caractére invasif c’est le principal
agent des condidoses cutanéo-muqueuses, mais aussi des candidoses systémiques et des

candidoses disséminées.
Candida glabrata

Elle est principalement impliquée dans des candidoses digestives et génitales ( vaginites chez
la femme ) , mais aussi profondes( septicémies) en particulier chez les patients hospitalisés
dans les services de cancérologie et de chirurgie digestive (KOENIG ,1995,. Bouchara et
al., 2010).

12-4-La résistance aux antibiotiques

Des espéces de Candida sont considérées comme résistantes au fluconazole, en particulier C.
glabrata et C. krusei. Par ailleurs, des espéces habituellement sensibles au fluconazole
peuvent se revéler résistantes a cet agent par induction de mécanisme d’efflux ou par mutation

du géne.

Si la résistance aux éechinocandines est rare, elle reste possible, en particulier pour C.
parapsilosis , et acquise pour les especes habituellement sensibles comme C. albicans ou C.

glabrata par mutation de géne (Arnould et floch 2015) .
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I. matériel biologique

Les souches d’actinomycétes étudiées ont été fournies par notre encadreur MY MERIANE

ILHEM chacuneavait un code selon la table suivant :

Tab 9 : le code des souches d’actinomycétes

N° de la souche Code
S1 AlIA-SDS-FL
S, AlIA-SDS-OMC
S3 SGIA-STDC-CERVETTA
Sy SGIA-STDC-ZANSPHORIA
Ss GAA-BL-EX-SDC-M,
Se SGTA-SDC-CR
S, SCN-SD-JN
Sg SGIA-SDC-BCR
So SGIA-ST-BGIA
S10 KA-SDS-OFR
I.  Méthodes

1. lIdentification des souches
L’identification s’est basée essentiellement sur  I’étude des caractéristiques

macromorphologiques et micromorphologiques des souches.

1.1/ Les caractéristiques macromorphologiques

Il s’agit de déceler :
e Laprésence ou I’absence du mycélium aérien et sa couleur
e La couleur du mycélium du substrat
e Laproduction et la couleur de pigments diffusibles

e La production de pigments mélanoides

Page 27



Ces caractéristiques ont été notées sur les milieux : ISP2, ISP5, la gélose 172F modifiée etla
gélose Bennett's-glycerol.

Quant a la production des pigments mélanoides, elle a été observée sur les deux milieux :
ISP6 et ISP7(Annexe)

Les observations ont été réalisées aprés le 3°™, 5°m¢ 7éme 10fMe  15Me et 20°™ jours
d’incubation a 30°C. (Shirling et Gottlieb, 1966 ;Goodwich, 2005).)

Les couleurs des colonies ont été déterminées en utilisant le code « RAL » (édition 2016)(

Annexe) , un systéme proposé par Prauser (1964).

1.2/ Les caractéristiques micromorphologiques
1.2.1/ Examen microscopique a I’état frais
La morphologie des souches a été observée par une technique directe et une technique de
culture sur lamelle.

e Technique directe
A partir d’un milieu solide d’identification, une préparation microscopique d’une culture
jeune a été réalisée ; en incorporant progressivement un fragment de colonie a une goutte

d’eau physiologique stérile préalablement déposée sur une lame.

L’observation s’est faite a I’objectif (x40), avec un €clairage relativement faible.

e Technique de culture sur lamelle

Cette technique consiste a insérer délicatement une lamelle stérile dans 1'un des milieux
gélosés d’identification de telle sorte qu’elle forme un angle de 45° avec la surface de celui-
ci. Un fragment de la colonie est ensemencé contre la lamelle en contact du milieu a I’aide
d’une anse de platine.

La boite est ensuite incubée a 30°C.

Apres 14 jours d’incubation, la lamelle est retirée avec précaution, déposée sur une lame
contenant une goutte d’eau distillée stérile puis examinée directement au microscope optique
(Gx40).(Williams et Cross 1971).

1.2.2/ Examen microscopique apres coloration de Gram

Cette coloration a été effectuée selon la méthode classique.

Les caractéristiques microscopiques a noter sont :
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e La présence d’un mycelium (sa longueur, son épaisseur et sa fragmentation).

e La formation de spores, leur morphologie, ainsi que leur mobilité et leur mode de
regroupement.

e La présence ou I’absence des structures particuliéres: sporanges, scélérotes,

synnemata.

Les caractéristiques morphologiques des souches ont été comparées avec ceux
déterminées dans les guide pratiques de I’identification morphologique des actinomycétes :
«le Bergey’sManual of DeterminativeBacteriology, 2009 » et le« BergeyManual

ofSystematicBacteriology, 2012 ».

2. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne

2.1/ Spectre antimicrobien

Les souches d’actinomycétes ont été testées pour leurs activités antibiotiques vis-a-vis des
microorganismes cibles provenant de I’American Type Culture Collection (ATCC) ou
d’origine clinique (établissement hospitalo-universitaire Ben-Badis de Constantine CHU,
Hopital militaire Régional Universitaire de Constantine(HMRUC) et clinique rénale-DAKSI-
de Constantine), suivants :

e Bactéries & Gram négatif
- Staphylococcus aureus ATCC 25923
- Staphylococcus aureus d’origine clinique ST CT 697
- Enterococcussp 43

- Bacillus sp

e Bactéries a Gram positif
- Salmonella enteridis ATCC 1237
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 13
- Citrobacter freundii ATCC 22
- Escherichia coli ATCC 113
- Morganella morganii d’origine clinique295
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- Enterobactercloaceae ATCC 5230

- Staphylococcus coagulans ATCC 5471
-Klebsiellapneumoniae ATCC 700603

- Klebsiellasp

e Levures
- Candida glabrata 30 pv
- Candida albicans 28 pv
- Candida albicans 17 pv

-Saccharomyces cerevisiae 52 pv

2.2/ Préparation de I’inoculum des microorganismes cibles

Pour chaque souche cible, un inoculum a été préparé comme suit :

e A partir d’une culture pure de 24 h sur un milieu d’isolement (Gélose Nutritive : GN
pour les bactéries, et Sabouraud pour les levures) , racler a I’aide d’une anse de platine
quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

e Dissocier les colonies dans un tube contenant 05 ml d’eau physiologique stérile.

e Ajuster la densit¢ de I’inoculum & 0.5 Mc Farland(10® UFC/ml) & I’aide d’un

spectrophotometre en ajoutant soit un fragment de colonie soit de 1’eau physiologique Stérile.

Remarque

L’inoculum ne doit pas étre utilisé au dela de 15 minutes apres sa préparation.
3/ Mise en évidence de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des souches d’actinomycetesa été évaluee par latechnique des

cylindres d’agar.

Dans cette technique la souche d’actinomycete est ensemencée en stries serrées sur un milieu
sélectif et incubée a 30 C° pendant 05 jours. Des cylindres de 6 mm de diametre sont
ensuite découpés stérilement a 1’aide d’un emporte picce et placés sur les milieuxMueller
Hinton et Sabouraud préalablement ensemencés ; par écouvillonnage selon la technique de la
NCCLS (National Comittee for ClinicalLaboratory Standard) ; avec les microorganismes-

tests.
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Les boites sont incubées a 37 C° pendant 24h a 48h.

