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Introduction

Le sol, les eaux et les environnements marins sont divers habitats écologiques
lesquels ont été rapportés comme sources potentielles de produits naturels trés utiles
comme les antibactériens et les antifongiques (Rakotoniriana, 2006). Depuis 1’avénement
de ces molécules, une nette amélioration de la qualité et de la durée de vie a été constatée.
Cependant, leur utilisation intensive a eu pour conséquence I’adaptation des bactéries a ces
remarquables substances (Desnottes, 1995).

L’apparition de nouvelles maladies infectieuses (sida, grippe aviaire, etc.), la
réémergence d’agents infectieux anciens qui était totalement éradiqués et maitrisés comme
le choléra la méningite, la fiévre jaune, etc.) (Données OMS, 1997) ont conduit a une
utilisation abusive des antibiotiques contre ces maladies. L’utilisation non contrdlée et
systématique est I’un des facteurs essentiels dans 1’évolution de la résistance microbienne
(Leif et Larson 2000 ; Maccrain et al., 2005).

En 1945, Fleming mit en garde la population, dans un article du New York Times
daté du 26 Juin 1945, contre une utilisation abusive de la pénicilline pouvant conduire a la
propagation des bactéries résistantes. Cing ans plus tard, a Paris et a Londres, la moitié des
souches de Staphylocoque était résistante a la pénicilline (In Briand, 2009). A partir de
cette époque, le probléme de la résistance des antibiotiques s’est propagé dans le monde et
devient un probleme mondial.

Récemment, I’OMS a déclaré par le biais de sa directrice générale Margaret Chan
lors de la journée mondiale de la santé organisée le 7 Avril 2011: « ...Si nous ne prenons
pas d'urgence des mesures pour corriger cette situation et en protéger les acquis, nous
allons vers une ere post-antibiotiques, dans laquelle de nombreuses infections courantes
ne pourront plus étre soignées et recommenceront a tuer ».

Ces constats expliquent 1’urgence de disposer de nouvelles molécules
antimicrobiennes d’origines biologiques Celles-ci sont souvent recherchées a partir des
microorganismes isolés d’échantillons prélevés de différents écosystémes, dans le but
découvrir des microbes nouveaux et par-la de nouvelles molécules biologiquement actives.
Les actinomycetes sont les acteurs les plus prometteurs pour la production de nouveaux
métabolites a activité antimicrobienne, environ 75% des antibiotiques découverts entre
1971 et 1980 appartiennent aux actinomycetes (Iwai, 1992, Tiraby et Etienne, 1983 ;
Nolan et Cross, 1988).

Les actinomycétes sont des bactéries a Gram positif a majorité filamenteuses,

représentent la principale source naturelle de métabolites anti-cellulaires (Higashide,
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1984). Ce sont des bactéries omniprésentes dans presque tous les milieux méme ceux ou la
vie est extrémement hostile (GoodfellowetWilliam, 1983 ; Okami et Hotta, 1988).

L'isolement d’actinomycétes a partir d’écosystémes peu ou pas exploités offre
surement des possibilités de découvrir des bactéries possédant un patrimoine génetique
nouveau permettant, la découverte de souches nouvelles ou rares autres que les
Streptomyces pourvu d’un potentiel inexploité.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés en premier, a la description de
données bibliographiques concernant les actinomycetes, leurs présences dans les différents
écosystemes, 1I’évolution des résistances bactériennes et les infections nosocomiales. La
seconde partie dite expérimentale est totalement dédiée a la mise en évidence des activités
antibactériennes et antifongiques d’une collection de 41 souches d’actinomycetes isolées a

partir de différents écosystemes extrémes.
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1. Les actinomycetes

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses dont la croissance donne lieu a
des colonies constituées d'hyphes, qui irradient par croissance centrifuge tout autour du
germe 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) et aussi en allemand et en russe
.Les actinomycetes appartiennent a la classe des Actinobacteria .Ce sont des bactéries a
Gram positif de haut GC % généralement compris entre 60 et 75 %. Le phylum des
Actinobacteria est grand et complexe (Stackebrandt, 1997) il regroupe 5 ordres, 13 sous-

ordres, 48 familles, et plus de 200 genres bactériens.

1.1.Propriétés générales des actinomycetes

Lorsque les actinomycetes croissent sur un substrat solide comme la gélose, le
réseau ramifié d’hyphes formé se développe a la fois a la surface du substrat et a ’intérieur
de ce dernier(Figurel) pour former un mycélium végétatif (Prescott, 2010). La plupart des
actinomycetes ne sont pas mobiles, chez les quelques genres dotés de mobilité, celle-ci est
limitée aux spores flagellées (Prescott, 2010).La composition de la paroi cellulaire varie
fortement d’un groupe a l'autre et prend une importance taxinomique considérable
(Prescott, 2010).La paroi ne renferme ni chitine ni cellulose mais du peptidoglycane, et
leur cytologie est celle des bactéries. Ce sont des bactéries hétérotrophes utilisant des
molécules organiques préfabriquées, mais plusieurs espéces sont capables aussi de
croissance chimio-autotrophique(Hubert etLechevalier, 1985). Ils peuvent vivre dans les
écosystemes riches en matiere inorganique. Ils ont une croissance lente par rapport aux
autres bactéries, le temps de génération moyenne est environ 2 a 3 heures (Beckersetal.,
1982).
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Figure 1 : Coupe transversale d’une colonie d’actinomycétes avec des hyphes vivant (bleu
et vert) et morts (blancs) montrant le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec des

chaines de conidiospores (Prescott, 2010).

1.2. Morphologie

Morphologiquement, les actinomycétes peuvent étre classés en deux groupes. Le
premier se compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques
particulieres et forment seulement une masse de filaments ramifiés (mycélium). Le second
comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que le premier
(Lechevalier, 1985).
Les colonies formées sur des milieux solides présentent différents aspects macroscopiques
qui peuvent étre regroupés en trois types :
* Colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au
milieu.
* Colonies pateuses rugueuses ou lisses qui peuvent étre facilement détachées des milieux
solides.
* Colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens attachés au
milieu par des crampons.
Le mycélium des actinomycétes présente une grande diversité de morphologies. On
rencontre des especes dont le mycélium est rudimentaire au point d'étre inexistant (la

plupart des Mycobacterium), dautres au mycelium fugace, qui se fragmente (certaines

-
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Nocardia), et enfin des espéces au mycélium développé et persistant comme dans le genre

Streptomyces. Les mycéliums fragmentaires et permanents sont illustrés sur la figure 2.

(A)Nocardia (B)Streptomyces

Figure 2 : Observation au microscope électronique a balayage illustrant les types
fragmentaire et permanent du mycélium des actinomycétes. (A) Bactéries du genre
Nocardia qui se fragmentent, (B) Bactéries du genre Streptomyces en sporulation
(BELYAGOUBI, 2014).

Les différents groupes d’actinomycetes peuvent se sporuler soit en morcelant
certaines hyphes pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conditions hostiles
que les hyphes, soit en produisant des endospores hautement résistantes a la chaleur et
autres adversités.Les conidies peuvent, suivant les groupes, étre produites :

e isolément (Micromonospora)
e deux a deux longitudinalement (Microbispora)
e en courtes chaines (Actinomadura)
e en longues chainettes (Streptomyces)
Les chainettes de spores peuvent étre ramifiées ou non, droites, sinuées ou en spirales. De

plus, elles peuvent étre rayonnantes autour d’hyphes sporophores (Streptoverticillium).

1.3. Physiologie de développement
La croissance des actinomycetes est influencée par plusieurs parametres

physiologiques en particulier: I’oxygene, le pH, la température...etc.
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1.3.1. L’oxygéne

On peut diviser les actinomycétes selon leurs types respiratoires en deux groupes.

* Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui
sont des commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et des animaux
supérieurs, Ils font partie de la flore de Veillons (Avril et al., 1992).

* Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la
nature en particulier sur le sol (Avril et al., 1992).

1.3.2. LepH

Pour le pH, la plupart des actinomycétes se comportent comme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7 et
8.Mais on peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4 (McKinney,
2004), telle est le cas pour les souches acidophiles comme le genre Streptacidiphilus
(Wang et al., 2006)

1.3.3. La température

La température optimale de croissance est entre 25 a 30°C, mais les especes
thermophiles peuvent croitre a des températures entre 55 et 65°C (Rangaswami et al.,
2004).

1.3.4. L’activité de ’eau (Aw)

La germination des spores de la plupart des actinomycetes peut étre observée a des
valeurs d’activité d’eaux supérieures ou €gales a 0.67, l’activité d’eau optimale pour la
croissance et le développement des actinomycétes est égal a 0,98 (Zvyagintsev et al.,
2005).

1.3.5. Tolérance en Na ClI

Selon leurs exigences en NaCl, les microorganismes sont divisés en deux groupes :

* Les halophiles : ont besoin de sel (NaCl) pour leurs croissances, cette concentration peut
varier de 1-6 % (P/V) pour les faiblement halophiles, jusqu’a 15-30 % pour les bactéries
halophiles extrémes.
* Les halotolérants : acceptent des concentrations modérées de sels mais non obligatoires
pour leurs croissances. On distingue, les 1égérement tolérants (tolérent de 6 a 8 % de NaCl
(P/V)) ; les modérément tolérants (tolerent de 18 a 20 % de NaCl (P/V)) et les
extrémement tolérants (se développent de 0 % jusqu'a saturation en NaCl) (Nanjani,
2011).
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1.4. Cycle de développement

Les actinomycétes ont un cycle de développement complexe (Figure 3).1l 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 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 (Kimet al.,
2004).

rate mycelium

&

i
e

Spore development 2 days

Nature Reviews | Microbiology

Figure 3 : Cycle de développement des actinomycétes (Breton et al.,1989).

1.5. Ecologie et distribution des actinomycetes dans la nature

Les actinomyceétes sont un groupe de bactéries omniprésent qui se produisent dans
la multiplicité d'environnement naturel et synthétique. lls se trouvent dans différentes
niches tels que le sol, I'air, I'eau douce, les océans et sur une variété de matériel comme

I’engrais, les résidus de végétaux de compost et des produits alimentaires (Tab.l)
(kumaret al.,2003).
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Tableau 1 : Habitats de certains actinomycetes (Grigorova et Norris, 1990).

