République Algérienne Démocratique et populaire

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche scientifique

Altlgla gty 5
khemis Miliana

\'S "4y aum
\P W
i

FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE ET DES SCIENCES DE LA TERRE
Mémoire du projet de fin d’étude en vue de I’obtention du dipléme de Master
Domaine : Science de la Nature et de la Vie

Spécialité : Microbiologie appliquée

THEME

Etude taxonomique et mise en évidence du pouvoir

antagoniste de quelques souches bactériennes

Présenté par : M"® DJELLAL Khawla F/Z
M LAREF Nawel

Soutenu le : 30 Juin 2018 devant le jury composé de :

Présidente : M. ACHEK R. Maitre Assistant — A UDB Khemis-Miliana
Promoteur : M. AOUICHE A. Maitre de Conférences — A E.SSA.LA.

Co-promoteur : M. CHEURFA M. Maitre de Conférences — B UDB Khemis-Miliana
Examinatrice : M™ GUETARNI H. Maitre de Conférences — B UDB Khemis-Miliana
Examinatrice : M™ SAADI F. Maitre de Conférences — B UDB Khemis-Miliana
Examinatrice : M™ LAISSAOUI A. Maitre Assistante — B UDB Khemis-Miliana

Promotion 2017 - 2018



AVANT-PROPOS

le présent travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de I’Ecole Supérieure des
Sciences de 1’Aliment et des Industries Agroalimentaires d’El-Harrach (ESSAIA - Alger). La
thématique de ce travail a été proposée par le Dr. AOUICHE A., Maitre de conférences-A a
I’ESSAIA auquelnous tenons a exprimer nos sinceres remerciements pour nous avoir encadrés de
pres tout au long de nos travaux, pour ses encouragements et orientations, sa patience et sa
gentillesse. Nous tenons également a remercier notre co-encadreur monsieur CHERFA M., maitre

assitantB a I’université de Khemis Miliana pour ses précieux conseils.

Nous tenons a adresser nos vifs remerciements :
- A M™ GUITARNI Hassina, pour I’honneur qu’elle nous fait en acceptant de présider le jury.
- A M™ SAADI Fadhila, d’avoir accepté d’examiner le présent travail.

- Nous remercions également M™ LAISSAOUI Aichad’avoir accepté d’examiner ce travail.

Nous remercions également MM™SAIDI Hadjer pour ses encouragements et ses conseils qui nous
ont beaucoup aidés.

Nous tenons a remercier tous nos camarades et amies KhelifiNihed et MohammediRoza pour
leur aide, soutien et gentillesse. Nous vous remercionsinfiniment.

Nous associons a nos remerciements toute 1’équipe du laboratoire de microbiologie de ’ESSATA
pour leur gentillesse, leur aide et leur disponibilité.

Nous exprimons aussi nos remerciements et notre reconnaissance a tous nos enseignantsde
I’Université Djilali BOUNAAMA.



Dédicaces

A mon trés cher Pére Yahia, ['épaule solide, ['eil attentif compréhensif et la personne la plus digne de mon estime.
En témoignage de ['amour, affection et le soutien que tu m’as offerts depuis ma naissance. Pour toutes les peines
et tous les sacrifices que tu as consentis pour mon éducation, tu m’as appris a me battre jusqu’au bout pour
réussir, je n'ai été guidée jusqu’a présent que par le désir de t"honorer. Aucun mot ne saurait exprimer [amour
éternel et ma considération pour les sacrifices que vous avez consentis pour mon instruction, pour mon éducation
et mon bien étre. Ce travail est le fruit de tes innombrables sacrifices.

A ma trés chére mére ARila, a la plus douce des mamans. Ta priére et ta bénédiction m’ont été d une grande aide
pour mener a bien mes études. Tu as été trés patiente, tu as passé de longues nuits et vécu des moments d angoisse
pendant toutes mes années d études, tu m’as comblée avec ta tendresse. Pour tous les sacrifices que tu n'as cessé de
me donner depuis ma naissance, durant mon enfance et méme a ['dge adulte.

Que ce modeste travail soit ['exaucement de vos veeux_ tant formulés, le fruit de vos innombrables sacrifices, bien
que je ne vous en acquitterai jamais assez. Puisse Dieu, le Trés Haut, vous accorder santé, bonheur et longue vie et
faire en sorte que jamas je ne vous décoive.

A ma trés chére seur Marwa, la prunelle de mes yeux, la douce, au ceur si grand. A mon trés cher petit frére
Youcef, j'ai toujours su que j'ai le plus beau et le plus adorable des petits fréres. Vous m’avez toujours apporté
amout, soutien et compréhension. En témoignage de mon affection fraternelle, de ma profonde tendresse et
reconnaissance, je vous souhaite une vie pleine de bonheur et de succeés et que Dieu, le tout puissant, vous protége
et vous garde.

A ma grand-mére chérie, Qui m’a accompagné par ses priéres, sa douceur, puisse Dieu [ui préter longue vie et
beaucoup de santé et de bonheur dans les deux vies.

A la mémoire de mes grands-péres et ma grand-meére J'aurais tant aimé que vous soyez présents. Que Dieu ait v0s
dmes dans sa sainte miséricorde.

A mes chers oncles, tantes, leurs époux et épouses
A mes chers cousins et cousines
A ma chére Mama Meriem, pour son accueil chaleureux. et son grand ceeur, puisse Dieu [ui préter longue vie et
beaucoup de santé.

Veuillez trouver dans ce travail [expression de mon respect le plus profond et mon affection la plus sincére.

A mes sceurs de ceeur Hiba, Hafsa, Bouchra et Ryma. En souvenir de notre sincére et profonde amitié et des
moments agréables que nous avons passés ensemble.

Une spéciale dédicace a cette personne qui compte déja énormément pour moi, et pour qui je porte beaucoup de
tendresse et de respect.

A toi Lyes
A mon bindme et meilleure amie Nawel.

v. Khawla



... A Uissu de mon travail, Je dédie affectueusement ce mémoire :

Aux. deux étres les plus chéres au mande qui ont souffert nuit et jour Pour nous couvrir de
leur amour : mes parents.
A ma trés chére mére HOURIA, qui ma soutenu tout au long de mes études par son amour
et sa priéres.
A mon cher pere AHMED pour sa patience avec moi et son encouragement.
A ma trés chére grande meére
A chére mama Meriem
Je demande a Dieu les protéger et leur réserver une longue vie.
A mon trés cher frére MOHAMED
A mes cheéres sceurs KHADIDIA et SARAH
A mon fiancé ISMAIL et sa famille
A ma tante et ma cousine RAWIA
A mes chére amis ; Hanane, Souad, Manel, Houria, Fouzia et Sanaa.