Les diametres d’inhibition sont ensuite mesurés. (Kokare et al., 2004 ; Patel et al., 2014 ;
Radoet al.,2015).
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I. Identification des souches

1/Les caractéristiques macromorphologiques

Apres ensemencement sur les différents milieux gélosés (ISP2, ISP5, ISP6, ISP7,
Bennett’s glycérol agar (BGA) et M 172F modifiée), les colonies des souches
actinomycetales sont apparues au bout de deux a trois jours d’incubation a 30°C. Ceci signifie

que la croissance des souches est rapide fig 2.
1-1/ Caractéristiques générales des colonies

Les colonies étaient toutes incrustées dans la gélose, leur taille ; leur forme ; et leur

couleur se différaient d’une souche a 1’autre.

L’examen macroscopique des 10 souches étudiées a révélé que pour :

e Lasouche S,

Les coloniessontplates etsemi-bombés de 1 & 3mm de diamétre. Contour régulier et d’une
surface crémeuse et lisse pour tout les milieux a I’exception d’ISPgou la surface des colonies

semble rugueuse a consistance seche.

e Lasouche S,

Les coloniessont bombées sur les milieux : 172F,ISP; ,BGA et semi-bombées sur ISPg et
plates pour : ISP, et ISPs, de 1 mm de diamétre sur tout les milieux et d’environ 8mm de

diamétresur ISP, .

Avec une aspectestopaque, de contour régulier et d’une surface crémeuse et lisse sur tout les
milieux a 1’exception d’ISP, et 172F ou le contour est irrégulier et la surface est seche et

rugueuse.

e Lasouche S3

Les colonies sont lisses et plates de 1 a 3 mm de diamétre, le contour est régulier .Elles
donnent des couleur sont ivoire claire et jaune pastel mais translucide sur les milieux :
ISP;, BGA, ISP,, ISPset opaque dans les autres .
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e LasouchesS,

Les colonies sont rondes semi-bombées de diamétre 1 a 6 mm, avec un contour régulier,lisse
et surface lisse dans les milieux :ISP;,BGA, 172F et ratatiné dans ISP; ,régueux dans les

autres avec une consistance crémeuse.

e Lasouche S5

Les colonies sontrondes ,plates de diamétre 1 a 3 mm, avec un contour irrégulier dans les
milieux : BGA ,172F ,ISP; et lisse dans les autres. L’aspect de surface est lisse avec une

consistance crémeuse.

Elles sont translucides dans les milieux : BGA, ISPs, ISP;,ISP,et opaque dans ISP, et 172F .

e Lasouche Sg

Les colonies sont rondes plate de 1 mm de diametre, le contour est régulier sur les milieux :

BGA, ISP, , ISP, et irrégulier dans les autres.

Elles sont opaque dans ISP, et translucides dans les autres avec surface lisse dans les

milieux : ISPs, 172F et régueux dans les autres.

e Lasouche S,

Les colonies sont semi-bombées, entre 2 a 6 mm de diamétre. elles sont opaque, de
contour régulier et d’une surface crémeuse et lisse pour les milieux : 172F,ISP, ISPs , BGA
et séche sur ISPg et ISP .

e Lasouche Sg

Les colonies sont semi-bombées de 3 a 6 mm de diameétre. Elles sont opaque, de contour

irrégulier et d’une surface séche et rugueuse.

e Lasouche Sq

Les colonies sont plates et semi-bombées de 1mm de diamétre. Elles sont opaques, de
contour régulier et d’une surface crémeuse et lisse sur les milieux ISPs, 1SPg et ISP et seche

et ratatiné pour les milieux : 172F, ISP, et BGA.
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e Lasouche S,

Les colonies plates, varie entre 1 et 5 mm de diamétre. Elles sont opaque ,de contour
régulier et d’une surface crémeuse et lisse sur les milieux (172F - ISP, — ISPs— ISP;— BGA )

et d’un relief incrusté et d’une consistance séche dans le milieu ISPs .

La couleur des colonies de toutes les souches est mentionnée dans le Tab n° :10
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SoISP, S101SPs

Fig :02 L’ Aspect macroscopique des dix (10) actinomycatales.
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changement de couleur a une autre A2 : croissance rapide

=>

/ : absence de mycélium aérien ou pigment diffusible
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1.2/ Production de pigments diffusibles

La production des pigments diffusibles a été remarqué chez les souches : S6 et S9(sur le
milieu : ISPg), et chez la souche S8(sur le milieu M172F modifiée) (Tab n° : 11).

1.3/ Production des pigments méelanoides

Aucune des souches étudiées n’a produit des pigments mélanoides.
Quelque photographies de colonies sur différents milieux sont mentionnés dans la Fig :2
2/les Caractéristiques micromorphologiques

La description micromorphologiques des différents souches actinomycetales étudiées est la
suivante :

e Lasouche S;
Le mycélium de substrat est septé, trés abondant et non fragmente.

Sur ce mycélium se forment des monospores, a partir d’un sporophore, un peu long et de

forme de grappes ramifiés.

Fig 3:Examen microscopique de la souche S;

apreés coloration de Gram (G x100)
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e Lasouche S,

Sur le mycélium se forment des monospores, a partir d’un sporophore court. Les spores sont

sphériques et non mobiles. (Fig 4)

Fig 4 : Examen microscopique de la souche S; a
I’état frais (G x40)
e Lasouche S3

Mycélium tres long, arborescent, fragment, tres ramifiée portant des spores regroupées en

amas (fig 5).

Fig 5 :Examen microscopique de la souche S;

apreés coloration de Gram (G x100)
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e Lasouche S,

Elle forme un mycélium long, bien développé, courbéen forme de zigzag (fig 06), qui se
fragmente en éléments sous forme de bacilles et coccobacilles (arthrospores), droites ou
flexibles, arrangées comme des palissades(fig 6-a ) , non mobiles, et de différentes longueurs.

Fig 6-a : Examen microscopique de la souche Fig 6-b: Examen microscopique de la souche
S4 a I’état frais (G x40) S, apres coloration de Gram (G x100)
Fig 06 : Aspect microscopique de La souche S,

e Lasouche Sg

Le mycélium est formé de tres longs filaments, extrémement ramifiés,non septés et non
fragmentés (fig 07). Présence de longues chaines de spores c’est derniéres sont immobiles a

état frais.

Fig 7 : Examen microscopique de la souche Ss

apreés coloration de Gram (G x100)
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e Lasouche S

Le mycélium est formé de filaments tres fins, ramifiés, non septés et non fragmentés (fig 8-a,

8-b),présente de longue chaines de spores (fig 8-b) immobiles a état frais.

Fig 8-a: Examen microscopique de la souche Ss  Fig 8-b :Examen microscopique de la souche
a I’état frais (G x40) Se apres coloration de Gram (G x100)
Fig 8: Aspect microscopique de La souche Sq

e Lasouche S,

Le myceélium tres fin, et fragmenté en élément spores immobiles

Fig 9: Examen microscopique de la souche Sg a I’état frais
(G x40)
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e Lasouche Sg

Mycélium aérien développé et extrémement ramifié, non fragmente, portant des sporanges ou
des vésicules globuleuses et sphériques contenant des spores (fig 10). Les spores sont

immobiles a 1’état frais.

Fig 10 : examen microscopique de la
souche Sg apreés coloration de Gram
(Gx100)

e Lasouche Sq

Mycelium aérien présent, mycélium de substrat ramifiée, tres fin arborescent non fragmenté,

une seul spore sphérique ou ronde, immobiles (fig 11).