Actinomycetes Habitats

Actinoplanes L'eau douce, la litiére végeétale, le sol.

Frankia Les nodules racinaires des non légumineux.

Micromonospora L'eau douce, les sédiments, les sols
humides.

Nocardia amarae Les boues activees.

Rhodococcus coprophilus déjections animales, I'eau, le sol.

Saccharopolyspora rectivirgula Moisi du foin.

Streptomyces Le sol, la litiere végétale, I'eau.

Thermoactinomyces Le compost.

1.5.1. Les actinomyceétes de sol

Le sol est le milieu naturel pour les interactions biologiques, pour la végétation et
comme habitat pour la faune. Le sol a un r6le majeur dans la détermination de la qualité
globale de notre environnement en ce qui abritent de multitude produits chimiques ;
organiques ; et inorganiques libérés par les étres humains soit intentionnellement comme
dans le cas de produits chimiques agricoles ou accidentellement. L'environnement du sol
est dominé par une phase solide composée de minéraux inorganiques, les plantes, les
animaux et les résidus microbiens dans divers stades de décomposition, et une salle de
microbiote et de métabolisation (Stotzky, 1986).

Le sol héberge de divers genres de micro-organismes. Les actinomycétes sont
moins dominants que des bactéries et plus importants que des champignons. Les
actinomycetes composent habituellement a 10-50% de la communauté microbienne totale
déterminée par la méthode d'électrodéposition dans la terre vierge et cultivée. Leur nombre
varie considérablement dans différents types de sol s'étendant de 10° & 10°g dans des zones
tempérées.

Un nombre peu élevé d’actinomycéte a été enregistré dans la région de
I'Antarctique, dans les tourbes acides et les sédiments des différentes eaux. Leurs présences
est maximum dans les couches supérieures du sol, il diminue avec la profondeur. Dans le
sol sec alcalin leur abondance relative est haute. Les actinomycetes les plus abondants dans

le sol sont les espéces de Streptomyces qui peuvent former plus de 2/3 des colonies sur




Etude bibliographique

des plaques de dilution, les Nocardia sp représentent jusqu'a un tiers et les
Micromonospora attiennent les 5% (Alexander, 1961).Lechevalier et Lechevalier (1967)
ont isolé 5000 actinomycetes issus de 16 sols différents. Plus de 95% étaient des
Streptomyces.

Tableau 2 : Fréquence des divers genres d’actinomycétes dans le sol

(Lechevalier et Lechevalier, 1967).

Genre Pourcentage
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 14
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporangium 0,10
Actinomadura 0,10
Micropolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04

Les cendres volcaniques et les riziéres sont les types de sols propres Japon. Les
actinomycétes étaient nombreux (80 x 10°g™) dans le sol cultivé de cendre volcanique de
montagne et moins dans les riziéres (26 x 10° g™). Ils étaient moins dans les sols vierges
que dans le sol cultivé. (Kumar et al., 2003).

1.5.2. Actinomycetes dans les sols de rhizosphéres de plantes

La majorité des actinomycetes sont trouvés dans divers types de sols tels que les
champs agricoles, les foréts tropicales et les grottes naturelles (Gomes et al.,
2000;Nakaewet al., 2009). Certains des actinomycetes sont distribués dans les parties
rhizosphériques du sol. Le terme de rhizospheére, tout d'abord utilisé par Martin et Kemp
(Hiltner ,1904) et deéfini comme une zone du sol qui entoure les racines des plants. La

densité de ces derniers est plus élevée dans cette zone que dans les sols dépourvus de
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racines (sols en vrac) (Lynch, 1990). Cette différence est lie a la sécrétion des petits
composés organiques par les racines sous forme d’exsudats qui fournissent la nutrition et
les sources d’énergie pour la croissance microbienne (Soderberg et Baath, 1998). On sait
depuis longtemps que les exsudats contiennent des acides organiques, des acides amines,
des acides gras, des vitamines et des monomeres des glucides ; la composition et la
quantité des exsudats racinaires varie selon les especes vegétales et les conditions
abiotiques tels que de la température et I'numidité de sol (Martin et Kemp ,1980). Cette
flore microbienne de la rhizosphére comprend principalement les bactéries, les
champignons et les actinomyceétes. Les interactions entre les microorganismes procaryotes
et les racines des plantes peuvent avoir des effets bénéfiques, nuisibles ou neutres sur la
plante en fonction du type d'interaction symbiote et les conditions de sol (Smith et Read,
1997).
1.5.3. Les actinomycétes du compost et matériel relatif
Les microbes mésophiles y compris les actinomycétes effectuent la decomposition
des substrats riches en nutriments et créent une température plus élevée qui fournissent des
conditions idéales pour la croissance rapide des actinomycétes thermophiles.
Thermoactinomyces,  Saccharomonospora,  Micropolyspora, Pseudonocardia et
Streptomyces sp, Thermonospora ont été isolés a partir de tels substrats auto-chauffée. Les
especes de Thermomonospora se développent particulierement bien pendant la deuxiéme
phase de préparation d'engrais pour la culture de champignon tandis que les Streptomyces
diastaticus et Thermoactinomyces vulgaris prédominent dans le compost cuit a la vapeur
et sa poussiére. (Kumar et al. ,2003).
1.5.4. Les actinomycétes de I’air
Les actinomycetes peuvent étre démontrés dans I'air par l'utilisation de méthodes de
piégeage et d'échantillonnage appropriés. La diffusion aéroportée est principalement liée a
la quantité de la poussiére a laquelle les spores et le fragment mycélien s'accrochent.
N'importe quelle action qui touche le sol sec de la terre jachére, telle que les premieres
gouttes de pluie, lance des particules de sol dans I'air, produit une augmentation du nombre
de Streptomyces aeroportés. (Kumar et al.,2003).
1.5.5. Les actinomycetes aquatiques
1.5.5.1. Les actinomyceétes des eaux douces
Des actinomycetes sont largement distribués dans un environnement aquatique,
mais cela ne prouve pas qu'ils fassent partie de la flore microbienne indigéne.

L'occurrence et l'importance des actinomycétes dans l'eau douce ont été étudiés par
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plusieurs chercheurs (Erikson 1941, Bnrman 1973, Rowbotham et Cross 1977, Makkar
et Cross 1982). Les genres des actinomycetes qui sont fréquents dans I'eau douce incluent
Actinoplanes, Micromonospora, Nocardia, streptomyces de Rhodococcus et
Thermoactinomyces (Williamset al, 1983).les actinomycetes sont généralement plus
nombreux dans les courants et les rivieres que dans les lacs et les réservoirs. Streptomyces
et Micromonospora sont généralement plus en mousse dans I'eau de la riviere et c'est peut-
étre a cause de la concentration de spores hydrophobes et les hyphes de l'interface de I'eau
et l'air.
Les actinomyceétes rendent I'eau potable désagréable en développant le godt et les odeurs
terreux ou moisi. La chimie et la distribution des composés volatils ont été sondés par
Gerber (1979) ont conclu que la géosmine et le (trans-1, 10 diméthyl-9-trans decall) et
méthyl iso-bornéol se produisent fréquemment.

1.5.5.2. Les actinomycétes marins

Certaines souches d’actinomyceétes ont été retrouvées dans des environnements
marins (Singh et al, 2006 et Imadaet al, 2007), dans des sediments situés a plus de 4000
m de profondeur (Khattabi et al, 2002).lls sont présents dans les fonds fluviaux ou
lacustres. La colonisation normale du milieu marin est un point controverse, selon les uns,
il existerait une flore d’actinomycétes spécifique aux sédiments marins caractérisée par sa
barotolérance, son halophilie et une température optimale faible ; selon d’autres, les
actinomycetes isolés de ces milieux correspondraient a des souches terricoles adaptées a la
salinité marine (Larpent et Sanglier, 1989).Les actinomycétes sont également présents
dans les lacs extrémement alcalins, les lacs salés, en revanche il semblerait qu’ils sont
absents dans les eaux minieres treés acides (pH <l)et les sources thermales trés chaudes

d’origine volcaniques (Lechevalier, 1981).

1.6. Importance des actinomycetes

La principale raison derriere 1’engouement pour les actinomycétes vient du fait
qu’ils possédent des réles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes,
(Conn, 2005), mais également pour la synthese de nombreux métabolites d'intérét
biotechnologique. Il a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont
produits par les actinomycétes dont 6550 (40%) par des espéces de Streptomyces (Choulet,
2006).En plus de la production d’antibiotiques, les actinomycétes produisent un grand

nombre d’autres métabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités, tels que des
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inhibiteurs d’enzymes, immunosuppresseurs, toxines et pesticides (Dairi, 2005 ; Pizzul,
2006).

1.6.1. Dans les domaines médical, vétérinaire et industriel

Les actinomycetes ont fourni un nombre considérable de composes bioactifs de
haute valeur commerciale, et sont recherchés de facon routiniére dans le but de découvrir
de nouvelles substances bioactives (Vijayakumaret al.,2007).
Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élevages industriels d’animaux.
Ils sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des plantes,
mais aussi dans 1’alimentation pour augmenter les rendements zootechniques
(Khachatourians.1998).

1.6.2. Dans le domaine agronomique

En plus de la production dun grand nombre de métabolites d’importance
commerciale, les actinomycetes possedent d’autres potentiels intéressants tels que leur
implication dans le processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage des
nutriments et comptent parmi un nombre réduit d’organismes utilisés en bio remédiation,
capable de dégrader des composés organiques complexes tels que la chitine (Zaitlin et
Watson, 2006) et grace a un potentiel enzymatique riche ainsi que des spores résistantes a
la dessiccation (Pizzul, 2006). IIs ont la possibilité de s’adhérer aux interfaces non
miscibles a 1’eau en raison de 1’hydrophobicité de leur paroi cellulaire. Ils sont aussi
capables de dégrader des hydrocarbures chlorés ainsi que des composés organiques
complexes (El-Shatouryet al, 2004).Le genre Frankia est également trés important pour
un bon nombre de plantes, provoquant des nodulations aux racines permettant ainsi la

fixation de 1’azote par la plante hote (Zaitlinet Watson, 2006).