A mon binéme Khawla

A toute la promotion master 2016-2018 /Option Microbiologie
Appliquée du Département des SNV, Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre

Université Djillali Baonaama Khmis miliana

D NAWEL



Index des figures

Figure n°1 Micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries 05

Figure n°2 Différents chimiotypes rencontrés chez les actinobactéries 06

Figure n°3 Photo illustrant la mise en évidence du pouvoir antagoniste des 17
actinobactéries par la méthode des stries croisées

Figure n°4 Schéma illustrant le résultat de 1’activité antimicrobienne obtenu par la 18
méthode des cylindres d’agar lors de la cinétique de production des
antibiotiques ()

Figure n°5 Schéma explicatif représentant la direction des deux séquences Forward et 20
Reverse lors du séquencage du géne codant pour I’ARNr 16S

Figure n°6 Schéma explicatif montrant la position des séquences F et R avant et aprés 21
alignement par logiciel Bio-informatique MEGA 7

Figure n°7 Schéma explicatif montrant la maniére par laquelle la séquence compléte de 22
I’ADN codant pour I’ARNr16S est obtenue par logiciel Bio-informatique
MEGA 7

Figure n°8 Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences du geéne codant pour 23
I’ARN ribosomique 16S, montrant la relation entre I’isolat bactérien X et les
souches-types du méme genre, en I’occurrence Streptomyces

Figure n°9 Micromorphologie de la souche PA14 poussant sur milieu ISP2, observée au 24
microscope photonique.

Figure n°10 | Micromorphologie de la souche PAO7 poussant sur milieu ISP2, observée au 25
microscope photonigque

Figure n°11 | Micromorphologie de la souche PAO3 poussant sur milieu ISP2, observée au 25
microscope photonique

Figure n°12 | Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S et 28
montrant la relation entre PAQO7 et les souches-types des espéces les plus
proches du genre Streptomyces

Figure n°13 | Arbre phylogénétique basé sur 1’analyse des séquences de I’ADNr 16S et 30
montrant la relation entre PA14 et les souches-types des espéces les plus
proches du genre Streptomyces

Figure n°14 | Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S 32
montrant la relation entre PAO3 et les souches-types des especes du genre
Lentzea, Actinosynnema et Lechevaliera

Figure n°15 | Cinétiques de production des activités antimicrobiennes de la souche PAQO7 38

sur milieu ISP2 solide.




Index des tableaux

Tableau n°1 Différents types de phospholipides membranaires 07

Tableau n°2 Classification des antibiotiques selon leur structure chimique 11

Tableau n°3 Profils de résistance des bactéries-cibles utilisées aux antibiotiques 15

Tableau n°4 Concentrations minimales inhibitrices des champignons filamenteux cibles vis- 16
a-vis de divers composés antifongiques.

Tableau n°5 Caractéristiques culturales des trois souches d’actinobactéries étudiées 26

Tableau n°6 Résultat du blast des séquences de I’ADNr 16S de la souche PAO7 avec les 27
souches- types des especes les plus proches du genre Streptomyces

Tableau n°7 Résultat du blast des séquences de I’ADNr 16S de I’isolat PA14 avec les 29
souches-types des espéces les plus proches du genre Streptomyces

Tableau n°8 Résultat du blast des séquences de ’ADNr 16S de I’isolat PAO3 les souches- 31
types de toutes les espéces des genres Lentzea, Actinosynnema, Lechevaliera

Tableau n°9 Comparaison des caractéres morphologiques de PA0O3 avec 1’espéce la plus 33
proche phylogénétiquement Lentzea albida

Tableau n°10 Comparaison des caractéres morphologiques de PA14 avec les especes de 34
Streptomyces  griseoflavus et S. griseorubens les plus proches
phylogénétiquement

Tableau n°11 Comparaison des caractéres morphologiques de I’isolat PAO7 avec les espéces 35
de Streptomyces les plus proches phylogénétiquement

Tableau n°12 Activité antimicrobienne des 03 actinobactéries sur milieux solides 1SP2 et 36
Bennett

Tableau n°13 Résultats des activités antimicrobiennes de la souche PAQ7 suivie durant 10 37

jours vis-a-vis de quatre microorganismes-cibles




Liste des abréviations
AC : Aspergillus carbonarius
ADN : acides désoxyribonucléique
ADNFr 16s : acide désoxyribonucléique codant pour la sous unité ribosomique 16S
AF : Aspergillus flavus
Am: amphotéricine B
AMC: amoxicilline+clavulanate,
AMX: amoxicilline
AO : Aspergillus ochraceus
ARN : acide ribonucléique
ARNTr 16S : acide ribonucléique codant pour la sous unité ribosomique 16S
ATCC: American Type Culture CollectioO06E
BAC: bacitracine
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool
C: chloramphénicol
C° : degré Celsius
CAR:carbénicilline
CAZ:ceftazidime
CF: céfalotine
C.M.I : concentrations minimales inhibitrices
CTX: céfotaxime
CXM: céfuroxime
CYC: cyclosérine
Cyc: cycloheximide
DAP : acide diaminopimélique
DAB : acide 2,4 diaminobutyrique

ERY:: érythromycine



F : Forward
FC :Fusariumculmorum

FOX: céfoxitine
G+C: Guanine +cytosine (Coefficient de Chargaff)

GEN: gentamicine

g : gramme

h : heure

I: itraconazole

ISP2 : I’International Streptomyces Project (milieu de culture)
K: kanamycine

KAS: kasugamycine

L : litre

MA : mycélium aérien

ml : Millilitre

mm : Millimetre

MS : mycélium du substrat

NEO: néomycine

NCBI : National Center for Biotechnlogy Information
ND: non déterminé

N: nystatine

OXY: oxytétracycline

OLE: oléandomycine

PA : palmeraies

PCR : Polymérase Chain Reéaction
PEN: pénicilline G

pH : potentiel Hydrogéne

PIP: pipéracilline

PLP : protéines de liaison a la pénicilline



POLB: polymyxine B

R : Reverse

RA, :Retinaculum Apertum
RF : Rectus Flexibilis

RIF: rifampicine,

S : Spira (chaines spiralées)
S : sporophore

C. sp; chaines de spores

sp. i : spores isolées

sp. m :spores mobiles

sg : sporanges

SPI: spiramycine,

SSS: sulfamide

T: thioconazole

TCC: ticarcilline + clavulanate,
Th: terbinafinehydrochloride
TIC: ticarcilline,

VAN: vancomycine,

UFC :Unité formant colonie

UR : UmbelopsisramannianaNRRL1829



Résumé

Trois souches d’actinobactéries nommées PA03, PAO7 et PA14 ont fait I’objet d’une étude
taxonomique basée sur 1’étude morphologique (macro et micromorphologie) et sur 1’analyse
phylogénétique des séquences d’ADN codant pour I’ARNTr 16S par outils bioinformatiques (logiciel
MEGA 7). Les résultats ont permis de rattacher les deux isolats (PAO7 et PA14) au genre
Streptomyces et I’isolat PAO3 au genre Lentzea. L’isolat PA14 est proche de ’espéce Streptomyces
griseoflavus, PAQ7 de Streptomyces fimicarius et PA03 de Lentzea albida.