Fig 11 : examen microscopique de la souche Sg a I’état
frais (G x40)
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e Lasouche S,

Mycélium de substrat trop long non-fragmenté, portant des sporangiophores qui comportent

des sporanges.

Sporanges globuleux (fig 12) et spores mobiles a 1’état frais

Fig 12 : Examen microscopique de la souche

S10 apreés coloration de Gram (Gx100)

Les caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques) nous laissent

assigner :

e La1®® souche au genre :Micromonospora.

e La2°™ souche au genre :Micromonospora.

e La3®™ souche au genre :Saccharopolyspora.

e La4®™ souche au genre :Nocardiopsis.

e La5"™souche au genre :Streptomyces.

e La6°™souche au genre :Streptomyces.

e La7°™ souche au genre :Nocardia.

e La8™ souche au genre : Sphaerosporongium ou Streptosporangium.
e La9™souche est :non déterminé.

e La 10°™ souche au genre : Actinoplanes.
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Remarque

Il est important de noter que cette assignation des souches actinomycetales aux différents
genres est une suggession et que 1’étude physiologique et chimiotaxonomique sont inévitables

pour arriver a identifier avec précision les genres des dix (10) souches étudiées
Il. Etude de ’activité antimicrobienne

1/ Répartition des résultats selon la positivité des activités

L’activité antibactérienne des dix souches d’actinomycétes étudiées a été mise en évidence

par la technique des cylindres d’agar.

Apres incubation, si la souche étudiée est active ; une zone translucide d’inhibition apparaitra
autour du cylindre sur la surface gélosée , alors que partout ailleurs la croissance de la bactérie
-test est visible(fig 13).

Zone d’inhibition(zone

translucide)

Souche-test (levure ou
bactérie)

Cylindre d’agar
(souched’actinomycete)

Fig 13 : llustration schématique d’une activité antimicrobienne

d’une souche actinomyceétale

En ce qui concerne la répartition des résultats selon la positivité des activités, elle est

mentionnée dans le Tab 11 et la Fig 13 ci-dessous :
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Tab 11 : Répartition des résultats selon la positivité des activités

Activité positive Activité negative Total
Nombre des cas 42 128 170
Pourcentage (%) 25 75 100

B cas négatifs

M cas positifs

Fig 14 : Répartition des résultats selon la positivité des activités

Les dix (10) souches actinomycétales se sont montrées positives contre 42 microorganismes
tests, ce qui signifie un taux de positivité de 25%(42 cas).

2 | Répartition de la positivité des activités selon le type de microorganisme

La répartition de la positivité des activités selon le type de microorganisme est démontrée
dans le Tableau 12 et Fig 14

Tab 12 : Répartition de la positivité des activités selon le type de microorganisme

Bactéries Levures Total
Nombre de cas positifs 41 1 42
Le pourcentage (%) 98 2 100
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Fig 15: Répartition de la positivité des activités selon le type de microorganisme

2%

M Bactéries

98 ® Levures
/ (y

Nos résultats démontrent que I’activité antibactérienne de nos souches actinomycétales est

fortement supérieure (98%) al’activité fongique (02%0).

Ceci est proche aux travaux réalisés par Kadiri Sunanda et al (2009) qui ont isolés souches

actinomycetales a partir des sédiments marins de la Baie de Bengale prés de la cote de

Gangavaram d’Andhra Pradesh en Inde ou 41.1% des souches se sont montrées douées

d’activité antimicrobienne dont 23.5% était une activité antibactérienne et 17.6 % une

activité antifongique.

2-1/ L’activité antibactérienne

Les résultats de 1’activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries-tests sont mentionnés dans le

Tab 13.

Tab 13 : Résultats de I’activité antibactérienne vis-a-vis des souches actinomyceétales

1]2

SAC | STC
S X -6) | -6
SZ -6) | -(6)
53 -6) | -6
S4_ -6) | -(6)
SS -6) | -6
S6 -6) | -(6)
S7 -6) | -6
S8 «6) | +(9)

Gram positif
Ba ET
-(6) -(6)
-(6) +(10)
-(6) +(12)
-(6) +(19)
+@8) -(6)
12y | *(12)
+(7) -(6)
FA2) | +(®)

SAA
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)

Pd

-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)

MM
+12)
+(8)
+(9)
-(6)
+(8)
+(14)
+(9)

+(12)

SE

-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)

Gram négatif

KL
)
-6)
)
-6)
)

+(16)
)

+12)

ECL
-(6)
-(6)
-(6)
+(7)
+(7)
-(6)
-(6)
-(6)

CF
-(6)
1)
+(8)
+(8)
+(8)
+13)
-(6)
+(10)

Klp
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
-(6)
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S -(6) | +(25) | +(30) -(6) (-6) | +(30) | -(®) +(19) -(6) -(6) -(6) -(6) +(11)

9

S -6 | -6 ~(6) -(6) +@21) | +(7) -(6) +(36) -(6) +(9) -(6) -(6) +(18)
10

(-) : pas d’inhibition (diamétre de la zone d’inhibition= 6) , (+) : présence d’une inhibition (diamétre de la zone
mesurée), 1: souches actinomycetales, 2: bactéries—tests, SE :Salmonella enteridis ATCC 1237,
Pd :Pseudomonas ATCC13, CF : Citrobacterfreundii ATCC 22, EC: Escherichia coli ATCCanl13, MM :
Morganellamorganii clinigue 295, ECL: Enterobactercloaceae ATCC 5230, STC: Staphylococcus
coagulans ATCC 5471, KLp: Kilebsiellapneumoniae ATCC700603, KL : Klebsiellasp ATCC, SAA:
Staphylococcus aureus : ATCC 25923, SAC : Staphylococcus aureus d’origine cliniqu ST CT 697e, ET:
Enterococcussp 43, Ba : Bacillus sp ATCC.

Les résultats mentionnés dans ce tableau indiquent que toutes les souches d’actinomyceétes
testées présentent une activité vis-a-vis d’au moins une bactérie test.

Aussi Pactivité antibactérienne a différé d’une souche actinomycétale a une autre, et d’une

bactérie test a une autre.

Ce résultat est tres encourageant car il montre I’importance de nos souches d’un part, et
confirme, d’autre part, les données bibliographiques qui soulignent le pouvoir antibactérien
remarquable que possede ce genre de microorganismes (Sibanda et al., 2010 ; Cwalaet al.,
2011).

En fait, les actinomycetes retiennent une attention particuliéere des scientifiques pour la

production des antibiotiques et de différents métabolites secondaires (Sateesh et al., 2011).

2-1-1/Répartition de I’activité antibactérienne selon le Gram de la bactérie-
test

La répartition de I’activité antibactérienne selon le Gram de la bactérie-test est mentionnée

dans la fig 16 ci-dessous.

Bactéries a Gram
positif

H Bactéries a Gram
negatif
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Fig 16: Répartition de I’activité antibactérienne selon le Gram des bactéries-tests

Cette figure ci-dessus démontre que I’activité antibactérienne de nos souches contre les
bactéries-tests a coloration de Gram négative apparait plus important (68%) que celle contre
les bactéries a coloration de Gram positive (32%0).