1.7. Le métabolisme antibiotique des actinomyceétes

Les métabolites secondaire produits par les actinomycétes présentent un grand
nombre d'effets biologiques diverses, d'abord des activités antimicrobiennes. L'ordre des
actinomycetales sont celebre producteur de métabolites bioactifs avec une expérience
professionnelle de plus de 10 000 agents antimicrobiens a usage clinique (Demain, 2009).
Les meétabolites secondaires produits par les actinomycetes révelent des activités
biologiques variées tel qu’antibactériennes, antifongique, antiviral, anticancéreux, anti
protozoaires, anti cholestérol. Ce groupe de composés forme un assemblage hétérogene des

molécules biologiquement puissantes avec diverses structures et mécanismes d'action. La
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découverte des agents antimicrobiens des actinomycetes a mené a une percée dans le
monde de la médecine, en raison de leur assistance précieuse pour sauver I'homme de
maladies infectieuses.la plupart des bactéries infectieuses sans traitement aux 19 siécles
peut étre facilement guérir maintenant avec un programme court des antibiotiques, par
exemple la tuberculose (McDermott et al.,1947). Environ 75 % des antibiotiques sont
produits par les actinomycetes. Bon nombre de ces agents antibactériens montrent un large
éventail des activités.la diversité en structure de ces antibactériens est responsable de leurs
activités antimicrobiennes de large spectre et diverse mécanisme d’action. Ils ont montré
une forte puissance contre un grand nombre d'organismes Gram-positives et Gram-

négatives.

1.7.1. La production des antibiotiques

Les actinomyceétes sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berdy, 2005). On estime que les deux tiers des quelque six
mille antibiotiques isolés jusqu'ici sont produits par les actinomycétes. Historiqguement
A.Waksman fut le premier a démontrer la richesse des actinomycétes dans ce domaine, il
isola quatre des premiers antibiotiques utiles : l'actinomycine (1940);la streptomycine
(1944) ; la néomycine (1949) et la candicidine (1953). Parmi les especes actinomycétales,
les Streptomyces sont les plus importants producteurs d'antibiotiques et autres métabolites
secondaires, 75% des antibiotiques sont produits par les espéces de streptomycétes (Revel
et al., 2000).Les antibiotiques des actinomyceétes peuvent étre classés en groupes
chimiques quelques exemples:
-Les aminoglycosides (streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine);
-Les macrolides (érythromycine)
-Les ansamycines (rifamycine)
-Les béta-lactames (thiénamycine)
-Les peptides (viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine)
-Les tétracyclines (chlortétracycline, oxytétracycline)
-Les nucléosides (puromycine)
-Les polyénes (nystatine, candicidine, amphotéricine B);
-Les polyéthers (monensine) (Berdy, 2005).

Les antibiotiques des actinomycétes sont utilisés aussi dans le traitement de
certaines maladies des plantes. La blasticidine, par exemple, est active sur

Piriculariaoryzae, un pathogéne du riz (Tomita et al., 1990).Les antibiotiques ont trouvé
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également une application en agriculture a des fins de lutte contre les maladies des
animaux et des plantes et aussi pour stimuler la croissance des animaux domestiques et
accroitre les rendements zootechniques (Tomita et al,1990).

En plus des antibiotiques antimicrobiens, les actinomycétes sont une source de
substances  anti tumorales (actinomycine, adriamycine, rebeccamycine),
insecticides(mikkomycine), miticide (tétranactine), antihelmintiques (avermectines),
pesticides (antimycineA), herbicides (phosphinothricines) et de substances ayant des
activités biologiques les plus diverses (immunosuppressives, immunostimulantes) (Dietera
et al,2003).

1.7.2. La production d’antifongiques.

Les antagonistes microbiens sont largement utilisés en lutte biologique contre les
champignons phytopathogénes. L'activité antagoniste de Streptomyces vis-a-vis des
pathogénes fongiques est généralement liée a la production de composés antifongiques
extracellulaires et des enzymes hydrolytiques (Prapagdee et al.,, 2008).En plus des
Streptomyces, d’autres genres appartenant aux actinomyceétes sont également des
producteurs de molécules possédant des activités antifongiques (Sanglier et
Trujillo,1997).Les ramicidines sont par exemple des antifongiques produits par une

souche d'Actinomadura bibisca (Tomita et al, 1990).

2. Les molécules antifongiques et antibactériennes produites par les actinomycetes
isolés a partir des différents écosystémes

Beaucoup de recherches ont été entreprises dans le monde entier, ils fournissent des
informations importantes sur la production d’antibactériens et d’antifongiques. Plusieurs
écosystemes telluriques aquatiques ou autres ont fait 1’objet de ces études. Les techniques
sont toujours employées afin de trouver des molécules nouvelles. Une des stratégies
employées pour cela est la recherche d’actinomycétes nouveaux, dans les écosystémes les

moins explorés.

2.1. Les actinomycétes producteurs d’antibiotiques isolés a partir du sol

Dans une étude menée par Badji et al., (2006) visant a isoler des actinomycétes
rares producteurs d’antifongiques non-polyéniques a partir d’un sol saharien, plusieurs
actinomycetes ont été sélectionnés. Un actinomycete nommé AC104 a été isolé a partir du

milieu « chitine — vitamines B » additionné de rifampicine. Cet isolat présente une trés
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forte activité antimicrobienne vis-a-vis de champignons filamenteux et de bactéries a Gram
positif et a Gram négatif. Sur la base de ses caractéristiques morphologiques et chimiques,
I’isolat a été rattaché au genre Actinomadura. Les études physiologiques comportant 76
tests et I’analyse de la séquence de I’ADNr 16S ont montré que ’isolat AC104 est assez
différent des especes connues d’Actinomadura et pourrait ainsi étre original. La production
d’antibiotiques a été testée sur plusieurs milieux de culture, le meilleur étant le milieu
ISP2.Cinq zones actives ont été localisées par bio-autographie. Parmi ces antibiotiques, le
complexe nommé 104A qui a présenté la plus forte activité antifongique. Ce produit a été
purifié par HPLC en phase inverse, il s’est avéré étre composé de quatre molécules
différentes. Les ¢études spectroscopiques, notamment 1’UV-visible, I’infrarouge, la
spectrométrie de masse et la RMN protonique, ont permis de constater que ces molécules
contiennent un noyau aromatique para di-substitué par des chaines aliphatiques. Ces
composés sont différents de ceux synthétisés par les espéces du genre Actinomadura et
sembles étre des molécules nouvelles.

En 2008ValanArasua et ses collaborateurs ont isolé une nouvelle souche ERI-26
d’actinomycete (Streptomycessp. ERI-26) du sol de la forét de Nilgiri au Ghats occidental
et étudiée son activité antimicrobienne contre des bactéries et des mycetes pathogenes. Ses
caractéristiques culturelles dans divers milieux de culture et le profil de son rARN 16s ont
fortement suggéré qu’elle appartient au genre Streptomyces; Ses caractéres
morphologiques et physiologiques ont été étudiés. L’activité antimicrobienne montrée par
ERI-26 s’exerce contre des bactéries comme Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis et des fungi comme Candida albicans,
Aspergillus niger et Aspergillus flavus. Les substances antibactériennes sont extraites au
méthanol et I’activité antimicrobienne est évaluée en utilisant la technique de micro
dilution en milieu liquide. La concentration minimale inhibitrice des fractions
méthanoliques  contre Staphylococcus epidermitis et contre Candida. albicans est
respectivement de 375 et de 500 pg/ml. Ces résultats montrent que le sol des foréts peut
étre la source de nouvelles souches d’actinomycétes.

En 2012 Boussabera isolé des souches d’actinomycétes productrices de
substances antifongiques, a partir de trois écosystémes marocains différents. vingt-neuf
souches d’actinomycetes ont €té€ isolées sur trois milieux de culture choisis en fonction des
données de la littérature (Olson, Bennett et GLM), a partir d’échantillons de sol prélevés de
forét, de dunes phosphatées et de décharge de poterie. L’activité antifongique des souches

d’actinomycetes isolées a été mise en évidence sur milieu de culture Bennett par deux
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techniques de diffusion sur gélose. Parmi les 29 souches d’actinomycétes isolées, 25 soit
86.20 % ont montré une activité antifongique vis-a-vis d’au moins un champignon étudié.
Les extraits des trois actinomycetes representatifs ont montré une activité inhibitrice
intéressante, surtout la souche SP13’ qui s’est révélée plus efficace et présente une intense
activité antifongique.

Jihani (2013 ) a isolé vingt souches d'actinomycétes a partir d'échantillons de sol
et de bois prélevés a partir d'une vielle maison dans l'ancienne médina de Fés et
d'échantillons de sol prélevés de la région de Moulay Yacoub et des rives d'Oued Sebbou.
L'activité antimicrobienne réalisée par la technique des cylindres d'agar et celle des stries
croisées, a été déterminée contre des bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis 5262,
Bacillus cereuscip 14579, Staphylococcus aureus 7625, Staphylococcus epidermidis 6821),
des bactéries a Gram négatif (Pseudomonas aeroginosa 76110, E. coli 7624) et la levure
Candida albicans. Parmi les vingt isolats, douze (60 %) ont montré une activité contre au
moins une des souches tests. Par ailleurs, I'analyse moléculaire des vingt isolats par
amplification et séquencage partiel du gene de I'ARNr 16S a permis d'attribuer dix-huit
isolats au genre Streptomyces et deux aux genres Saccharothrix et Lentzea. Cing isolats a
savoir (Sj32, Sj33, Sj38, Sj68 et Sj69) ont été décrites particulierement intéressantes. Les
substances bioactives produites par les cing souches d'actinomycetes sont extraites par des
solvants organiques et les molécules produites sont purifiées par HPLC. Une étude de la
stabilité de l'activité antibactérienne en fonction de la température et de la protéinase K a
montré que les substances bioactives seraient de nature non protéique pour Sj32, Sj33,
Sj68 et Sj69 et protéique pour Sj38. La fraction active de la souche Sj32 a été démontrée
active contre les cellules MRC-5 et présente une forte cytotoxicité. Enfin, I'étude de I'effet
de la fraction active de la souche Sj32 sur la transcription et la traduction bactérienne in
vitro, a montré que cette substance purifiée n'inhibe pas ces deux processus biologiques.