Sur le plan antagoniste, 1’activité antimicrobienne a été évaluée par méthode des stries croisées sur
milieux ISP2 et Bennett contre neuf microorganismes-cibles (quatre bactéries dont 03
multirésistantes aux antibiotiques et cing champignons pathogénes et/ou toxinogénes). Les trois
isolats ont montré des activités intéressantes et le meilleur isolat (PAQ7) a été retenu pour la

cinétique de production des activités antimicrobiennes.

Mots clés: actinobactérie, taxonomie, phylogénie, bio-informatique, antagonisme, pathogéne, antibiotiques,
ADRr 16S, MEGAY.



Abstract

Three origins of actinobactéria named PA03, PAO7 and PA14 was the object of a study
taxonomique based on the morphological study (macro and micromorphology) and on the
phylogenetic analysis of DNA sequences coding for the ARNr 16S by biocomputing tools
(MEGA software 7). The results allowed to connect both isolates (PA07 and PA14) with the
types Streptomyces and the isolate PAO3 in the types Lentzea. The isolate PA14 is close to the
species Streptomyces griseoflavus, PAO7 of Streptomyces fimicarius and PAO3 of Lentzea
albida. The results allowed to connect both isolates (PAO7 and PA14) with the types
Streptomyces and the isolate PAO3 in the types Lentzea. The isolate PA14 is close to the
species Streptomyces griseoflavus, PA07 of Streptomyces fimicarius and PAO3 of Lentzea
albida.

On the opposing plan, antimicrobial activity was estimated by method of streak crossings on
circles in ISP2 and Bennett against nine microorganisms-targets (four bacteria among which
multiresistant 03 in antibiotics and five pathogenic mushrooms and\or toxinogénes). Three
isolates showed interesting activities and the best isolate ( PAQ7) was retained for the kinetics

of production of the antimicrobial activities.

Keywords: actinobactéria, taxonomy, phylogénie, bio-computing, antagonism, pathogenic,
antibiotics, MEGA7, ADNr 16S.
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Introduction

Introduction

La résistance aux antibiotiques est un phénoméne qui ne cesse de s’amplifier causant des
problemes de santé et des échecs thérapeutiques et conduit a I’incapacité de contréler certaines
maladies infectieuses notamment nosocomiales (Touati, 2006; Messai et al., 2008 ; Durand-Parenti,
2010). Pour cette raison, la recherche de nouvelles molécules antibiotiques doit étre 1’une priorité en
terme de stratégie de lutte contre les maladies infectieuses. Pour atteindre cet objectif, de
nombreuses recherches se sont orientées vers le criblage de microorganismes producteurs
d’antibiotiques. En effet, les microorganismes et les plantes constituent la principale source
naturelle d’antibiotiques (Lazzarini et al., 2000) en plus des autres propriétés (antitumoraux,
antiviraux, antiparasitaires, etc).

Parmi ces microorganismes, les actinobactéries sont les plus grands producteurs
d’antibiotiques (Sangliet et al., 1993 ; Takahashi et Omura, 2003 ; Genilloud et al., 2010 ; Flatt et
al., 2013; Nakae et al., 2013). Le genre Streptomyces est le plus important et est connu comme étant
le producteur du plus grand nombre d’antibiotiques. Il est le plus exploité pour ses nombreuses
propriétés antagonistes et continue d’attirer I’intérét de nombreux laboratoires dans le monde
(Demain, 2006; Jose et al., 2011). Par ailleurs, d’autres genres d’actinobactéries tels que
Micromonospora, Saccharothrix, Amycolatopsis etc., ont aussi montré un grand potentiel de
production de molécules bioactives intéressantes sur le plan médical (Nakae et al., 2013).

En Algérie, les sols sahariens représentent des écosystemes assez particuliers et ont montré
une richesse et une biodiversité surprenante en actinobactéries (Sabaou et al., 1992; Sabaou, 1998 ;
Driche, 2010; Khebizi, 2010; Toumatia, 2010; Aouiche, 2010). Plusieurs souches d'actinobactéries
se sont révélées étre de nouvelles especes et productrices de nouveaux antibiotiques (Lamari et al.,
2002; Zitouni et al., 2004 et 2005; Boudjella et al., 2006 ; Aouiche et al., 2015).

Dans le présent travail, nous nous sommes fixés comme objectifs, I’étude taxonomique de
quelques souches d’actinobactéries et la mise en évidence du pouvoir antagoniste de ces bactéries
contre des microorganismes pathogenes et/ou toxinogenes et multirésistants aux antibiotiques.

Ce travail est partagé en trois parties:
v’ La premiére partie de ce manuscrit est consacrée a une présentation bibliographique, d‘une
part, sur la taxonomie des actinobacteries et les antibiotiques d’une maniére générale.
v" Laseconde partie est consacrée a la présentation du matériel et des méthodes utilisées

v' Latroisieme partie, aux résultats obtenus et a leurs discussions.
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GENERALITES SUR LES ACTINOBACTERIES

1. Définition et position taxonomique des actinobacteries

Etymologiquement, [’origine de [I’appellation actinobactéries, anciennement appelés
actinomycetes, provient des mots grecs «Aktis = rayon» et «<mykes = champignons» ce qui veut dire
champignons a rayons. En effet, la faculté de la plupart de ces bactéries & former un réseau
mycélien ressemblant & celui élaboré par les champignons filamenteux a poussé les scientifiques
pendant longtemps a les considérer comme des formes intermédiaires entre les bactéries et les
champignons (Krassilnikov, 1941 ; Ait Barka, 2016). Cependant, sur le plan micro-morphologique,

le diametre de leur filaments mycéliens est plus fin que celui des champignons.

Les actinobactéries représentent un groupe de bactéries a Gram positif, représentant une grande
variabilité morphologique et possédant un taux élevé en guanine et cytosine (G+C% supérieur ou
égal a 55%) (Ludwing et al., 2012). Ils sont caractérisés pour la plupart par la formation des hyphes
filamenteux produisant des spores asexuées assurant le démarrage d’un nouveau cycle de vie
(Prescott et al., 2013).

Sur le plan taxonomique, les données de la biologie moléculaire (notamment le séquencage de
I’ADN codant pour I’ARN 16S) classent actuellement les actinobactéries dans le regne des
Procaryotae, phylum des Actinobacteria, classe des Actinobacteria regroupant quinze ordres (ex :
Actinomycetales, Streptomycetales, Streptosporangiales, Micromonosporales, Micrococcales, etc)
(Goodfellow et al., in Bergey’s Manual, 2012).