2-1-1-1/Sensibilité des bactéries-tests & Gram positif

La sensibilité des bactéries-tests a Gram positif vis-a-vis les substances antibactériennes
secrétées par les différents actinomycétes est mentionné dans le Tab 15.

Tab 14: Sensibilité des bactéries-tests & Gram positif

Staphylococcus aureus Bacillus Enterococcuss | Staphylococcus Staphylococcus
d’origineclinique coagulans p aureus coagulans
(SAC) (BA) (ET) ATCC(SAA) (STC)
Actinomyceétes 0 5 5 1 2

actifs

Sur les cing (05) bactéries a Gram positif testées, Staphylococcus aureus d’origine
clinique(SAC) apparait comme la souche la plus résistante,en fait elle a résisté a I’effet
inhibiteur de toutes les souches actinomycétales étudiée, alors que Bacillus(BA) et
Enterococccus(ET) sont les plus sensibles aux molécules antibactériennes produites par nos

souches d’actinomyceétes.

2-1-1-2/ Sensibilité des bactéries-tests a Gram négatif

La sensibilité des bactéries-tests a Gram négatif vis-a-vis les substances antibactériennes

secretees par les différents actinomycetes est mentionné dans le Tableau 15.

Tab 15: Sensibilité des bactéries-tests a Gram négatif
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Sept (07)souches d’actinomycetes sont actives contre Morganellamorganii, ce qui nous
améne a dire que c’est la bactérie la plus sensibles, suivie par Citrobacterfreundiiavec

six(06)souches d’actinomycétes actives .

D’apreés les Tab14 et 15, on remarque que :

e Parmi le groupe des bactéries a Gram positif, les espéces appartenant genre
Staphylococcus sont peu ou pas touchées par 1’effet inhibiteur des dix (10) souches
actinomycétales étudiées.

e Parmi le groupe des bactéries a Gram négatif, les entérobactéries sont les plus sensibles

a I’effet de nos souches actinomycétales.

Les différences en composition de la paroi entre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif
peuvent étre responsables de leveurs différences de sensibilité.

En effet, les bactéries a Gram positif protégent leur membrane avec une paroi épaisse, sa
composition majeure est un polymere complexe de sucres et d’acides aminés: «le
peptidoglycane » qui donne a la bactérie sa forme et sa rigidité mais la rend sensible aux
produits liposolubles. Quant aux bactéries a Gram négatif, elles ont une membrane

polysaccharidique extréme qui n’est pas vraiment une barriére de perméabilité (Sateesh et al.,

2011).

La résistance de Staphylococcus aureus d’origine clinique (SAC) aux molécules
antibactériennes produites par nos souches actinomycétalesest probablement duea sa
résistance naturelle ou acquise : S.aureus est une bactérie multirésistante. En fait, les

données bibliographiques on mentionné que S.aureus résistedla colistine, a 1’acide
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nalidixique, a la famille des R-lactamines ,des aminosides ,des macrolides, desphénicolés ainsi
que des sulfamides.(Schmitzet al., 2000 ;Leclercq, 2002 ; Leclercq,2002 ; Aujjar, 2006).

Quant a Morganellamorganii, elle est la plus sensible. En fait, les données bibliographiques
ont démontréque, dans le groupe des entérobactéries,Escherichia coli et
Klebsiellapneumoniaesont les bactéries les plus résistantes aux antibiotiques et donc qui ont

un mécanisme de résistance naturel ou acquis.

Nos résultats sont identiques a ceux rapporté par Das et al (2012)qui ont isolés 27 souches
actinomycétales a partir de 06 échantillons de sol de la région Kerala en Inde , identifiées
comme appartenant au genre Streptomyces , et qui ont démontré qu’aucune des souches
n’avait une activité contre Staphylococuus aureusmais elles avaient une activité faible
contre S. citreuset I’activité inhibitrice s’exercait majoritairement sur des bactéries a
Gram négatif principalementles entérobactéries(Proteus mirabilis , Escherichia

coli ,KlebsiellapneumoniaeetSerratiamarcescens).

Et a ceux rapporté par RathnaKala et Chandrika (1995) qui ont démontré, sur 104 souches
étudiées, que les bactéries a Gram positif apparaissaient moins sensibles (35.6%6) aux

molécules bioactives produites en comparaison avec les bactéries aGram négatif (56%0).

Mais sont différents de ceux trouvés par Wahabi (2014) , qui a isolé 26 souches
d’actinomycetes a partir d’échantillons de sol et d’écorces d’arbres prélevés d’écosystemes
différents (sol de champ a Sousse, sol de sable avec végétation et sol de d’une a Douz), et qui
a testé leurs activités en utilisant trois techniques basées sur le principe de diffusion: la
technique du cylindre d’agar, la technique des disques et la technique des puits. Parmi les 26
souches isolées, 21 souches (80.64%) ont montré une activité positive et avaient comme

cible majoritaireles bactéries a Gram positif.

2-1-2/Répartition de I’activité antibactérienne selon la souche

actinomycetale

2-1-2-1/ Répartition des souches actinomycétales selon ’importance de I’activité

La répartition des souches actinomycétales selon I’importance de 1’activité est mentionnée

dans le Tab 17 et la Figl7.
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Tab 17: Répartition des souches actinomycétales selon ’importance de I’activité

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 | Total
Nombrede = 02 03 04 03 04 06 02 07 05 05 41
cas
Pourcentage = 05 07 10 07 10 15 05 17 12 12 100
(%)
S0 $1
12% 5% S
ms1
Sg S Hs2
12% 10?% —
ms4
S4 W5
7% W s6
ms7
S "ss
o S
17% S.
s9
10%
ms10
S
5% 15%

Fig 17 : Répartition des souches actinomycetalesselon I’'importance de I’activité

D’apres le tableau n°17etla figure n°16, on remarque que la souche S8 montre I’activité la

plus importante de toutes les souches étudiées avec un pourcentage de 17%, suivie de la

souche S6avec un pourcentage de 15%.

Les souches S9 et S10 exercent aussi une bonne activité contre les bactéries-tests avec un

pourcentage de 12%.

Les souches S3et S5ont pu inhiber 04bactéries-tests et ont enregistré un pourcentage de 10%.
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Quant aux souches S4 et S2, elles ont une activité relativement faible vu qu’elles n’ont pu

inhiber que 03bactéries-tests(7%b).

Les souchesS10 et S7sont les souches les moins performantes, elles avaient une action

inhibitrice sur 02bactéries-tests uniqguement (5%o).

2-1-2-2/Reépartition des actinomycétes actives selon les plus grandes valeurs d’inhibition

enregistrées pour chaque bactérie-test

La répartition des actinomycetes actifs selon les plus grandes valeurs d’inhibitionenregistrées

pour chaque bactérie-test est mentionnée dans la Fig 18 ci-dessous.

diamétre de la zone

d'inhibition (mm) SE:
40

35
30

25
ET:
15

ECL: ECL:
10 7 7

5
0
0

S4 s5 s6 s9 s10

20
15

souche actinomycétale active

Fig 18 : Répartition des actinomycetes actives selon les plus grandes valeurs d’inhibition
enregistrée pour chaque bactérie-test

ECL : Enterobactercloaceae, ET :Enterococcus, EC :Echerichia coli,

CF :citrobacerfreundiiMM :Morganellamorganii, KL : Klebsiella, Pd : Pseudomonas, Ba Bacillus,

STC :Staphylococcus coagulaseKLP :Klebsiellapneumoniae, SE :Salmnellaenteridis, SAA :Staphylococcus
aureus ATCC

Il est admet qu’uneforte concentration de molécules bioactives libérées diffuse plus

\

rapidement que la croissance de la souche-test ce qui conduit & une zone d’inhibition
importante (Koch, 1999).
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D’apres le Tab14, on remarque queles diamétres des zones d’inhibition varient d’une souche

actinomycéte a une autre et d’une bactérie-test a une autre.