En 2014 Wahabi a isolé 26 souches d’actinomyceétes 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 dune a Douz). Leur identification a été réalisée en se basant
sur leurs caractéres macroscopiques et microscopiques. L’activité antimicrobienne a été
effectuée contre deux bactéries a Gram positives et trois bactéries a Gram négatives. Elle a
été réalisée par trois techniques qui se basent sur le principe de diffusion qui sont 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 contre au moins une
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bactérie-test étudiée dont 38% ont présenté une forte action antibactérienne. Ces derniers

ont comme cible majoritaire les bactéries a Gram positives.

2.2. Les actinomyceétes isolés a partir des eaux

Boughachiche et al., (2011) ont isolé quatre souches d’actinomycétes a partir
d’un échantillon d’eau de Sebkha d’Ezzemoul connue par sa grande salinité (localisée a
Ain M’Lila au Nord-Est Algérien). Dans des travaux antérieurs, elles ont été identifiées
comme appartenant au genre Streptomyces et ceci par analyse d’un fragment de
I’ADNr16S, des études chimio-taxonomiques, morphologiques et physiologiques.
L’activité antibactérienne de ces souches a été recherchée contre les bactéries-tests
suivantes : Bacillus cereus : résistant aux lactamines et aux sulfamides, Streptococcus
faecalis : résistant a la pénicilline, a la tétracycline et aux cotrimoxazoles, et
Staphylococcus aureus Mu 50 : résistant a la vancomycine).La recherche des métabolites
antibactériens a éte effectuée par deux techniques :la premiére est voisine de celle
utilisée par Peterson (1954) et dans laquelle les souches de Streptomyces sont
ensemencées en touches a la surface des boites de Pétri contenant les milieux AF ;
Bennett ; GBA et le milieu synthétique puis incubées 14 jours a 28°C.La culture est
ensuite recouverte par le milieu Mueller-Hinton faiblement gélosé ensemencé en masse
avec une souche-test. Les boites sont observées apres 24 h d’incubation a 37°C. Les zones
d’inhibition sont mesurées en millimétres du bord de la colonie de Streptomyces a la limite
de la zone ou la bactérie-cible n’est pas inhibée. La deuxieme technique est celle des
cylindres d’agar qui consiste a ensemencer en premier lieu, les souches de Streptomyces en
stries serrées a la surface de boite de Pétri contenant 15 ml des milieux AF, Bennett,
GBA, ou milieu synthétique. Aprés 14 jours d’incubation a 28°C, des cylindres de gélose
de 6 mm de diameétre sont prélevés et sont déposés a la surface des milieux Mueller-
Hinton ensemencés avec les germes-tests. Placées 2 h a 4°C pour permettre la diffusion des
substances actives, les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 a 48 h. Les résultats
montrent que deux souches présentent des activités positives, la plus active produit un seul
type de molécules a caractére polaire et résiste aux changements de température et a
I’exposition a la lumiére .Son activité commence des le premier jour de culture et atteint
son maximum au quatriéme jour. L’autre souche posséde des molécules thermorésistantes
dont I’activité maximale apparait le premier jour d’incubation. La souche produit deux

types de molécules actives, la premiere molécule est polaire et ’autre est apolaire.
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En 2014 Benouaguenia et al ont étudiés I’activité antimicrobienne des souches
d’actinomycetes isolées du lac El Mellah, parc national d’El Kala .Le screening de
I’activité antimicrobienne est réalisé sur gélose ISP2, la position taxonomique de la souche
E65 est établie a partir des caracteéres phénotypiques et 1’étude moléculaire, la cinétique de
croissance et de production des molécules antifongiques sur Candida albicans sont étudies
sur bouillon ISP1, ISP2 et GYEA, la molécule antifongique est extraite avec du
dichlorométhane et révélée sur chromatographie en couche mince, avec des révélateurs
chimiques et une spectroscopie UV-visible et infrarouge. Un total de 104 souches
d’actinomycetes ont €té isolées et examinées pour leurs activités antimicrobiennes,
21 souches étaient actives contre Staphylococcus aureus, E. coli et C.albicans. La souche
E65 a montré une forte activité in vitro contre Staphylococcus aureus et C.albicans et une
bonne activité contre une souche C. albicans résistante a la 5-fluorocytosine. Cette souche
est identifiée comme Streptomyces yatensis appartenant au sous-groupe des
« Streptomyces violaceusniger » du groupe « Streptomyces hygroscopicus ». La souche
E65 produit un antifongique non polyénigue, son spectre infrarouge ne correspond a aucun
des composés antimicrobiens connus pour étre produit par les souches du groupes

« S. hygroscopicus ».

2.3. Les actinomycetes isolés a partir des sédiments marins

Dans cette étude Kumar et Kannabiran (2010) ont isolé une souche
d’actinomycete a partir d’échantillons de sédiments marins récoltés sur la cote de
Marakkanam de la baie du Bengale en Inde ayant une activité antifongique sur des isolats
d’Aspergillus multi-résistants. La souche a été identifiée comme appartenant au genre
Streptomyces. Sur des critéres phénotypiques et phylogénétiques, elle a été considérée
comme une nouvelle espéce du genre Streptomyces et dénommée StreptomycesVITSVKS.
Son GC % est de 71 % et la séquence de son ADNr 16S montre 93 % de similarité avec
Streptomyces MSU2261. Le milieu de culture et les conditions de croissance ont été
optimisés en culture agitée par mesure du poids sec du mycélium. Onze souches
d’Aspergillus multi-résistantes (MDR) ont été isolées des crachats de patients volontaires
atteints de tuberculose pulmonaire. lls ont trouvé que les antifongiques testés sur ces
souches résistantes (amphotéricine B, itraconazole, ketoconazole et fluconazole) ont
montés des CMI comprises entre 4 et 16 mg/ml. L’extrait a 1’éthyle acétate de 1’extrait

brut de cette souche présente une activité antifongique significative sur les souches MDR
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avec des zones d’inhibition comprises entre 22 et 28 mm et des CMI comprises entre 0,125

et 4 mg/ml.

2.4. Les actinomycétes isolés a partir des racines de plantes

Rakotoarimanga et al (2014) ont isolé des actinomycétes a partir des sols
rhizosphériques des plantes saines de tomate, de concombre et de haricots. Le sol
directement adhéré aux systémes racinaires des plantes est collecté et séché a I’air libre
puis tamisé avec un tamis & maille de 2mm de diameétre aprés un broyage avec un mortier.
59 du sol est dilué dans 45 ml de sulfate de magnésium (MgSO4 ; 0,1M) préalablement
stérilisé a 1’autoclave a 121°C ; pendant 20min. Aprés une agitation, une série de dilutions
d’intervalle de 10 fois allant de 10 & 10™est préparée a partir de cette solution mére. Le
milieu de culture gélosé Waksman est ensemence par les différentes dilutions et incubé a
28°C pendant une semaine. Toutes les colonies d’actinomycétes sont récupérées et
purifiées par la nouvelle culture sur le méme milieu de culture (Waksman).Apres le test
d’antagonisme des actinomyceétes in vitro et in vivo contre Fusarium a été réalisé. Les
résultats ont montré que parmi les 87 isolats d’actinomycétes provenant des sols
rhizosphériques de plantes d’haricot, de tomate et de concombre, 24 sont antagonistes du
champignon test F-02 et les pouvoirs inhibiteurs de ces isolats varient entre 14% et 60%.
L’isolat d’actinomycete Ac66, isolé du sol rhizosphérique de la plante d” haricot a montré
une inhibition élevée de 60,52%. Le traitement des graines de plantes a germer avec la
solution de I’isolat Ac66 attenue significativement la virulence in vivo par le champignon
F-02.
3. La résistance aux antibiotiques

Un antibiotique est une substance chimique qui, a faible dose, agit sur des cibles
moléculaires spécifiques du métabolisme ou de la structure des bactéries et qui inhibe leur
croissance ou les tue. Il est, par définition, produit par un micro-organisme (bactérie ou
champignon microscopique) par exemple Streptomyces griseus qui sécréte la
streptomycine ou La pénicilline G, produite par Penicillium notatum (Marchand et
Courvalin, 2008).

3.1. La résistance aux antibiotiques

Il s'agit de la capacité de certaines bactéries a survivre malgré I'exposition a un
antibiotique. Lorsque les bactéries de la méme espéece sont insensibles a un antibiotique
particulier, on parle de résistance « naturelle ». C'est le cas, par exemple, des

streptocoques, insensibles aux aminosides. Ce type de résistance explique pourquoi les
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antibiotiques sont toujours prescrits contre des infections précises, selon un dosage et une
durée déeterminés. Les résistances peuvent également étre « acquises », lorsque, dans une
population bactérienne, apparait une bactérie insensible a I'antibiotique. Celle-ci peut avoir
gagné cet avantage a la faveur d'une mutation spontanée au niveau d'un de ses génes. Elle
transmettra alors la capacité de résister a ses filles. Le cas s'est présenté pour le bacille
tuberculeux, devenu résistant a la streptomycine et a la rifampicine a la faveur de
mutations spontanées. Mais de telles mutations sont rares : elles concernent environ une
bactérie sur dix millions, voire un milliard. En fait, 80 % des cas de résistance bactérienne
connus sont apparus a la suite de la transmission d'un fragment d'’ADN d'une bactérie
résistante a une bactérie sensible, lequel fragment contenait un gene conférant la
protection. Ces fragments d’ADN sont, par exemple, des molécules d'ADN circulaire ou
plasmides. L'acquisition d'un seul plasmide permet & une bactérie de résister
simultanément a 4 & 7 familles d'antibiotiques différentes (Lemarchand et Courvalin
2008).

3.2. Les mécanismes de résistance

La bactérie peut fabriquer une enzyme capable de neutraliser I'antibiotique : la
pénicillinase, par exemple, inactive les pénicillines, I'acétylase inhibe le chloramphénicol,
etc. Le micro-organisme peut posseder une membrane imperméable a l'antibiotique ou étre
capable de rejeter cette substance dans le milieu extérieur, grace a une pompe membranaire
qui refoule les molécules hors de la cellule, les empéchant de se concentrer, et donc d'agir
sur la cible. Ce mécanisme est notamment impliqué dans la résistance d’Acinetobacter,
responsable de nombreuses infections nosocomiales, autrement dit acquises a I'hopital. Le
microorganisme peut enfin présenter une modification au niveau de la cible de
I'antibiotique : le site de fixation sur la cellule est modifié, ce qui empéche I'antibiotique de
se lier, et par conséquent d'étre efficace (Lemarchand et Courvalin, 2008).