2. Ecologie et habitat des actinobacteries

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre sur tous les
substrats naturels et les biotopes particulierement dans les sols. En effet, environ 10 a 20% des
microorganismes telluriques sont des actinobactéries (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Ishizawa et
Araragi, 1976). On les retrouve dans les glaciers polaires, les sols desertiques chauds et secs, les
sols contaminés par des métaux lourds, les lacs extrémement alcalins ou salés (Lechevalier, 1981 ;
Okoro et Brown et al., 2009 ; Jiang et al., 2013).

Les actinobactéries peuvent vivre a I'état libre ou en symbiose avec des plantes non légumineuses

comme le genre Frankia (fixation de I'azote atmosphérique) (Verma et al., 2009) ) ou endophte
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dans les tissus de plantes stimulant ainsi leur croissance (Doumbou et al., 1998 ; Zhao et al., 2011)

ou encore dans les invertébrés marins (Salomon et al., 2004).

Les actinobactéries ont également été isolés des composts (Song et al., 2001) . Plusieurs genres tels
que Thermoactinomyces, Sacharomonospora et Pseudonocadia sont actifs dans les derniers stades
du compostage en attaquant les structures les plus résistantes comme la cellulose, I'némicellulose et

la lignine gréce a leur arsenal enzymatique diversifié (Song et al., 2001 ; Zermane, 2007).

2.1. Les actinobactéries dans le sol

Les actinobactéries sont largement répandus dans tous les sols y compris ceux exposés a des
conditions extrémes comme la sécheresse et la haute température des sols sahariens algériens
(Sabaou et al., 1980, 1992 et 1998). Ils sont présents dans les sols avec une densité de 1’ordre du 10°
a 10° UFC par gramme de sol sec (Goodfellow et Williams, 1983). Le genre Streptomyces est
largement répandu et représente entre 80 et 95 % des isolats actinobactériens d’origine tellurique
(Lechevalier et lechevalier, 1970). Leur nombre diminue avec la profondeur mais leur proportion
par rapport a la microflore augmente et reste dominante (Mokrane et al., 2013).

Les actinobactéries produisent des substances spécifiques telles que la géosmine et le 2-méthyl
isobornéol qui sont responsable de I’odeur d’humus caractéristique des sols (Omura, 1992 ; Zaitlin
et al., 2003).

2.2.  Les actinobactéries dans les milieux marins

Les actinobactéries sont également représentés dans ces milieux. C’est essentiellement dans
les sédiments des fonds fluviaux ou lacustres que ceux-ci sont présents ou ils jouent un réle
important dans la décomposition des débris végétaux et donnent a 1’eau son odeur de terre.
Plusieurs travaux ont montré 1’originalité et le potentiel de sécrétion de molécules bioactives des
actinobactéries aquatiques (Feling et al., 2003 ; Subramani et Aalbersberg, 2012 ; Mellouk et al.,
2016).

3. Pouvoir pathogene des actinobactéries

Les actinobactéries sont en majorité saprophytes mais quelques formes sont pathogénes pour
I’homme, les plantes et les animaux.
Les deux principales maladies d’origine actinobactérienne qui touchent a I’homme sont causees par

Mycobacterium tuberculosis (tuberculose humaine) et Mycobacterium leprae (la lépre).
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D’autres actinobactérioses peuvent étre causées par des especes d’Actinomyces, Actinomadura et
Nocardia. La nocardiose est due surtout touche de maniere particuliere aux patients
immunodéprimés. D’autres actinobactéries peuvent étre responsables d’allergies (Mc Neil et
Brown, 1994).

Tres peu de maladie de plantes sont provoquées par les actinobactéries. Nous notons par exemple la

gale de la pomme de terre causée par Streptomyces scabies (Mizuno et Yoshida, 1993).

4, Intérét des actinobactéries

Si quelques espéces d’actinobactéries sont pathogénes, la majorité d’entre eux sont cependant

tres utiles. Ce sont des producteurs de nombreuses molécules bioactives dans divers domaines.

Dans le domaine médical et pharmaceutique, les actinobactéries sortent du lot par leur potentialités
a produire notamment les molécules antibiotiques et de nombreux composés tels que les antiviraux,
les antitumoraux, les immunostimulants, les immunosuppresseurs, vitamines, etc. (Demain, 1999;
Takahashi et Omura, 2003; Solanki et kahana et al., 2008 ; Jose et Jebakumar, 2013)

Dans le domaine agronomique, les actinobactéries jouent un role trés important en recyclant des
nutriments grace a leur arsenal enzymatique capable de dégrader des composés organiques et des
polymeéres tres complexes tels que la chitine et les lignocelluloses (Pizzul, 2006 ; Zaitlin et Watson,
2006) contribuant ainsi a la fertilisation des sols. Les actinobactéries sont utilisées dans le
biocontrdle de certaines maladies de plantes contre certains agents phytopathogénes tels que
Alternaria, Botrytis, Fusarium et Pythium (Toumatia et al., 2016 ; Zamoum et al., 2017).

La fixation d’azote atmosphérique par le genre Frankia vivant en symbiose dans les nodules

racinaires de certains arbres est également un des exemples importants (Zaitlin et Watson, 2006).

Les actinobactéries ont également un réle écologique important, comme par exemple dans la
dégradation des hydrocarbures (Essien et Udosen, 2000) et la minéralisation du phénol et des
déchets industriels (Bhatena et al., 2002).
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1. IDENTIFICATION DES ACTINOBACTERIES

La taxonomie des actinobactéries est basée sur plusieurs caractéristiques. Traditionnellement,
I’identification du genre se fait sur la base des caractéristiques morphologiques (macro et micro-
morphologie) et chimiques (analyse des constituants cellulaires) alors que I’identification de
I’espéce se fait sur la base 1’étude physiologique et moléculaire (séquengage de I’ADN codant pour
I’ARN 168 et hybridation ADN-ADN).

Actuellement, les chercheurs ont tendance a faire une identification présomptive du genre baséee
uniquement sur les données morphologiques, notamment micromorphologiques et réaliser ensuite
directement une analyse phylogénétique basée sur le séquencage de I’ADN16S. Une étude
complémentaire par des tests physiologiques et chimiques pourra étre faite uniquement pour un
nombre réduit d’isolats, notamment pour celles qui se révelent étre de nouvelles espéces étant

donné gue ces caracteéristiques sont exigées pour pouvoir publier une nouvelle espece.

1. Etude macro-morphologique

Les principaux caractéres ont pour objet de déterminer la présence, 1’abondance et la couleur
du mycélium aérien (MA), du mycélium de substrat (MS) et la production (ou non) ainsi que la
couleur des pigments diffusibles sur les milieux de culture. Les couleurs sont souvent déterminées

grace a I’utilisation de chartes de couleurs.