Les plus grandes valeurs des zones d’inhibition pour chaque bactérie test ont été enregistrées
avec cing (05) souchesactinomycétales parmi les dix (10) souches étudiees (fig 18); a

savoir :

e La souche Sg contre Klebsiellasp, Morganellamorganii, Citrobacterfreundiiet
Escherichia coli avec des diamétres d’inhibition de 16 mm, 14 mm, 13 mm et 12 mm
respectivement.

e La souche Sy contre Bacillus sp et Pseudomonasaeruginosa avec un diameétre
d’inhibition de 30 mm, et contre Enterobactercloacae avec un diamétre d’inhibition
de 25 mm.

e La souche Sj;; contre Salmonella enteridis,Staphylococcus aureus ATCC et
Klebsiellapneumoniae avec des diamétres d’inhibition de 36 mm, 21 mm et 18 mm
respectivement.

e Lasouche Sscontre Enterococcussp avec un diamétre d’inhibition de 15 mm.

e Les souches Sset Sscontre Enterobactercloacae avec un méme diameétre d’inhibition de

07 mm.

La plus grande zone d’inhibition a été donc obtenue avec Sjp contre Salmonella

enteridisavec un diamétre de 36mm.

Quoi que Sg la 1% classée, concernant la positivité des cas « le nombre des bactéries qu’elle a
pu inhiber leur croissance » .Elle n’a enregistrée aucune
valeur maximale de zone.En fait, sa plus grande zone d’inhibition de 12 mm a été obtenue

contre Bacillus ,MorganellamorganiietKlebsiella.

2-1-2-3/ Répartition le pourcentage de I’activité des souches actinomycétalesselon le

Gram de la bactérie-test

La répartition le pourcentage de I’activité des souches actinomycetales selon le Gram de la

bactérie-test est mentionnée dans le Tab 18 et la Fig 19ci-dessous :

Tab 18 : Répartition le pourcentage de I’activité des souches actinomycétalesselon le Gram de la

bactérie-test
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Fig 19 : Répartition des souches actinomycetales actives selon le Gram de la bactérie-
test

La Fig 19, démontre quetoutes les souches actinomycétales ont été actives contre des

bactéries a Gram positif et a Gram négatif ; a I’exception de la souche S1qui s’est montrée

active contre desbactéries a Gram négatif uniqguement ; a savoir : Morganella morganii et

Escherichia coli.
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La souche S10 a été active contre Staphylococcus aureusATCC, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteridis , KlebsiellaspetKlebsiellad’origine clinique a avec un

pourcentage de 80%.

Les souches S5 et S3 n’étaient pas vraiment loin de la souche S10en termes de pourcentage

d’inhibition des bactéries a Gram négatif (75%).

Quant a la souche S7, elle a montré une activité identique contre les bactéries a Gram

positif et a Gram négatif (50%b).

Enfin, les souches S8 et S9 n’ont pas enregistré une grande différence d’activité entre les

deux groupes de bactéries.

Les agents antibactérienstiennent une place remarquable en nombre et en importance

thérapeutique

Depuis les travaux de A. Waksmanqui a isolé les quatre premiers antibiotiques :
I'actinomycine (1940); la streptomycine (1944) ; la néomycine (1949) et la candicidine
(1953), nombreux chercheurs ont investigué I’aptitude des actinomycétes a produire des
molécules a activité antimicrobienne (Ndondeet Semu, 2000; Sahin et Ugur,
2003 ;Inderiatiet Franco , 2006 ; Nanjwadeet al.,2010) .

Cesactinomycetesont été isolés a partir de différents habitats : sols (Daset al.,2012),

sédiments marins (Rameshet Mathivanan,2009) , déserts (Badjiet al.,2006)...etc.

Le genreStreptomycesest connucomme étant le producteur du plus grand nombre
d’antibiotiques, soit 80 % des antibiotiques sécrétés par les actinomycétes. (Aouicheet al.,
2012).

Lakanamycine produite par Streptomycesgriseusest utilisée contre les bactéries entériques
a Gram negatif.Lalincomycineproduite par Streptomyceslincolnensisest utilisée contre les
bacteries a Gram positif. En outre, certaines molécules produites par des actinomycetes sont
aussi utilisées dans la lutte contre les bactéries résistantes aux antibiotiques. A titre
d’exemple, la vancomycine, produite par Streptomycesorientalis, est utilisée dans le
traitement des souches de Staphylococcus aureus résistantesa la méthycilline (Rokem et
al.,2007).
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Plus de 740 antibiotiques ont été produits par le genre Micromonospora(Berdy, 2005).

Les gentamicines C1, Cla et C2 qui sont produites par M. purpurea et M. echinosporaont
une excellente activité contre Staphylococcus aureus et des espéces appartenant aux genres
Pseudomonas et Proteus.(Wagman et Weinstein , 1980 ; Kumaret al., 2008 ).

La sisomycineet les fortimicines secrétées M. inyonensis et M. olivoasterospora
respectivement ont le méme spectre d’activité que les gentamicines et peuvent étre utilisées
contre les microorganismes résistants a la gentamicine.(Wagman et Weinstein ,1980).
D’autres molécules telles les arisostatines A et B (Furumaiet al., 2000); les lupacidines A,B
et C (lgarashiet al., 2007, 2011b) et la maklamicine(lgarashiet al.,2011a) possédent une

activité antimicrobienne et anti-cancéreuse.

Les espéces appartenant au genre Actinoplanes sont connues depuis longtemps par la
production des antibiotiques.

A. teichomyceticusproduitla teichomycine Al et la teicoplanine (ou teichomycine A2)qui
sont actives contre les bactéries a Gram positif(Parentiet al., 1978 ; Malabarbaet al.,
1984).

La philipimycinesecrétée parA. philippinensisMA7347 posséde également une forteactivité
contre ces bactéries (Zhang et al., 2008).

Les chuangxinmycines se sont montrées efficaces dans le traitement des septicémies et des
infections urinaires a Escherichia coli (Parenti et Coronelli 1979).

Des actinomycetes rares, tels Saccharopolyspora, isolés a partir de nombreuses plantes

médicinales sont avérées douées de potentielle activité antimicrobienne (Sheng et al., 2013).

Aussi, les antibiotique des genres : Nocardia, nocardiopsis et streptosporangium ne sont pas

de moindre importance que ceux produit par les genres décrits précédemment.

2-2/ Activité antifongique

La répartition selon la positivité des cas est présentée dans le Tableaul9.

Tab 19: résultat de I’activité antifongique des souches actinomyceétales vis-a-vis des
levures-tests
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C17 C28 C30 C52

S, +(14) (6) (6) (6)
S, -(6) (6) (6) (6)
S; -(6) (6) (6) -(6)
S, (6) (6) (6) (6)
Ss (6) (6) (6) (6)
Se (6) (6) (6) (6)
S, (6) (6) (6) (6)
S (6) (6) (6) (6)
S, (6) (6) (6) (6)
S1o (6) -(6) (6) (6)

(-) :absence d’inhibition (diamétre de la zone d’inhibition = 6 mm),(+): présence d’une inhibition
(diametre de la zone mesurée).