3.3. Les bactéries résistantes aux antibiotiques
e Staphylococcus aureus

Les bactéries de type Staphylococcus aureus se trouvent d'habitude sur la peau et
dans le nez. Les staphylocoques peuvent causer des infections et des maladies. Certaines
souches, résistantes a l'antibiotique meéthicilline, sont connues sous le nom de
Staphylococcus aureus resistant a la meéthicilline (SARM). Lorsqu'elle n'est pas traitée,
I'infection aux SARM peut entrainer de graves complications, parfois mortelles, comme
des infections du sang, des os et des poumons (telles que la pneumonie). On rencontre le

plus souvent le SARM dans des établissements de soins de sante.
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e Entérocoques résistants a la vancomycine
Les bactéries entérocoques vivent dans les intestins humains, mais qui peuvent
infecter d'autres parties du corps. Les symptdmes varient en fonction du site de l'infection.
Les entérocoques se propagent souvent dans les établissements de soins de santé.Les
entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) sont résistants a I'antibiotique
vancomycine. Les personnes qui ont été traitées avec la vancomycine présentent un risque
plus éleve de déevelopper une infection aux ERV.
e Entérobactéries résistantes aux carbapénémes
Les entérobactéries reésistantes aux carbapénemes (ERC) résistent a un type
d'antibiotiques appelé carbapenemes. Certaines de ces bactéries produisent une enzyme, le
New Delhi métallo-béta-Lacatamase (NDM-1), qui les rend résistantes aux antibiotiques. Il
y a peu de traitements de remplacement lorsque les bactéries, notamment celles comportant
le gene NDM-1, développement une résistance aux carbapénemes.
e Les PAR ou Pseudomonas aeruginosa multirésistants
Les Pseudomonas aeruginosa représentent 10 a 11% des bactéries responsables
d’infections nosocomiales. Les sites de portage du Pseudomonas sont I’oropharynx et le
tube digestif. Les souches de P. aeruginosa résistantes diffusent par petites épidémies et
sont impliquées dans des infections respiratoires, urinaires ou cutanées. Ces souches,
souvent résistantes (R) a la ceftazidime ; Certaines sont toto-résistantes retrouvées chez les
patients atteints de mucoviscidose.
e Les ABR ou Acinetobacte rbaumannii multirésistant (résistant a la ticarcilline)
Les ABR sont de plus en plus souvent impliqués dans les infections nosocomiales de
certains secteurs hospitaliers comme les unités de soins intensifs. On le retrouve au niveau
de I’oropharynx, de la peau et du tube digestif. Elles sont redoutées a 1’hdpital car la
persistance de ces bactéries dans I’environnement est parfois impressionnante et est a
’origine d’épidémies.
4. Les bactéries opportunistes
Les bactéries opportunistes ne donnent habituellement pas de maladie chez les
sujets sains. Elles sont dangereuses pour les personnes dont le systétme immunitaire est
affaibli:
- immunodéprimés (par ex. avec le SIDA)
- suite a une maladie

- pendant une antibiothérapie
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- sous medicament ayant un effet immunosuppresseur comme la cortisone en usage
oral.

Les bactéries opportunistes sont en général responsables de maladie suite a la
colonisation (accidentelle) du site. Elles provoquent: pneumonie, infection urinaire,
infection du cathéter... Parfois, secondairement, il y a généralisation avec le
développement rapide d’une septicémie qui peut conduite a des localisations plus
profondes: endocardite, abces profond, ostéites, méningites...Les bactéries opportunistes
jouent un réle important dans les hopitaux. Ce sont les infections nosocomiales ou les cas
d’hospitalisme. Les patients ont souvent un systéme immunitaire affaibli et dans I’hopital
vivent des souches de bactéries devenues resistantes a plusieurs antibiotiques par sélection
au contact des différents traitements utilisés dans I’institution (Favet, 2014).

Les bactéries pathogénes opportunistes sont issues d'une multitude de réservoirs
bactériens. On a donc des bactéries issues de la flore commensale (microbiote) de I'homme
(peau, muqueuse oro-pharyngée, muqueuse vaginale et tube digestif) et des bactéries issues
de l'environnement (eau, sol, végétaux et animaux).(Chanoine et al., 2013). Parmi
I'ensemble des bactéries constituant notre flore commensale, certaines especes sont des
pathogenes opportunistes. Normalement asymptomatiques, voire bénéfiques, elles peuvent

dans certaines conditions étre la cause d'infections particulierement sévéres ainsi :

- Streptococcus agalactiae (streptocoque du groupe B ou SGB) est une bactérie
commensale du tube digestif et du tractus vaginal mais est également la principale cause
d’infections invasives (septicémie et méningite) chez les nouveau-nés en France. La
détection systématique de Streptococcus agalactiae et un traitement antibiotique
prophylactique au moment de 1’accouchement ont permis de limiter 1’incidence des
infections néonatales sans toutefois les éradiquer. La mortalité liée a ces infections reste
¢élevée (50 a 100 déces par an en France), et malgré 1’antibiothérapie, 25 a 40% des enfants
qui survivent gardent des séquelles neurologiques.
- méningocoque (Neisseria meningitidis) qui est présent dans la flore du nez et du
pharynx, et qui ne provoque une méningite qu’exceptionnellement (un porteur sain sur 10
000 déclenche une méningite).
5. Les infections nosocomiales

Une infection nosocomiale est une infection contractée dans un établissement de
soins. Si l'infection apparait tres tot, moins de 48h apres l'admission, on en deduit

généralement que l'infection était en incubation au moment de lI'admission, et qu'elle n'a
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vraisemblablement pas pu étre contractée dans I'établissement de soins. L'infection n'est
alors pas considérée comme nosocomiale. A I’inverse, une infection qui se révéele apres la
sortic de I’établissement de soins peut trés bien étre nosocomiale. On ne considére que
toute infection du site opératoire qui se révele dans les 30 jours suivant une intervention
chirurgicale soit a priori nosocomiale, c’est a dire sauf démonstration du contraire. Ce délai
est porté a un an pour les infections survenant en cas de mise en place de matériel
prothétique (prothese articulaire, matériel métallique de fixation ou de suture).

5.1. Principaux agents infectieux rencontrés dans les infections nosocomiales

Globalement, les principaux germes retrouvés dans les infections nosocomiales sont
les bactéries a Gram négatif dont le principal réservoir est I'numain (tube digestif). Les
autres bactéries responsables des infections nosocomiales sont les germes Gram positif qui
sont responsables de la majeure partie des infections liées aux cathéters, des infections de
plaies et en partie des pneumonies. Les champignons représentent une faible partie des
infections nosocomiales mais sont de plus en plus fréquentes. Les virus représentent
environ 5% des infections nosocomiales et I'nomme est l'unique réservoir en milieu
hospitalier. Les principaux virus responsables d'infections nosocomiales sont les virus de
I'népatite B et C, le virus HIV, de la varicelle, le virus syncitial respiratoire en pédiatrie et
virus de la grippe. Les bacilles Gram négatif sont responsables d’environ 50% des
infections nosocomiales. Leur principal réservoir est humain mais peut étre
environnemental en raison de la capacité de certains germes Gram négatif (Pseudomonas,
Enterobacter) a proliférer en milieu aqueux. Ils sont responsables avant tout d’infections
urinaires, mais également pulmonaires et de plaies .Les bactéries Gram positif représentent
environ 25% des infections nosocomiales. Les staphylocoques sont responsables d’environ
15% des infections nosocomiales et ’homme est le principal réservoir. On le retrouve
principalement dans les infections de plaies et dans les bactériémies sur infection de
cathéter intraveineux et dans les infections de matériel prothétique (orthopédie et cardio-
vasculaire).Environ 10 % des infections nosocomiales sont dues a des streptocoques et en
particulier d’entérocoques retrouvés dans les infections urinaires et de plaies. Les
entérocoques font partie de la flore digestive et peuvent coloniser par continuité le systeme
urinaire et la peau. Les germes anaérobies, principalement responsables d’infections
abdominales (cutanées et respiratoires a un moindre degré) sont retrouvés dans moins de
5% des cas. Le Clostridium difficile est le plus fréquent et est responsable de diarrhées

associées aux antibiotiques (Figure 4).
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Les champignons ont pris également une importance croissante avec 1 utilisation
d’antibiotiques a large spectre qui déséquilibrent la flore habituelle, de chimiothérapie et
de I’alimentation parentérale. Certaines infections abdominales sont un autre facteur de

risque, surtout pour les Candida (Petignat, 2005).

Principaux germes responsables d'infections nosocomiales

Divers
Champignons Virus 8%
2% 5%

Anagrobes

5%
Autres streptocoques
5%

Entérocogues
10% Bacilles Gram négatif

50%
Staphylocoques coag
négative
5%

Staphylocogques dorés
10%

Figure4 : Principaux germes responsables d’infection nosocomiales et leur fréquence.
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Matériels et méthodes

1. Origines des actinomycetes

Lotn°l:

Vingt et une souches actinomycétales ont été aimablement fournies par la
doctorante Hocinat Amira, laboratoire de biologie appliquée et santé. Ces souches ont été
isolées a partir de deux écosystemes (sols agricoles dans la région de Ain M’Lila et les
boues activées de la station d’épuration des eaux usées d’El Athmania). Ces actinomycétes
ont été conserves par congélation en présence de glycérol.

Lotn°2:

vingt isolats d’actinomycétes, ont été isolés a partir des sols de sebkha de la région

d’El-Oued dans le Sahara Algérien.

2. Revivification des souches d’actinomyceétes

Les actinomycetes qui ont été isolés, purifiés puis conservés par congélation ont
subi une revivification. 0.1 ml de chaque suspension bactérienne sont ensemences en
surface dans des boites de Pétri contenant le milieu GLM (Annexe).Les boites de Pétri sont
ensuite incubées a 28 °C pendant 21 jours.