2. Etude micro-morphologique

Cette étude est basée sur 1’observation au microscope photonique des actinobactéries cultivées
directement sur les milieux gélosés. L’observation microscopique consiste a déterminer Si les
mycéliums aérien et de substrat sont fragmentés ou pas, signaler la présence des spores, leur
mobilité, leur position sur les hyphes (sessiles ou portées par un sporophore) ainsi que et la forme
des chaines de spores (droites, en boucle ou spiralées) (Figure 01).

La présence de certaines structures particuliéres telles que les sporanges (portés par des

sporangiophores), les synnemata et les sclérotes doivent aussi étre signalées.

3. Etude chimio-taxonomique

Les criteres chimiques consistent en la détermination de la composition pariétale en acides

aminés, la composition cellulaire en sucres et la composition membranaire et pariétale en lipides.
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Figure 01. : Micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries (Sabaou, 1988).
MA, mycélium aérien; MS, mycélium du substrat; RF, Rectus Flexibilis (chalnes de spores droites a
flexueuses); RA, Retinaculum Apertum (chaines en crochets ou en boucles fermées); S, Spira
(chaines spiralées); s, sporophore; c. sp.; chaines de spores; sp. i.; spores isolées; sp. m.; spores

mobiles; sg., sporanges.
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3.1. Composition pariétale en acides aminés
Il s’agit de déterminer la forme isomérique de 1’acide diaminopimélique (DAP) qui peut étre
sous forme LL ou DL (méso). Parfois, le DAP est remplacé par la lysine, I’ornithine ou I’acide
diaminobutyrique. La présence de la glycine est aussi un élément important taxonomigquement

(présent par exemple chez Streptomyces) (Holt et al., 1994).
3.2. Composition en glucides cellulaires

Les sucres considérés comme importants taxonomiquement sont les couples « arabinose-
galactose », « xylose-arabinose » et « rhamnose-galactose » ou encore le madurose, lesquels

caractérisent certains genres (Lechevalier et Lechevalier, 1970a).

Plusieurs chimiotypes de parois cellulaires, basés sur la composition cellulaire en acides aminés et
en sucres, existent (Becker et al. (1964 et 1965) ; Lechevalier et Lechevalier (1970a,b) (Figure 2).

l l ol

LL DAP DL DAP Ornithine Lysine DAB + Ornithine
+ glycine l + Lysine Glycine

PSC + Glycine + Madurose PSC + Rhamnose + Arabinose

+Arabinose + Galactose  + Galactose
+ Xylose
l l l v 4 v 4
Types Types Types Types Types Types Types Types Types Types
IC 11D 1B IHicC HE IV A \ VI VII VI

Figure 2: Différents chimiotypes rencontrés chez les actinobacteries (adaptée selon Holt et al., 1994).
PSC: pas de sucres caractéristiques. Les actinobactéries ayant les chimiotypes V, VI, VII et VIII ne
produisent pas un véritable mycélium. lls se présentent sous forme de cellules en batonnets ou coccoides, ou

parfois avec un mycélium trés rudimentaire. DAP : acide diaminopimélique. DAB = acide diaminobutyrique.
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3.3. Composition membranaire et pariétale en lipides

Les chimiotypes basés sur la composition en sucres et en acides amines ne permettent pas de
distinguer certains genres rares ayant le méme chimiotype. Leur distinction repose sur d’autres
analyses chimiques relatives a la composition de la membrane et de la paroi en lipides. Ces lipides
taxonomiquement importants sont la phosphatidyl éthanolamine, la phosphatidyl choline, les
phospholipides avec glucosamine et la phosphatidyl glycérol. La phosphatidyl-inositol est présente
chez tous les actinobactéries (Lechevalier et al., 1977). Selon la composition en phospholipides 5

types de phospholipides, de Pl a PV existent (Tableau 01)

Tableau 01. Différents types de phospholipides membranaires (Lechevalier et al., 1977).

Types de Phosphatidyl Phosphatidy!l Phospholipides Phosphatidyl
phospholipides éthanolamine Choline avec glucosamine glycérol
Pl - - - V
Pl + -
+

PI - V

+
PIV + - \Y/

+
PV - +

+, présent. — absent. V : variable selon les souches et espéces.

4. Etude physiologique

Cela consiste a utiliser un grand nombre de caractéres physiologiques et biochimiques qui se
résument en des tests de dégradation de différents composés glucidiques, lipidiques, protidiques ou
autres composes organiques (caséine, gélatine, Tween 80, etc.).

D’autres tests consistent a tester la résistance aux differents agents chimiques et antibiotiques, la

tolérance aux conditions extrémes (température, pH, salinité).
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5. Etude phylogeneétique

Hormis quelques techniques phénotypiques récentes révolutionnaires et moléculaires telle que
la spectrométrie Maldi-Tof, I’identification des espéces par les caractéristiques taxonomiques
phénotypiques classiques n’est pas précise.

Depuis que la biologie moléculaire a fait son apparition, les tests de routine (morphologie)
commencent lentement a étre remplacées par des techniques moléculaires plus fiables et rapides qui
ont permis de regrouper ou de séparer des especes entre elles, ou de fusionner des genres entre eux
(Ventura, Canchaya et al., 2007 ; Wellington et Ul-Hassan, 2009 ; Bergey’s Manual, 2012).

Les principales techniques moléculaires utilisées pour ’identification des actinomycétes sont le

séquencage de I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S, I’hybridation ADN-ADN.

5.1. Séquencage du géne codant pour ’ARN 16S

Stackebrandt et ses collaborateurs (1981, 1983), ont été les premiers a utiliser cette technique

pour la taxonomie des actinobactéries. Le géne codant pour I’ARN ribosomique 16S est un géne
chromosomique d’une taille de 1500 paires de bases, présent chez toutes les bactéries.
L’étude de I’ADNr 168, utilise deux techniques de base : la PCR (Polymérase Chain Réaction) et le
séquencage. Aprés extraction de génome entier, la partie de I’ADN génomique codant pour I’”ARN
ribosomique 16S est amplifiee avant qu’il ne soit séquencé. Les séquences obtenues sont Soumises a
des études de comparaisons avec celles disponibles dans les bases de données génomiques. Ces
études sont effectuées grace a la disponibilité de plusieurs méthodes de calcul illustrées dans le web
sous forme de programmes informatisés (Philip, Clustal W, etc.) (Stackebrandt
etal., 1997; Labeda et Kroppenstedt, 2000).