C17:Candida albicans, C28: Candida albicans, C30 : Candida glabrata,C52 :Saccharomycescerevisiae52
PV.

Une seule souche S; a été active contre la souche test candida albicans (C17) (Tab 17)

Les 03 souches Candida albicans (C28), Candida glabrata (C30) et Candida albicans (17)

ont présenté une résistance aux molécules antifongiques produites par nos actinomycetes.

Les levures causent de graves pathologies qui touchent I’homme telles les mycoses
candidosiques ou candidoses dont 1’agent causal principal est Candida albicans.Cette levure
est a l'origine d'infections superficielles qui peuvent affecter aussi bien le revétement cutané et
les phanéres (ongles, poils, cheveux), que les muqueuses (digestives et urogénitales), ou de
mycoses profondes qui touchent de nombreux organes, notamment le foie, la rate, les reins,

les os et les articulations(Boucharaet al.; 2010).

Nos résultats indiquent qu’une seule souche est active et a donc pu produire des molécules

antifongiques.

Par comparaison aux données bibliographiques des chercheures on a trouvé que les
travaux de Taechowisanet al., 2005 et Bouizgarneet al., 2006 , déemontrent que les
actinomycetes appartenant au genre Streptomyces sont capables de produire des

antifongiques.

Les travaux de Alimuddinet al., 2010confirment également les mémes résultats.
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Aussi, les données bibliographiques ont mentionné quelques noms de molécules

antifongiques produites par les genres précédemment identifiés.

Lanystatine, produite par Streptomycesnoursei est utilisée comme antifongique pour lutter
contre les infections causées par Candida albicans.(Rokemet al., 2007).

L’amphotéricine B secrétée par Streptomycesnodosus possede un effet fongicide tres
efficace (Smaoui, 2010).

Nocardiopsissp. VITSVK 5(FJ973467) a une activité antifongique contre Candida cruzei, C.
tropicaliset C. albicans par comparaison a la streptomycine (Vimal et al., 2009).

Il est intéressant de noter que nos résultats sont captivants et méritent d’étre poursuivis.
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Conchison et prsectv



La résistance des bactéries et des levures aux antibiotiques est un probléme d’actualité.

Dans cette étude nous avons testé I’activité antimicrobienne de dix (10) actinomycetes par la
technique des cylindres d’agar vis-a-vis de treize bactéries: Salmonella enteridis,
Pseudomonassp,Citrobacterfreundii,  Escherichia coli, Morganellamorganii d’origine
clinigue , Enterobactercloaceae, Staphylococcus coagulans ,Klebsiellapneumoniae,
Klebsiellasp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus awreus d’origine clinique,
Enterococcussp, Bacillus sp et quatre levures : 03 souches de Candida albicans et 01 souche

de Sascharomycescerevisiae.

D’apres nos résultats, il en ressort que :

e Les dix (10) souches actinomycetales se sont montrées positives contre 42

microorganismes tests, se qui signifie un taux de positivité de 25%(42 cas).

e L’activité antibactérienne de nos souches actinomycetales est fortement supérieure
(98%) a P’activité fongique (02%).

e L ’activité antibactérienne de nos souches contre les bactéries-tests a coloration de
Gram négative apparait plus important (68%) que celle contre les bactéries & coloration
de Gram positive (32%0).

e Parmi le groupe des bactéries a Gram positif, les especes appartenant genre
Staphylococcus sont peu ou pas touchées par I’effet inhibiteur des dix (10) souches

actinomycetales étudiées.

e Parmi le groupe des bactéries a Gram négatif, les entérobactéries sont les plus

sensibles a I’effet de nos souches actinomycetales.

e Les plus grandes valeurs des zones d’inhibition pour chaque bactérie test ont été
enregistrées avec cing (05) souches actinomycetales parmi les dix (10) souches

étudiées; a savoir :
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% La souche Sgcontre Klebsiellasp, Morganellamorganii, Citrobacterfreundiiet
Escherichia coli avec des diamétres d’inhibition de 16 mm, 14 mm, 13 mm et
12 mm respectivement.

¢+ La souche Sq contre Bacillus sp et Pseudomonas aeruginosa avec un diameétre
d’inhibition de 30 mm, et contre Enterobactercloacae avec un diameétre
d’inhibition de 25 mm.

s La soucheS;; contre Salmonella enteridis,Staphylococcus aureus et
Klebsiellapneumoniae avec des diamétres d’inhibition de 36 mm, 21 mm et 18
mm respectivement.

¢ LasoucheS, contre Enterococcussp avec un diamétre d’inhibition de 15 mm.

«» Les souches S; etSs contre Enterobactercloacae avec un méme diametre

d’inhibition de 07 mm.

La plus grande zone d’inhibition a été obtenue donc avec la soucheS10contre

Salmonella enteridis avec un diamétre de 36mm.

Quoi que la soucheSgsoit la 1*¢ classée, concernant I’importance de activité, elle n’a

enregistrée aucune valeur maximale de zone d’inhibition.

Une seule souche, la souche Sj;a été active contre la souche test candida
albicans(C17)tandis que les 03 souches: Candida albicans(C28), Candida
glabrata(C30) et Candida albicans (52) ont présenté une résistance aux molécules

antifongiques produites par nos actinomycetes.

En perspectives pour cette étude, il est recommandé :

D’identifier avec exactitude les souches, jusqu’au niveau de I’espece par les
caractéristiques  physiologiques, chimiotaxonomiques et moléculaires plus
approfondies.
D’étudier la cinétique de la production des substances antibactériennes et
antifongiques.
De procéder a I’analyse structurale de ces métabolites par des techniques

chromatographiques et spectrométriques.
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Résumé

Notre travail s’est intéressé a 1’étude de 10 souches actinomycétales et a porté sur une
identification morphologique (macroscopique et microscopique) ainsi qu’une mise en
évidence de leur aptitude a produire des molécules antibactériennes et antifongiques contre

microorganismes-tests, qui sont des souches :

% ATCC : Staphylococcus aureus ATCC 25923 - Salmonella enteredis ATCC 1237-
Citrobacter freundii ATCC 22 -Enterobacter cloaceae ATCC 5230 -Staphylococcus
coagulas ATCC 5471 - Bacillus sp -Klebsiella sp- Klebsiella pneumoniae ATCC
700603

% D’origine clinique :

Echerichia coli ATCC 113, Staphylococcus aureus 118, Salmonella Issus établissement
hospitalo-universitaire Ben-Badis de conctantine CHU

Candida 30 pv: C30, Candida 28pv: C28,Candida 51 pv: C17,Saccharomyces
cerevisiae : C52,Morganella morganii clinique 295,Staphylococcus aureus clinique ST CT

697 Hopital militaire Regional Universitaire de Constantine(HMRUC)

Pseudomonas aeruginosa ATCC13- Enterococcus sp 43- -Klebsiella sp. Clinique rénale-
DAKSI- de constantine

Nos résultats ont démontré que :

e Les dix (10) souches étudiées appartiennent aux genres: Stereptomyces ;
Streptosporangium ; Saccharopolyspora ; Nocardiopsis ; Actinoplanes ;