3. Souches bactériennes tests

L’activité antibactérienne a été testée contre les bactéries rapportées dans le

tableau 3:
Tableau3 : Caractéristiques des souches bactériennes tests.
Souches bactériennes Gram des Provenance des bactéries
souches

Streptococcus sp. + Souche clinique

Staphylococcus aureus ATCC 43300 + Souche de la collection Américaine
ATTC Résistante a la méthicilline

Proteus mirabilis - Souche clinique

Morganella sp - Souche clinique

Enterobacter sp - Souche clinique

Pseudomonas sp - Souche clinique

Proteus sp. - Souche clinique
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4. Souches fongiques tests

Candida albicans (souche clinique)
Aspergillus niger (phytopathogéne)
Fusarium oxysporum (phytopathogene)

Aspergillus fumigatus (pathogene pour I'hnomme)

5.Etude de ’activité antibactérienne

5.1. Préparation des inocula de bactéries-tests

Pour chaque souche, un inoculum est réalisé sur gélose nutritive a partir d’une
culture bactérienne de 24 heures.La densité cellulaire de cet inoculum a été ajustée par
dilution dans de I’eau physiologique stérile, et comparée de visu avec la solution Mc

Ferland, ce qui correspond & une concentration finale de 10°ufc/ ml.

5.2. Technique des disques d’agar (Tortorano et al, 1979)

Les 41 souches d’actinomycétes sont ensemencees en stries serrées a la surface de
15 ml de milieux GLM (glucose —extrait de levure —extrait de malte). Apres 7 jours
d’incubation a 28°C, des cylindres de gélose de 6 mm de diametre sont prélevés et sont
déposés a la surface du milieu Muller-Hinton préalablement ensemencé par les bactéries
tests. Les boites de Pétri sont ensuite placées a 4°C pendant deux a quatre heures pour
permettre une diffusion des substances actives puis elles sont incubées a la température de
37 °C pendant 24 heures.

5.3. Lecture

Apres incubation, la présence de zone d’inhibition est observée autour des disques
d’actinomycetes produisant des antibactériens actifs contre la souche test. Le diamétre
d’inhibition est mesuré en millimetre, moyennant une régle graduée .L’absence de zones
d’inhibition claires autour des disques d’agar, indique un résultat négatif qui montre que
les bactéries sont résistantes aux substances produites par les actinomycetes. Plus cette

zone est grande, plus l'activité antibactérienne est importante (Petrosyan et al., 2003).
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6. Etude de I’activité antifongique

La production de métabolites antifongiques par les souches d’actinomyceétes est
mise en evidence par la technique des cylindres d’agar en utilisant le milieu Sabouraud.

6.1 Preparation des inocula

6.1.1 Inoculum levurien

On réalise une suspension dense en eau physiologique stérile a partir de culture de
48h a 37°C sur milieu de Sabouraud (PH =7).Aprés avoir introduit 3-5ml d’eau
physiologique on agite avec le vortex puis on dilue convenablement une partie aliquote de
cette suspension mere afin d’obtenir une densité optique a 623nm, comprise entre 0.14et
0.16 (ce qui correspond & environ 10° levures/ml) (Bastide et al.,1986)

6.1.2 Inoculum fongique

Les champignons filamenteux sont repiqués sur milieu GYEA et incubés & 28°C
pendant 14 a 21 jours. Une suspension dense de spores est Obtenue par addition de 1’’eau
physiologique. La suspension est diluée de maniére a obtenir une densité optique a 623 nm
comprise entre 0.18-0.20 (environ10° spores /ml)(Bastide et al.,1986)

6.2. Mise en évidence des activités antifongiques

La production de métabolites antifongiques par les souches d’actinomyceétes est
mise en évidence par la technique des cylindres d’Agar en utilisant les milieux PDA et
Sabouraud pour les champignons et Muller Hinton pour la levure. L’incubation se fait a
37°Cpendant 24 a 48 heures pour les levures et a 28°C pendant 3 jours pour les
champignons filamenteux.

6.3. Lecture

Aprés incubation, la présence des zones d’inhibition indique un résultat positif.
Cette zone est observée autour des disques d’actinomycétes ce qui signifie que ces
bactéries produisent des molécules antifongiques capables de stopper la croissance des
champignons tests. Le diamétre d’inhibition est mesuré par une régle graduée. L’absence

de zones d’inhibition claires autour des disques d’agar, indique un résultat négatif.
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Résultats et discussion

1. Activité antibactérienne

1.1. Activité antibactérienne des actinomycétes isolés a partir du sol agricole.

Les résultats de 1’activité antibactérienne vis-a-vis des souches bactériennes tests
sont reportés dans le tableau 4.

Tableau 4:Activiteé antibactérienne des actinomycétes isolés a partir du sol agricole.

Staphylococcus Entérobacter Streptococcus Pseudomonas sp Acinetobacter Proteus | Morganella
aureus sp sp (souche clinique) sp sp sp

ATCC 43300 (soucheclinique (souche (souche (Souche Souche

clinique) clinique) clinique) clinique)
SA55 | - (6) - (6) - (6) - (6) +(8) - (6) -(6)
SaiGN | - (6) - (6) - (6) +(11) - (6) - (6) -(6)
SAl14 | -(6) - (6) - (6) + (20) -(6) - (6) -(6)
SaiC | +(12) - (6) - (6) + (16) - (6) - (6) -(6)
SA3 | -(6) -(6) +(10) +(15) -(6) -(6) -(6)
SA10 | -(6) + (18) + (15) +(13) - (6) + (16) -(6)
Saidx | - (6) - (6) +(28) - (6) - (6) - (6) + (14)
SA31 | -(6) -(6) -(6) +(22) -(6) - (6) -(6)
SAI2BX | - (6) (12) - (6) - (6) +(20) - (6) -(6)
S31 | -(6) -(6) -(6) +(12) -(6) - (6) | +(14)
SAIB1 | - (6) -(6) -(6) +(17) -(6) - (6) -(6)
Sai9x | - (6) - (6) -(6) + (10) - (6) - (6) +(7)
SaiXB | - (6) -(6) -(6) - (6) -(6) - (6) -(6)
Sai3B | - (6) - (6) + (13) - (6) - (6) +(11) -(6)
SA(ig)BX - (6) - (6) - (6) - (6) - (6) -(6) -(6)

=6mm : activité négative,> 6mm : activité positive

D’aprés le tableau 4, sauf pour les isolats SAixB, SAi2BX(3), tous les isolats ont

montré une activité antibactérienne contre au moins une bactérie test .Les sept souches
SA55 ; SAIGN, SA14, SA31, S31, SAIB1, SAiI9X sont actives uniquement contre des

bactéries a coloration de Gram négatif. Alors que les six souches restantes sont actives a la

fois contre des bactéries a coloration de Gram positif et négatif.

Les deux plus grandes zones d’inhibition ont été obtenues par la souche SAi4X contre

Staphylococcus aureus ATCC 43300, avec un diametre de 30 mm et contre Streptococcus

avec un diamétre de 28 mm. Alors que la plus petite zone est observée avec la souche

SAIi9x contre Morganella sp (Souche clinique) avec une zone d’inhibition de 7 mm de

diametre(Figure5 et 6).La comparaison entre la sensibilité des bactéries testées vis-a-vis

des substances bioactives secrétées par nos isolats est représentée dans le tableaub.
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Figure 5 : Activité antibactérienne de la

souche SAIC contre Staphylococcus
aureus ATCC 43300

Figure 6 : Activité antibactérienne des

souches SA14, SA3, SA31 contre

Pseudomonas sp

Tableau 5: Sensibilité des souches testées vis-a-vis des substances antibactériennes

sécrétées par les différents actinomycetes isolés a partir de sol agricole

Souche test Staphylococcus | Entérobacters | Streptococcus Pseudomonas Acinetobacter | Proteuss | Morganella
aureus
p sp sp sp p sp
Actinomycetes 2 2 4 9 2 2 3
actifs

Neuf souches d’actinomycétes sont actives contre Pseudomonas sp. Ce qui nous

amene a dire que c’est la bactérie la plus sensible, suivie par Streptococcus avec quatre

souches d’actinomycétes actives. Tandis que

les plus résistantes sont Proteus,

Acinetobacter, entérobacter et Staphylococcus aureus avec seulement deux isolats actifs.

1.2.Activité antibactérienne des actinomycetes isolés a partir des boues activés

Les résultats de I’activité antibactérienne des actinomycetes qui proviennent des

boues activées vis-a-vis des souches bactériennes tests sont reportés dans le tableau 6.
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Tableau6 : Activité antibactérienne d’actinomycétes isolés a partir des boues activées

Souche | Staphylococcus | Entérobacter Streptococcus Pseudomonas | Acinetobacter Proteus Morganella
test Aureus ATCC sp sp sp sp sp sp
43300 souche souche clinique souche souche clinique souche souche
clinique clinique clinique clinique
G -(6) -(6) -(6) + (24) +(7) +(14) -(6)
U -(6) -(6) -(6) -(6) +(12) -(6) -(6)
\ -(6) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6)
F -(6) -(6) -(6) +(14) -(6) -(6) -(6)
S -(6) -(6) + (10) -(6) -(6) -(6) -(6)
X +(20) -(6) -(6) +(16) -(6) +(12) -(6)

=6mm : activité négative,> 6mm : activité positive

Les résultats indiqués dans le tableau 6montrent que les trois souches G, U, F sont actives

uniquement contre des bactéries a Gram négatif. Tandis que la souche S agit sur une

bactérie a Gram positif seulement. La souche X est active a la fois contre des bactéries a

coloration de Gram positif et négatif. La souche V n’est pas active contre toutes les

bactéries testées.

Les deux plus grandes zones d’inhibition sont obtenues par la souche G contre

Pseudomonas sp avec un diameétre de 24 mm (Figure 7).La souche X est active contre

Staphylococcus aureus ATCC 43300 avec un diameétre de 20mm.

les isolats d’actinomycétes isolés des boues activées est représentée dans le tableau 7.

A

Figure 7 :Activité antibactérienne de la souche S contre Pseudomonas sp

La sensibilité des bactéries testées vis-a-vis des substances bioactives sécrétées par
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Tableau 7: Sensibilité des différentes bactéries tests vis-a-vis des substances
antibactériennes sécrétées par les actinomycetes isolés a partir des boues activés

Souche testes | Staphylococcus | Entérobacter | Streptococcussp | Pseudomons Acintobacter Proteus Morganella
aureus
sp sp sp sp sp
Actinomycéte 1 0 1 3 2 2 0
s actifs

Sur les sept bactéries tests étudiées, Entérobacter sp et Morganella sp apparaissent

comme les souches les plus résistantes, alors que Pseudomonas sp est la plus sensible aux

antibactériens produits par nos actinomycetes.