5.2. Hybridation ADN-ADN

Le principe de cette étude est de déterminer le taux de ressemblance entre deux espéces selon
le taux de réassociation de leurs fragments d’ADN. Pour pouvoir dire que deux souches
appartiennent a une méme espéce, il faudrait que le pourcentage d’hybridation ADN-ADN soit

supérieur ou égal a 70% (Wayne et al., 1987; Wellington et Ul-Hassan, 2009).
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LES ANTIBIOTIQUES

1. Historique et intérét de rechercher de nouvelles molécules antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules issues du métabolisme secondaire qui ont été
particuliérement étudiées du fait de leur importance en thérapie humaine et vétérinaire. L’age d’or
dans la découverte des antibiotiques a été la période des années 1940 - 1960 (Sherk, 2000 ; Coates
et Hu, 2007) et la lutte contre les maladies infectieuses a pris alors une importance pour atteindre
son apogée au cours des années 70. Les programmes de recherche des nouveaux antibiotiques a
fortement ralenti par la suite. A partir des années 80, I’apparition de nouvelles maladies et
I’émergence du phénomeéne de la multirésistance aux antibiotiques, ont suscité de nouveau le besoin
de rechercher de nouvelles molécules antibiotiques originales. A partir des années 90, la découverte
de nouvelles molécules a propriété antibiotique a commencé a se raréfier méme si plusieurs
composés bioactifs d’origine microbienne ont été découverts mais la majorité se sont révélés étre
des analogues de molécules déja connues (Berdy, 2005).

Actuellement, face au phénomeéne de la multirésistance des microorganismes pathogénes aux
antibiotiques qui ne cesse malheureusement de progresser et continue de causer de véritables échecs
thérapeutiques en Algérie et dans le monde (Paterson, 2006; Touati, 2006; Touati et al., 2006;
Aggoune-Khinache et al., 2008; Messai et al., 2008; Okesola et Makanjuola, 2009 ; Nordmann et
al., 2011), la recherche perpétuelle de nouvelles molécules antibiotiques doit étre la priorité des

chercheurs et cliniciens dans le monde.

2. Microorganismes producteurs d’antibiotiques

Le genre Streptomyces est le producteur du plus grand nombre de molécules actives connues,
soit 80% des antibiotiques d’origine actinobactérienne (Demain, 2006; Jose et al., 2011 ; Solecka et
al., 2012). Par ailleurs, beaucoup d’autres genres d’actinobactéries comme Saccharothrix,
Micromonospora, Nocardia, Actinomadura, Amycolatopsis, Streptosporangium, etc., ont déja
montré un grand potentiel de production de molécules bioactives intéressantes (Flatt et
al., 2013; Nakae et al., 2013).

Concernant les bactéries non mycéliennes, les Bacillaceae (ex.: Bacillus subtilis, Bacillus
thuringiensis) et les Pseudomonadaceae (ex.: Pseudomonas) occupent une place trés importante

suivis par d’autres genres tels que Micrococcus, Proteus, Chromobacterium (Solecka et al., 2012),.

10
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Au cours de ces dernieres années, le nombre de champignons producteurs d’antibiotiques a
augmenté en passant de 10% (Breton et al., 1989; Sanglier, 1990) aux environs de 38% (Solecka et
al., 2012). La plupart des champignons producteurs de molécules bioactives sont des ascomycetes
ou des formes imparfaites telles qu’Aspergillus, Penicillium, et Fusarium (Barrett, 2002).

3. Classification des antibiotiques

3.1. Classification basée sur la structure chimique

Selon la structure chimique, Berdy et al. (1987) et Berdy, (2005), ont classé les antibiotiques
en neuf grandes familles. Le Tableau 02 regroupe ces 9 grandes familles, ainsi que leur sous
familles. Ce genre de classification mettant a 1’écart tout intérét thérapeutique, c’est pour cela que
d’autres types de classifications utilisées dans le domaine clinique existent. Ainsi la famille des -

lactames regroupe tous les antibiotiques ayant un cycle -lactame.

3.2. Autres types de classification

Le spectre d’action, le type d’action, le mode d’action, 1’origine de I’antibiotique ou la charge
électrique, sont d’autres types de classification utilisés dans le domaine pharmaceutique et surtout le
domaine médical ou la classification chimique importe peu.

Selon leur spectre d’action, les antibiotiques peuvent avoir un large spectre (ex: tétracyclines),
moyen (ex: érythromycine) ou trés étroit (ex: novobiocine).

Selon le type d’action, les antibiotiques sont classés en bactéricides ou fongicides (tuent les
microorganismes) et bactériostatiques ou fongistatiques (inhibent la croissance des
microorganismes sans les tuer).

Selon le mode d’action c.a.d. la molécule cible sur laquelle les antibiotiques agissent, ceux-ci
ont été classés en plusieurs groupes (inhibition de la synthése de la paroi, inhibition de la synthése
protéique inhibition de la synthése de I’ADN).

Les antibiotiques peuvent étre d’origine naturelle, synthétique ou semi-synthéetique. Ceux qui
sont d’origine naturelle sont élaborés par divers organismes vivants. Ils peuvent étre d’origine
fongique (pénicillines), bactérienne (bacitracine) ou actinobactérienne, ou encore végétale.

Les antibiotiques peuvent étre a caractére acide (ex: pénicilline), basique (ex: aminosides) ou

neutre (nogalamycines, mutactimycines) (Berdy et al., 1987; Lamari, 2006).

11
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Tableau 2 : Classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Berdy, 2005).

1 apparentés

Familles Sous-familles Exemples
d’antibiotiques
Glucides purs Nojirimycine
Glucides et Aminoglycosides Streptomycine, gentamicine,

kanamycine.

Glycosides C-glycosides: vancomycine.
N-glycosides: streptothricine.
Glycolipides. Moenomycine.
Macrolides Spiramycine, érythromycine
Lactones Polyénes Amphotéricine, nystatine,

2 macrocycliques candicidine.
Macrotétrolides Tetranactine, nonactine.
Macrolactames. Rifamycine

3 Quinones et
apparentés

Polycycliques accolés
Linéairement

Tétracyclines.

Dérivés naphtoquinoniques

Anthracyclines.

Dérivés benzoquinoniques.

Mitomycine.

Acides aminés
4 | et peptides

Dérivés d’acides aminés

Cyclosérine, pénicilline, nocardicine.

Homopeptides

Bacitracine, cyclosporine.

Hétéropeptides

Aculéacine .

Peptolides

Valinomycine

Hétérocycles a
5 azote

Hétérocycles non accolés.

Caerulomycine, mildiomycine

Hétérocycles accolés

Phénazines, herbicidine.

Hétérocycles a
6 oxygene

Polyéthers

Monensine, nigéricine

Composés
7 alicycliques

Dérivés du cycloalcane.

Cycloheximide

Terpénes

Acide marasmique.

Oligoterpenes

Acide fusidique.

8 Aromatiques

Dérivés benzéniques.

Chloramphénicol

Aromatiques a cycles
accolés.

Griséofulvine

9 Aliphatiques

Composés non Fusariocine
benzéniques.

Autres dérivés aromatiques | Novobiocine
Dérivés des alcanes. Elaiomycine

Dérivés d’acides

carboxyliques Cérulénine.