Micromonospora et Nocardia.

e Nos souches actinomycetales se sont montrées positives contre 42 microorganismes

tests, se qui signifie un taux de positivité de 25% (42 cas).

e L ’activité antibactérienne de nos souches actinomycetales est fortement supérieure
(98%) a Pactivité fongique (02%).



e L’activité antibactérienne de nos souches contre les bactéries-tests a coloration de
Gram négative apparait plus important (68%o) que celle contre les bactéries a coloration
de Gram positive (32%0).

e Parmi le groupe des bactéries a Gram positif, les especes appartenant genre
Staphylococcus sont peu ou pas touchées par 1’effet inhibiteur des dix (10) souches

actinomycetales étudiées.

e Parmi le groupe des bactéries a Gram négatif, les entérobactéries sont les plus

sensibles a I’effet de nos souches actinomycetales.

e Lasouche S8 a pu inhiber le plus grand nombre de microorganismes : 07 bactéries.

e La plus grande zone d’inhibition a été obtenue avec la souche S10 contre Salmonella
enteridis avec un diamétre de 36mm.
1ére

e Quoi que la souche Sg soit la 17" classée, concernant I’importance de I’activité, elle n’a

enregistrée aucune valeur maximale de zone d’inhibition.

e Une seule souche avait une activité antifongique : la souche S; qui a été active contre
la souche test Candida albicans (C17) tandis que les 03 souches : Candida albicans
(C28), Candida glabrata (C30) et Saccharomyces cerevisiae (52) ont présenté une

résistance aux molécules antifongiques produites par nos actinomycetes.

Mots clés : Actinomycetes, antibiotiques, antifongiques, Streptomyces, Micromonospora,

Nocardia.



ABSTRACT

In the present study, ten (10) actinomycetes strains were morphologically characterized

(using macroscopic and microscopic examination); and their ability to produce antibacterial

and antifungal molecules against ATCC and clinical strains were studied.

The strains were:

%+ ATCC strains : Staphylococcus aureus ATCC 25923 - Salmonella
enteridis ATCC 1237-Citrobacter freundii ATCC 22 —Enterobacter
cloaceae ATCC 5230 -Staphylococcus coagulans ATCC 5471 - Bacillus sp -
Klebsiellasp- Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

« Clinical strains :

Echerichia coli ATCC 113, Staphylococcus aureus 118, Salmonellacollected from

university hospital IbnBadis Constantine

Candida 30 pv: C30, Candida 28pv: C28, Candida 51 pv: C17, Saccharomyces
cerevisiae : C52,Morganella morganiiclinique 295,Staphylococcus aureusclinique ST CT

697 collected from Regional Military Hospital of Constantine University (RMHCU)

Pseudomonas aeruginosa ATCC13- Enterococcussp 43- -Klebsiella sp. collected from

renal clinical-DAKSI —constantine

The results showed that:

The actinomycetal strains were found to be belonging to the genera: Streptomyces,
Streptosporangium, Saccahropolyspora, Nocardiopsis, Actinoplanes,
Nocardiaand, Micromonospora.

Our actinomycetal strains were positive against 42 test microorganisms, which
meant a rate of positivity of 25% (42 cases).

The antibacterial activity of our strains was strongly superior (98%) when
compared to the fungal activity (02%). And it appeared more importantagainst
Gram Negative bacteria-tests (68%0) than against Gram positive (32%0).



e Among the group of Gram-positive bacteria, the species belonging to the genus
Staphylococcus are little or not affected by the inhibitory effect of the ten (10)
actinomycetal strains studied.

e Among the group of Gram-negative bacteria, the Enterobacteriaceae are the most
sensitive to the effect of our actinomycetal strains.

e The strain S8 was able to inhibit the largest number of microorganisms: 07
bacteria.

e The largest zone of inhibition was obtained with strain S10 against Salmonella
enteridis with a diameter of 36mm.

e Even that the strain S8 was the 1% classified, concerning the importance of the
activity, it has recorded no maximum value of zone of inhibition.

e A single strain had an antifungal activity: the strain S1 which has been active
against the test strain Candida albicans (C17) while the 03 strains: Candida
albicans (C28), Candida glabrata (C30) and Saccharomyces cerevisiae (52)
presented a resistance to antifungal molecules produced by our actinomycetes.

Key words:Actinomycetes, antibiotics, antibacterial, antifungal, Streptomyces,

Streptosporangium, Saccahropolyspora, Nocardiopsis,



udla

4 kel Lelia e Slaie WL @lld g L) Il (andin ) cidon 5 L 5isiST Y e 10 e Ll ) caad 38
tet 5 LS e gl i) sy Gllb 5 4 gl Clabiaall 2l e i pa8 Al o a5 (e 5 A el 5 dae 0

ATCCoN se*

Staphylococcus aureus ATCC 25923 -Salmonella enteredis ATCC 1237-Citrobacter
freundii ATCC 22 -Enterobactercloaceae ATCC 5230 -Staphylococcus coagulas ATCC

5471 -Bacillus sp -Klebsiellasp-Klebsiellapneumoniae ATCC 700603
s Ahiud Gaaly O deall 2 el Al S jall (e Cimen gabe Line cild @Y je*

Echerichia coliATCC 113 ,Staphylococcus aureus118, Salmonella
‘_AA.\.A &s saaaldl Anaal — L.,S_)S*“’d‘ il (e Y e *

Candida 30 pv : C30 ,Candida 28pv : C28, Candida 51 pv : C17,Saccharomyces
cerevisiae : C52,Morganella morganii clinique 295,Staphylococcus aureus clinique ST CT
697.

Aighaind - Bl 3ol SH ) el dabias e @Y je*
Pseudomonas aeruginosa ATCC13 - Enterococcussp 43- -Klebsiellasp.

Streptomyces,Streptosporangium, : 43 &1 ¥ 1 i base si3SYBY 32l G Ledle Jaanall gl iy

Micromonospora, Nocardia, Saccharopolyspora, Nocardiopsis, Actinoplans
o Lo A gl calaliadl) @l sl ¢ yekil

(Aa42) % 25 b e Aoyl Ao inle AaliAa B yiide da gy 42200 Waliis jdall Y Jall Ciiy @

iy yhaill alaall Llaalls 45 )lie (9698) aa Ulle L si€Y) Y jal Uil sladll Ll S @
Bl o sl LU e (0668) oy Khad AL L 01 i Lala S 431 LS, (9602)
(%32)s)

Lidl iull Staphylocoques d! de sese SLB < i 5l i Q] o) e dxual dos sall LSSl Gan e @
Al LSl W asientérobactéries, J) de seae Goedal Gas (s paall diall Lissa s13SYEY Gl
JECURE I TR PR PR PO

Gl G 7 st Glad s LRV LS (e dae Sl L e 5 )0l 8 8, A el S e

LSl s Ay s mm36 i &8 (zone d’inhibition) i dshice <110 A8, A el & el e
.Salmonella enteridis



2ia 01 pd) A jall A Jiam iy pladll laliae Ualds A g jaall @ je jdiall Gea (e haisaal g8 je iy @
. Candida albicanss_nia<ll 3 eall
Ay ol Lisa s SYEY e Lgiatil Al culy yladll 3aliaal) by jall jileddl L w5 o

e Tl L el sliae s, s laliae Lse giiS): Lalide il

Nocardiopsis,Nocardia,Streptomyces, b ksl



Annexes



Milieux d’identification

Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2)