1.3. Activité antibactérienne des actinomycetes isolés a partir de Sebkha

Les résultats de ’activité antibactérienne des actinomycetes qui proviennent de la

Sebkha d’El-Oued vis-a-vis des souches bactériennes tests sont représentés dans le

tableau 8.

Tableau 8: Activité antibactérienne d’actinomycetes isolés a partir de la Sebkha

d’El-Oued
Staphylococcus | Entérobacter | Streptococcus | Pseudomonas | Acinetobacter | Proteussp | Morganella sp
aureus sp sp sp sp
S1 +(10) - (6) -(6) +(14) -(6) -(6) -(6)
Sol +(15) +(15) - (6) +(12) +(10) +(11) - (6)
Sels Sy +(20) -(6) -(6) +(14) - (6) +(14) - (6)
SS-6ISPs |- (6) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6)
SH;
SS-61SPs |  +(12) - (6) +(11) -(6) -(6) -(6) -(6)
SH;3
Sels +(16) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6)
Sol 20 +(40) -(6) -(6) -(6) +(12) +(14) - (6)
Sol 15 S14 +(12) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6) -(6)
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S204 | +@21) | - 6 | +12 6 | +10) | - 6 | +@29)
SS107 -(6) -(6) +(14) -(6) -(6) +(10) - (6)
ISP, SH;

SP106|SP2 -(6) -(6) -(6) -(6) -(6) +(10) - (6)
SH;

Sely T 6) | +(32) +(20) +(30) ¥35) | - ©6) | +(32)
-5 +(28) - (6) +(15) -(6) -(6) -(6) +(17)
Sel Si5 +(8) +(17) - (6) +(20) -(6) -(6) +(30)

S5 | - ® | - ©® | @ | © ® | ® | ®
SH4

Siss | ® | ©® | ® | *®m | - ©® @ | - ®

SS-6 ISP5 - (6) -(6) -(6) -(6) -(6) +(30) - (6)
SHs

SonSy | ® | ® | _® ) ® | % | _®

SS-51SP; | +(15) 2(6) (6) 2(6) 2(6) 26) +(10)
SH

Bess | - © | @ | - © an | - © | @0 | @)

=6mm : activité négative,> 6mm : activité positive

D’aprés le tableau 8 les souches SS-6 ISPsSHs, Sol Sig, et SP10°1SP, SH-, présentent

une activité antibactérienne vers les bactéries tests a coloration de Gram négatif seulement.

Alors que les souches Sels, Sol 15 Si4, SS-6 ISPs SH3 SS-5 ISPs SH, agissent sur les

bactéries a Gram positif seulement. Les deux souches SS-6 ISPs SH; et Soly S17 n’ont pas

d’activité antibactérienne détectée. Les 12 souches restantes sont actives a la fois contre

des bactéries a coloration de Gram positif et négatif. Les plus grandes zones d’inhibition

ont été obtenues par les deux isolats Sol 20 contre Staphylococcus aureus et Bg S19 contre

Proteus sp avec le méme diametre de 40 mm. L’isolat B6S19 contre Morganella sp est

actif avec un diamétre d’inhibition de 37 mm. La plus petite zone est observée avec I’isolat
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Sel S15 contre la bactérie Staphylococcus aureus avec un diametre de 8 mm
(Figure 8, 9,10).

Figure 8 : Activité antibactérienne des Figure 9 : Activité antibactérienne des isolats
isolats Sel22, Sel S15,-5 contre Sels, Sol20, SS107® ISP, SHecontre
Staphylococcus aureus Streptococcus sp

\ Figure 10 : Activité antibactérienne de 1’isolat Sol20 contre Staphylococcus aureus

La sensibilité des bactéries testées vis-a-vis des substances bioactives sécrétées par

les isolats d’actinomycetes isolés a partir de la sebkha est représentée dans le tableau 9.
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Tableau 9: Sensibilité des souches testées vis-a-vis des substances antibactérienne

sécretees par les différents actinomycetes isolés a partir de la sebkha.

Souche tests Staphylococcus | Entérobacter | Streptococcus | Pseudomonas | Acintobacter | Proteus | Morganella
aureus
sp sp sp sp sp sp
Actinomycetes 11 4 6 7 4 8 6
actifs

Sur les sept bactéries tests étudiées, Acinetobacter sp et Proteus sp apparaissent
comme les souches les plus résistantes, alors que Staphylococcus aureus est la plus
sensible aux antibiotiques produits par les actinomycetes étudiées.

La mise en évidence de I’activité antibactérienne de I'ensemble des actinomycetes
de cette collection (15souches isolées a partir du sol agricole, 6 souches a partir des boues
activées et 20 souches d’une sebkha). Les résultats indiquent que sur les 4lsouches
d’actinomycetes testées, 36soit exactement (87.80%) présentent une activité vis-a-vis d’au
moins une bactérie test. Ce résultat est trés encourageant, il montre que nos écosystemes
peuvent offrir des actinomycétes possédant des activités antibactériennes importantes. Les
résultats indiquent aussi que la moyenne des diamétres des zones d’inhibition varie d’un
écosysteme a un autre. Il est intéressant de signaler que les plus grandes valeurs des zones
d’inhibition sont enregistrées avec les souches isolées a partir de la sebkha.

Gayathriet al., 2011 ont isolé des actinomyceétes a partir de différents échantillons
de sol de la sebkha de Kenadsa et confirment que les actinomyceétes isolés a partir de ces
milieux extrémes possédent un pouvoir antimicrobien remarquable par rapport a leurs
homologues isolés a partir des milieux naturels normaux (rhizosphere, eau douce, sol
floristique, ...etc.).

Selon ces mémes résultats, les deux souches Pseudomonas sp et Staphylococcus
aureus présentent une grande sensibilité aux antibiotiques produitspar les actinomycetes.
Bien que ces souches sont considérées comme des souches tres résistantes aux
antibiotiques.

Le Staphylococcus aureus est la cause d’un grand nombre d’infections sévéres,
telles que les septicémies, les endocardites, les pneumonies, les infections des tissus mous,
des os et des articulations. Malgré un traitement approprié, la mortalité due a ces infections

a Staphylocoques dorés reste élevées elles atteignent (20 & 30 %). Aujourd’hui, 90 % des
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souches de Staphylococcus aureus sont non seulement résistantes a la pénicilline G mais
aussi aux pénicillines a large spectre (CARBON et al., 1991).En Algérie, le taux de
résistance a la pénicilline G est d’environ 12,5 % (Smati et al.,1994). Les pourcentages de
résistance a la méticilline chez Staphylococcus aureus (SARM) étaient les plus élevés dans
les pays du Sud de I’Europe (la Grece 44 %, I’Italie 38 %, le Portugal 38 %, la France 33
% et I’Espagne 23 %). Comparé a 2001, les pourcentages de SARM en 2002 étaient
demeurés identiques pour la France mais avaient augmenté (de 19 a 22 %) pour 1’ensemble
de ces pays.

L’usage intensif des antibiotiques, surtout en milieu hospitalier, a conduit aussi a
une sélection fréquente de souches de Pseudomonas aeruginosa, résistante a la majorité
des antibiotiques (Véron, 1990). L’utilisation importante de la ciprofloxacine a été
associée a une baisse de sensibilité des souches de Pseudomonas aeruginosa. Le nombre
de souches de sensibilité a diminué (Véron, 1990).

D’apres les résultats obtenus dans notre étude, il est tres probable que les
actinomycetes isolés a partir des trois écosystemes extrémes étudiés, offrent de nouvelles

molécules bioactives qui agissent sur les bactéries résistantes en question.
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2. Activité antifongique
2.1. Activité antifongique des actinomyceétes isolés a partir du sol agricole

Tableau 10: Activiteé antifongique des actinomycetes isolés a partir du sol agricole.

Champignon Levure

Aspergillus Aspergillus Fusarium Condida

niger fimugatus oxysporum albicans
SAIGN - - + -
SAi3B - - + -
SA 55 - - + -
SAIXB + + + -
SAIC3 + + + +
SAI9X - - + -
SA3 + + + -
SA31 - - + +
SAl4 + + + +
SAIB1 + + + -
SAi4x + - + -
SAi2BX + - + -
SA10 - - + -

(-) : pas d’inhibition, (+) : présence d’inhibition.

Les 13 souches d’actinomycétes ont présenté une activité antifongique vis-a-vis
d’au moins une souche test utilisée (Tableau 10). Les deux souches SA14 et SAIC3 sont
actives sur les trois champignons et la levure. Cependant, Candida albicans présente une
résistance aux antifongiques produits par la plupart des actinomycetes, alors que Fusarium

oxysporum est le plus sensible (Figures 11, 12, 13 et 14).

/

Figure 11 : Activité antifongique des Figure 12 : Activité antifongique des
actinomycetes du sol agricole contre la actinomyceétes du sol agricole Fusarium
levure contre Candida albicans oxysporum
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Figure 13 : Activité antifongique des actinomycetes du sol agricole contre
Aspergillus niger

Figureld : Activité antifongique des actinomyceétes du sol agricole contre
Aspergillus fumegatus

2.2. Activité antifongique des actinomyceétes isolés a partir des boues activées

Tableau 11 : Activité antifongique d’actinomycétes isolés a partir des boues activées

Champignon Levure

Aspergillus Aspergillus Fusarium Candida

niger fimugatus oxysporum albicans
G + + + +
U + + + -
\VJ + - + -
F - + + -
S + - + -

(-) : pas d’inhibition, (+) : présence d’inhibition.