Composés contenant du
phosphore ou du soufre

Fosfomycine

12
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4. Meécanismes d’action des antibiotiques

Le mode d’action d’un antibiotique dépend de ce dernier. Certains inhibent la synthése de la
paroi, d’autres ont une action sur la membrane plasmique, la synthese des acides nucléiques ou
encore la synthese protéique.

Les antibiotiques qui inhibent la synthése pariétale bactérienne (ex.: [-lactamines,
glycopeptides, fosfomycine, cyclosérine, etc.), empéchent I’insertion des acides aminés formant le
tétrapeptide muréique ou leur insertion au niveau de la muréine. Ceux qui inhibent la synthése
pariétale fongique (ex.: échinocandines) bloquent la synthése des glucanes pariétaux qui sont des
composants essentiels a la paroi cellulaire fongique entrainant ainsi un déséquilibre osmotique, puis
la lyse de la cellule fongique (Asselineau et Zalta, 1973; Carle, 2003).

Les antibiotiques ayant une action sur la membrane plasmique peuvent étre antibactériens
(ex.: polymyxines) en altérant la structure membranaire conduisant a la formation de pores laissant
échapper le contenu cellulaire (Prescott, 2013), ou encore antifongique (ex.: amphotéricine B,
nystatine, etc.) qui se lie aux stérols nécessaires a 1’intégrité de la membrane cellulaire, conduisant
ainsi a la formation de pores provoquant une augmentation de la perméabilité avec perte du contenu
cytoplasmique, puis la mort de la cellule fongique (Carle, 2003).

Les antibiotiques qui ont une action sur la synthese des acides nucléiques inhibent I’ARN
polymérase (ex.: ansamycines), I’ADN-gyrase (indispensable a I'ouverture de la double hélice et
donc a la réplication de la cellule) et la topoisomérase (ex.: quinolones et fluoroquinolones) ou
encore la synthése de 1’acide folique nécessaire a la synthése des acides nucléiques (ex.: sulfamides
et triméthoprime diaminopyridines) (Asselineau et Zalta, 1973).

D’autres antibiotiques inhibent la synthése protéique bactérienne en agissant sur les ribosomes
(ex.: macrolides, tétracyclines, chloramphénicol, etc.). D’autres (ex.: streptomycine) provoquent des

erreurs de lecture du code génétique (Asselineau et Zalta, 1973).

5. Meécanisme de résistance aux antibiotiques
Pour survivre, la bactérie échappe a I’action des antibiotiques par plusieurs mécanismes qui
sont classés en deux principaux types: les mécanismes non enzymatiques (intrinséques) et les

mécanismes enzymatiques.

5.1. Mécanisme enzymatique
Les bacteries de la famille des Enterobacteriaceae produisent plusieurs enzymes inactivant
les antibiotiques, telles que Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli qui présentent une résistance

naturelle aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines (Cattoir, 2004).
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Les béta-lactamases représentent le mécanisme essentiel de la résistance acquise aux f-lactamines,
par un clivage dans le cycle B-lactame. La synthése d’une ou de plusieurs Béta-lactamases
représente le mécanisme le plus efficace utilisé par les bactéries pour échapper a I’action létale des
B-lactamines (Alekshun et Levy, 2007).

5.2. Mécanisme non enzymatique

5.2.1. L’imperméabilité

Les bactéries résistent naturellement a plusieurs antibiotiques hydrophiles par 1’existence de
I’enveloppe externe qui est hydrophobe grace a son composant lipopolysaccharidique (LPS) présent
chez les bactéries a Gram négatif (Cavallo et al., 2004). Des protéines appelées « porines »,
possédant des canaux centraux, permettent le passage des molécules de petite taille comme les [3-
lactamines, les aminosides et les phénicolés. Des mutations entrainent des modifications
quantitatives ou qualitatives de 1’expression des porines, responsables de la résistance acquise a

plusieurs familles d’antibiotiques (Carvallo et al.,2004).

5.2.2. Systéme d’efflux

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par une exportation active grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Ces protéines sont spécifiques d’une classe
d’antibiotiques ou de plusieurs classes d‘antibiotiques (Poole, 2004). Les génes encodant les
pompes d'efflux spécifiques sont souvent retrouvés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides
ou transposons), ou sur le chromosome (Butaye et al., 2003; Poole, 2004).

La pompe d‘efflux utilisée pour la résistances aux tétracyclines, aux macrolides et au
chloramphénicol fonctionne comme un transporteur d‘antibiotiques spécifiques qui permet de

pomper l'antibiotique hors de la cellule ou de la membrane cellulaire (Sapunaric et al., 2005).

5.2.3. Altération des cibles d’antibiotiques

Ce type de mécanisme est souvent utilisé chez Staphylococcus aureus et les staphylocoques a
coagulase comme un mécanisme de résistance intrinséque par modification des protéines de liaison
a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP (Quincampoix et Mainardi, 2001).

La resistance aux aminoglycosides chez les bactéries a Gram negatif et a Gram positif se fait par la
modification de la cible qui est le mécanisme le plus répandu. les enzymes impliquées sont les

aminosides acétyltransférases et les aminosides Phosphotransférases (Cavallo et al., 2004).
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Lieu de stage :
Notre étude pratique a été menée durant la période allant du début février - fin avril 2018, au

niveau du laboratoire de microbiologie de I’Ecole Supérieure des Sciences de 1’Aliment et des
Industries Agroalimentaires (E.S.S.A.LLA.) sise a Beau lieu, EI Harrach (Alger) sous la supervision
du Dr. AOUICHE Adel de I’E.S.S.A.LA.

Notre étude porte sur 1’étude de trois souches d’actinobactéries et elle est divisée en deux volets,
une étude taxonomique basée sur une étude morphologique et surtout phylogénétique et une étude
du pouvoir antagoniste des actinobactéries vis-a-vis des microorganismes pathogenes et/ou
toxinogenes pour I’homme et les végétaux.

Ce chapitre se divise en deux grandes parties, la premiére est consacrée au matériel biologique
utilisé (bactéries et champignons filamenteux) et la deuxieme partie est réservée aux méthodes et

techniques utilisées.

. MATERIEL BIOLOGIQUE

1. Souches d’actinobactéries

Les souches d’actinobactéries retenues dans notre travail proviennent du laboratoire de
Microbiologie (LBSM) de I’Ecole Normale Supéricure de Kouba (Alger). Elles ont été isolées a
partir des sols sahariens algériens (Aouiche, 2010). Ces isolats sont les suivants :

- Isolat PA14

- Isolat PAQ7

- Isolat PAO3
La désignation « PA » signifie « palmeraie ». Cela est d0 au fait que les échantillons de sol prélevés
proviennent des palmeraies de la région de Ghardaia.