Glucose
Extrait de levure
Extrait de malt
Eau distillée
Agar

pH=7,2

49

49
10¢
1000 ml
209

Milieu ISP5(International Streptomyces Project 5)

Glycérol
K;HPO,
L-Asparagine
Solution saline standard
Agar
Eau distillée
pH=7.4

Solution saline standard
FeSO,4- 7H,0
MnC1,-4H,0
ZnS0,4-7TH,0
Eau distillée

109
lg

lg
1ml
209
1000 ml

0.1g
0.1g
01g
100 ml

Milieu ISP6 (International Streptomyces Project 6)

Peptone

Citrate ferrique d’ammonium

K2HPO,
Thiosulfate de sodium
Extrait de levure
Agar
Eau distillée

pH=7

209
05¢g

1g

0.08 g
1g

209
1000 mL



Milieu ISP7 (International Streptomyces Project 7)

Glycérol
L-tyrosine
L-asparagine
K;HPO,

Na ClI
FeSO,4-7H,0

Solution saline standard

Agar
Eau distillée
pH=7,2-7,4

Solution saline standard

FeSO,4- 7H,0
MnC1,-4H,0
ZnS04-7H,0
Eau distillée

Gélose 172F modifiée

Glucose
Extrait de levure
Amidon
Casitone
MgSO,-7H,0
CaS0,4-2H,0
Eau distillée
Agar

pH=7-7.2

15¢
059

1g

059
059
0.01g
1ml
209
1000 mL

01g
0.1g
0.1g
100 ml

109

59

10g

59

2.5¢

29

1000 mi
159



Milieu Bennett's-Glycerol
Glycérol 10g
Casitone 29
Extrait de levure 19
Extrait de beeuf 19
Eau distillée 1000 ml
Agar 20g

pH=7

e Gélose nutritive

Peptonebg
Extrait de viande 19
Extrait de levure 2¢g
Nacl 59
Agar 159
Eau distillée 1L
pH: 7,4

e Mueller-Hinton

infusion de viande de beeuf 300,0 ml
peptone de caséine 17,5 g
amidon de maisl,5 g
agar 17,09
pH=7,4

e gélose Sabauroud
Peptone 10 g

Glucose massé 20 g
Agar-agar 159
Eau distillée 1 L
vitamines et facteurs de croissance
pH=6,0


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne

e Violet de Gentiane

Violet de Gentiane
Ethanol
Phenol

Eau distillée

La solution de lugol
iodure de potassium
lode métalloide I,

Eau distillée

19
10ml
29

100 mi

29
19
100ml



Annexe

LE nuancier RAL

(http://www.toutes-les-couleurs.com/nuancier-ral.php)

Les teintes de jaune

RAL 1013 234-230-202 #EAEGCA Perlweilt Oyster white Blanc perlé Blanco perla Bianco perla Parelwit
RAL 1014 225-204-079 #E1CC4F Elfenbein Ivory Ivoire Marfil Avorio Ivoorkleurig
RAL 1015 230-214-144 #E6D6I0 Hellelfenbein Light ivory Ivoire clair Marfil claro Avorio chiaro Licht ivoorkleurig
RAL 1016 237-255033 #EDFF21 Schwefelgelb Sulfur yellow Jaune soufre Amarillo azufre Giallo zolfo Zwavelgeel
RAL 1017 245-208-051 #F5D033 Safrangelb Saffron yellow Jaune safran Amarillo azafran  Giallo zafferano Saffraangeel
RAL 1018 248-243-053 #F8F328 Zinkgelb Zinc yellow Jaune zinc Amarillo de zinc Giallo zinco Zinkgeel

RAL 1021 243-218-011 #F3DAB Rapsgelb Rape yellow Jaune colza Amarillo colza Giallo navone Koolzaadgeel
RAL 1023 250-210-001 #FAD201 Verkehrsgelb Traffic yellow  Jaune signalisation ~ Amarillo tréfico Giallo trafico Verkeersgeel
RAL 1026 265-255-000 #FFFFO0 Leuchtgelb Luminous yellow Jaune brillant Amarillo brillante Giallo brillante Briljantgesl

Deutsch English r: s Italiano Mederlands

RAL 1013 234-230-202 H#EAEBCA Perlweild Ovyster white Blanc perlé Blanco perla Bianco perla Parelwit

RAL 1014 225-204-079 #E1CC4F Elfenbein Ivory Ivoire Marfil Avorio Ivoorkleurig



http://www.toutes-les-couleurs.com/nuancier-ral.php

Annexe

RAL 1000 RAL 1001 RAL 1002 RAL 1003 RAL 1004
. . Jaune de
Beige vert Beige Jaune sable - - Jaune or
securité
RAL 1005 RAL 1006 RAL 1007 RAL 1011 RAL 1012
. - Jaune . .
Jaune miel Jaune mais . Beige brun Jaune citron
narcisse
RAL 1013 RAL 1014 RAL 1015 RAL 1016 RAL 1017
Blanc perla Ivoire Ivoire clair Jaune soufre Jaune safran
RAL 1018 RAL 1019 RAL 1020 RAL 1021 RAL 1023
Jaune zinc Beige gris Jaune olive Jaune colza Jaune trafic
RAL 1024 RAL 1026 RAL 1027 RAL 1023 RAL 1032

Jaune ocre Jaune brillant Jaune curry Jaune melon Jaune genét

RAL 1033 RAL 1034 RAL 1035 RAL 1036 RAL 1037
Jaune dahlia Jaune pasiel Beige nacré Or nacré Jaune soleil

Les Teintes de orange




Les teintes de gris
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Résumé

Notre travail s’est intéressé a 1’étude de 10 souches actinomycétales et a porté sur une identification
morphologique (macroscopique et microscopique) ainsi qu’une mise en évidence de leur aptitude a produire
des molécules antibactériennes et antifongiques contre microorganismes-tests d’origine clinique et ATCC
Nos résultats ont démontré que :

e Les dix (10) souches étudiées appartiennent aux genres: Stereptomyces ; Streptosporangium ;
Saccharopolyspora ; Nocardiopsis ; Actinoplanes ; Micromonospora et Nocardia.

e Nos souches actinomyceétales se sont montrées positives contre 42 microorganismes tests, se qui
signifie un taux de positivité de 25% (42 cas) .

e L’activité antibactérienne de nos souches actinomycetales est fortement supérieure (98%) a
P’activité fongique (02%).

e L’activité antibactérienne de nos souches contre les bactéries-tests a coloration de Gram négative
apparait plus important (68%o) que celle contre les bactéries a coloration de Gram positive (32%b).

e Lasouche S8 a pu inhiber le plus grand nombre de microorganismes : 07 bactéries.

e Quoi que la souche Sg soit la 1%® classée, concernant I’importance de I’activité, elle n’a enregistrée
aucune valeur maximale de zone d’inhibition.

e Une seule souche avait une activité antifongique : la souche S; qui a été active contre la souche test
Candida albicans (C17) tandis que les 03 souches : Candida albicans (C28), Candida glabrata
(C30) et Saccharomyces cerevisiae (52) ont présenté une résistance aux molécules antifongiques
produites par nos actinomycetes.

Mots clés : Actinomycétes, production d’antibiotiques, activité antibactérienne, bactéries tests.
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