La souche G est active contre Aspergillus niger, Aspergillus fimugatus, Fusarium
oxysporum et Candida albicans (Tableau 11). Fusarium oxysporum est le plus sensible
alors que Candida albicans est la plus résistante aux antifongiques (Figure 15, 16, 17 et
18).
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Figure 15 : Activité antifongique des Figure 16: Activité antifongique des
actinomycétes des boues activées des actinomycétes des boues activées
contre Fusarium oxysporum contre Aspergillus niger

Figure 17: Activité antifongique des Figure 18: Activité antifongique des
actinomycétes des boues activées contre actinomycétes des boues activées contre
Candida albicans Aspergillus fimugatus

Les champignons et les levures causent de graves pathologies qui touchent
I’homme, parmi lesquelles on peut citer les mycotoxicoses (causés par Aspergillus et
Fusarium), les mycoallergies (Penicillium et Mucor) et les mycoses superficielles ou
profondes (dont les agents causals sont Candida albicans, Microsporum et Trichophyton)
(Drouhet 1978). Les mycoses ont augmenté ces derniéres années d’une manicre drastique
et se classent au quatrieme rang dans les infections nosocomiales. (Beck-Sague et Jarvis,
1990).

Parmi les molécules a activité antimicrobienne, la gamme des antifongiques est
beaucoup plus restreinte que celles des antibactériens (Domenico, 1999). Les travaux de
Hacéne et al., 1994, démontrent que 11,18 % de I’ensemble des actinomycetes isolés du
sahara Algérien ont une activité antifongique. Les travaux de Hilali et al., 2002 confirment
également les mémes résultats. L’arsenal en molécules antifongiques est donc trés pauvre a
cause de la rareté des organismes producteurs de ce type de substance. Par conséquence,
les recherches dans ce domaine doivent continuer afin de palier a ce manque flagrant.

)
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Nos résultats indiquent que 18 souches actinomycetales isolées des boues activées
et du sol agricole ont montré une nette performance a produire des molécules a activité
antifongique. Nous n’avons constaté que deux souches dénommées SA14 et SAIC3 isolées
a partir de sol agricole qui semblent étre les plus actives contre la totalité des champignons
tests et méme contre la levure Candida albicans. Il est intéressant de noter que ces résultats

sont captivants et méritent d’étres poursuivis.
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CONCLUSION

La résistance microbienne aux molécules constitue un probléme important
lorsqu’elle concerne des microorganismes pathogeénes. Cette résistance se traduit par la
capacité acquise d’un microorganisme a résister aux effets d’un agent chimio thérapeutique
pour lequel il est normalement sensible; la propagation de ses bactéries est devenue une

préoccupation sanitaire majeure.

La recherche de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’activité
serait plus large tout en étant moins agressif pour 1’hdte semble toujours indispensable.
Parmi les nombreuses propriétés des actinomyecetes, leur capacité a produire une variété de
substances intéressantes, dont les antibiotiques. Ceux-ci ont été largement étudiés surtout
chez le genre Streptomyces, largement dominant dans de nombreux écosystemes dits non

rude ou extrémes.

Ainsi, la recherche de nouveaux écosysteémes pour I’isolement d’actinomycetes est crucial
pour la découverte de nouvelles especes et par conséquent la découverte de nouveaux

produits naturels bioactifs (Hozzein et al, 2008).

C’est dans cette optique, que nous avons orienté notre recherche. Ainsi, dans nos
résultats de I’activité antibactérienne des actinomycetes antérieurement isolés a partir des
sols de sebkha, des boues activées et des sols agricoles, montrent qu’environ 90 % de ces
souches sont actives. Environ 32 % proviennent du sol agricole d’Ain M’Lila, 12 % des
boues activées et 46 % de Sebkha.

Les souches d’actinomyceétes testées inhibent deux bactéries trés résistantes a savoir

Staphylococcus aureus et Pseudomonas.

Concernant I’activité antifongique la plus part des actinomycétes isolés a partir des boues
activées et du sol agricole, présentent une activité importante contre Aspergillus niger et
Fusarium Oxysporum tandis que seulement quatre souches actinomycétales sont actives

contre la levure Candida albicans qui apparait comme la souche la plus résistante.

Nos résultats sont intéressants et montrent clairement que les actinomycétes qui
proviennent des écosystemes extrémes sont trés actifs contre les bactéries et les

champignons les plus résistants. Ces recherches méritent d’aprés nous, des études
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approfondies. Nous espérons rechercher les actinomycétes dans d’autres écosysteémes
inexplorés afin d’augmenter les chances de trouver des molécules innovantes qui possedent

un potentiel important. Nous espérons également dans 1’avenir, identifier au niveau de

I’espéce et par des méthodes moléculaires, les actinomycetes actifs.
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ANNEXES

Annexes

Composition des milieux de culture utilisés pour la mise en évidence de

I’activité antibactérienne et antifongique.

Milieu GYEA

Extrait de Malt .................... 10g

Extraitde levure .................... 49

GlucoSe. ..., 49

Agar .o 209

Eaudistillée ........................ 1000 ml
PH=7,2

Milieu GLM

Extraitde Malt  ............... 39
Extrait de levure — ............... 39
Peptone ..., S¢g
Glucose .....oovvvviiiiiiiiin 10g
Agar L 20g
Eau distillée 1000 ml

PH=7,2

Milieu Muller-Hinton

Infusion de viande ............... 3009
Hydrolysat de caséine ........... 1759
Amidon ...l 1,59
Agar oo 17 ¢
PH=7,4

Milieu Sabouraud

Agar. ...t 15¢g/1

Peptone ........cccoeviiiiiiiiiin 10g/1

Glucose......oovvvviiiiiiiiii, 40¢g/1
PH=7,0
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PDA (Potato Dextrose Agar):

Glucose ......coovvviiiiiiiiiann. 20g
Agar ... 209
Extrait de pomme de terre ....... 1000 mi

Préparation de 1’extrait de pomme de terre: 200g de pomme de terre non pelée et vieille,
sont lavés et coupés en petits dés, ensuite mis dans un litre d’eau distillée et porté
a ébullition pendant une heure. Ils sont en fin écrasés, filtrés. Compléter a un litre d’eau

distillee.
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Résumé

RESUME

L'évolution constante de la résistance bactérienne aux antibiotiques et I'émergence de
nouvelles maladies infectieuses justifient l'urgence de disposer de nouvelles molécules
antimicrobiennes. Dans cette étude nous avons testé 1’activité antimicrobienne des
actinomycetes isolés a partir d’un sol agricole, des boues activées et d’une sebkha située
dans le Sahara Algérien. L’activité antimicrobienne a été¢ évaluée par la technique des
cylindres d’agar vis-a-vis de sept bactéries Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Enterobacter sp, (Souche clinique) Streptococcus sp, (Souche clinique) Pseudomonas sp,
(Souche clinique) Acinetobacter sp, (Souche clinique) Proteus sp, (Souche clinique)
Morganella sp. (Souche clinique) et trois champignons filamenteux Aspergillus niger
(phytopathogene)  Fusarium  oxysporum (phytopathogene)  Aspergillus  fumigatus
(pathogéne pour I'homme) et une levure Candida albicans. L’activité antibactérienne des
actinomycetes testés montre qu’environ 90 % des actinomycétes testés, possedent une forte
activité vis-a-vis d’au moins un des microorganismes-tests. Nos germes producteurs sont
également actifs contre Pseudomonas sp et Staphylococcus aureus qui sont deux bactéries
cliniques tres résistantes. L’activité antifongique montre que la totalité des actinomycetes
sont actifs au moins sur un des champignons-tests. Les actinomyceétes isolés a partir du sol
agricole et des boues activées sont les plus actifs.

Mots clés : actinomycetes, activité antifongique, activité antibactérienne, sebkha, boues

activées.
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Abstract

ABSTRACT

The constant evolution of the bacterial resistance in antibiotics and the emergence of
new infectious diseases justify the urgency to arrange new antimicrobial molecules. In this
study we tested the antimicrobial activity of actinomycetes isolated from agricultural soil,
activated sludge and from a sebkha situated in the Algerian Sahara. The antimicrobial
activity was estimated by the technique of agar cylinders against seven bacteria
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterobacter sp, (clinical strain) Streptococcus sp,
(clinical strain) Pseudomonas sp, (clinical strain) Acinetobacter sp, (clinical strain) Proteus
sp, (clinical strain) Morganella spp. (Clinical strain) and three filamentous fungi
Aspergillus niger (phytopathogenic), Fusarium oxysporum (phytopathogenic), Aspergillus
fumigatus (pathogenic in humans) and Candida albicans yeast. The antibacterial activity of
the tested actinomycetes shows that approximately 90 % of the tested actinomycetes
possess a strong activity against at least one of the microorganisms-tests. Our producing
germs are also active against Pseudomonas sp and Staphylococcus aureus who are two
very resistant clinical bacteria. The antifungal activity shows that 63 % of actinomycetes
are active at least on one of the fungi-tests. Actinomycetes isolated from the agricultural
soil and activated sludge are the most active.

Keywords: actinomycetes, antifungal activity, antibacterial activity, sebkha, activated

sludge.
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Théme : Etude de I’activité antibactérienne et antifongique d’une collection d’actinomycetes

Résumé

L'évolution constante de la résistance bactérienne aux antibiotiques et I'émergence de nouvelles
maladies infectieuses justifient I'urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes.
Dans cette étude nous avons testé I’activité antimicrobienne des actinomycetes isolés a partir d’un
sol agricole, des boues activées et d’une sebkha située dans le Sahara Algérien. L’activité
antimicrobienne a été évaluée par la technique des cylindres d’agar vis-a-vis de sept bactéries
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterobacter sp (Souche clinique), Streptococcus sp
(Souche clinique), Pseudomonas sp (Souche clinique), Acinetobacter sp (Souche clinique),
Proteus sp (Souche clinique), Morganella sp. (Souche clinique) et trois champignons filamenteux
Aspergillus niger (phytopathogéne), Fusarium oxysporum (phytopathogene),  Aspergillus
fumigatus (pathogene pour I'nomme) et une levure Candida albicans. L’activité antibactérienne
des actinomycetes testés montre qu’environ 90 % des actinomycétes testés, posseédent une forte
activité vis-a-vis d’au moins un des microorganismes-tests. Nos germes producteurs sont
également actifs contre Pseudomonas sp et Staphylococcus aureus qui sont deux bactéries
cliniques tres résistantes. L’activité antifongique montre que la totalité des actinomycetes sont
actifs au moins sur un des champignons-tests. Les actinomyceétes isolés a partir du sol agricole et

des boues activées sont les plus actifs.

Mots clés : actinomycetes, activité antifongique, activité antibactérienne, sebkha, boues activées.
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