2. Microorganismes-cibles

Les microorganismes-cibles sont des microorganismes contre lesquels on test le pouvoir
antagoniste (production d’antibiotiques) des actinobactéries étudiées. Ces microorganismes sont

pathogenes et/ou toxinogenes pour I’homme et les végétaux.
2.1. Les bactéries-cibles

Les bactéries-cibles utilisées sont les suivantes:
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- Bactéries multi-résistantes aux antibiotiques: Escherichia coli (E195), Pseudomonas aeruginosa
(Pa) et Staphylococcus aureus (Sa).
- Bactérie sensible aux antibiotiques: Bacillus subtilis (ATCC 6633).

La souche Escherichia coli provient du Laboratoire de Microbiologie Appliquée de
I’Université Abderrahmane Mira de Béjaia. Elle a été isolée au niveau de 1’hdpital de Béjaia a partir
de patient soumis & une antibiothérapie.

Les souches Bacillus subtilis proviennent de I’American Type Culture Collection (ATCC),
et Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, de 1’Institut Pasteur d’ Alger.

Les profils de résistance de ces bactéries vis-a-vis de plusieurs antibiotiques cliniqguement

utilisés ou non sont indiqués dans le Tableau 03, ci-dessous.

Tableau 03. Profils de résistance aux antibiotiques des bactéries-cibles utilisées.

Gram Microorganismes Résistance a Sensibilité a

Escherichia coli (E195) A“g);h?“ggXTLCT)T(CgRgECCAgF ND

Négatif
Pseudomonas aeruginosa (Pa) GEN'NEO'ZE:\'_E:C_QS%CYC'ERY' K-CHL-OXY-RIF
TE-CHR-OXY-VIB.
GEN-K-NEO-VAN-PEN-C-KAS, -
Staphylococcus aureus (Sa) CAR, CYC-BAC-POLB-OLE-SPI
Positif
GEN-K-VAN-PEN-CAR-
Bacillus subtilis (ATCC 6633) NEO CHL-C-OXY-ERY-SPI-RIF-

SSS

AMC: amoxicilline + clavulanate, AMX: amoxicilline, CAR: carbénicilline, CAZ: ceftazidime,
C: chloramphénicol, CF: céfalotine, CHL: chlortétracycline, CTX: céfotaxime, CXM: céfuroxime,
CYC: cyclosérine, ERY: érythromycine, FOX: céfoxitine, GEN: gentamicine, NEO: néomycine,
OXY: oxytétracycline, RIF: rifampicine, PEN: pénicilline G, PIP: pipéracilline, K: kanamycine,
SPI: spiramycine, SSS: sulfamide, TCC: ticarcilline + clavulanate, TIC: ticarcilline, VAN: vancomycine,
KAS: kasugamycine, BAC: bacitracine, POLB: polymyxine B, OLE: oléandomycine, ND: non déterminé,
ATCC: American Type Culture Collection.

*Source hospitaliére.

2.2. Les champignons filamenteux

Les champignons filamenteux utilisés proviennent du LBSM de I’ENS de Kouba. II s’agit de :
- Fusarium culmorum (FC).
- Aspergillus flavus (AF).
- Aspergillus carbonarius (AC).
- Aspergillus ochraceus (AO).
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- Umbelopsis ramanniana NRRL1829 (UR).
Le Tableau 04 ci-dessous indique les concentrations minimales inhibitrices (C.M.l.) des
champignons filamenteux-cibles utilisés.
D’apres les valeurs des C.M.I., on peut remarquer une resistance assez importante de la
majorité des souches au cycloheximide. Le champignon le plus sensible est Aspergillus

carbonarius.

Tableau 04 : Concentrations minimales inhibitrices des champignons filamenteux cibles vis-a-vis
de divers composés antifongiques.

Microorganismes-cibles CMI (pg/mL)

N Cyc I Am Th T
Fusarium culmorum 5 10 5 5 3
Aspergillus flavus 3 >100 1 3 0.5 1
Aspergillus carbonarius 5 5 1 3 0.5 0.5
Aspergillus ochraceus 8 40 3 3 0.5 8
Umbelopsis ramanniana 8 45 3 4 2 5

N: nystatine (97%); Cyc: cycloheximide 98% (actidione); I: itraconazole (98%); Am: amphotéricine B; Th:
terbinafine hydrochloride; T: thioconazole (96,5%).

2.3. Milieux de culture

Deux milieux complexes, souvent utilisés pour la production d’antibiotiques (Badji, 2007),

ont été choisis lors de cette méthode: I’'ISP2 et le Bennett (composition en annexe).

1. METHODES

1. Revivification et purification des souches

Les souches de bactéries et d’actinobactéries sont revivifiées puis purifiées par la méthode des
stries sur milieu complexe gélosé ISP2 (voir composition en annexe) en boite de Pétri. Apres
purification, les microorganismes sont repiqués sur le méme milieu mais coulé en tube incliné, puis

conservées a 4 °C pour une utilisation ultérieure.

17



Matériel et Méthodes

2. Activité antibiotique des actinobactéries sur milieux solides

2.1. Méthode des stries croisées

La mise en évidence du pouvoir antagoniste (activité antimicrobienne) des actinobactéries
contre les microorganismes-cibles est réalisée par la méthode des stries croisees.

La méthode consiste a ensemencer I’actinobactérie sur milieu ISP2 et Bennett en un seul trait
en bordure de la boite de Pétri. Les boites sont incubées a une température de 30°C pendant 5a 7
jours permettant aux souches d’actinobactéries de croitre et de sécréter les antibiotiques dans le
milieu. Par la suite, les bactéries sont ensemencées en un trait perpendiculaire a celui de
I’actinobactérie (figure 03 en ci-dessous).
La lecture des resultats se fait aprés 24 h pour les bactéries et 48 a 72 h pour les champignons
filamenteux en mesurant les zones d’inhibition en millimétre entre la bordure de 1’actinobactérie et

le microorganisme-cible comme le montre la figure 03.

Figure03. Photo illustrant la mise en évidence du pouvoir antagoniste des
actinobactéries par la méthode des stries croisées.

Exemples: (A) actinobactérie 1 inactif contre les microorganismes-cibles (pas de zones
d’inhibition); (B) actinobactérie 2 actif contre les microorganismes-cibles en inhibant leur
croissance (zone d’inhibition).

2.2. Cinétiques de production des antibiotiques en milieux solides

Les souches d’actinobactéries ayant montré une bonne activité antimicrobienne sur milieu
solide par la méthode des stries croisées, ont fait 1’objet d’une cinétique de production des
antibiotiques en milieu solide.

Le suivi de la production des antibiotiques sur milieux solides a été réalisé pour 1’actinobactérie le

plus actif durant 10 jours par la méthode des cylindres d’agar (Shomura et al., 1979) contre les




Matériel et Méthodes

microorganismes-cibles sélectionnés comme étant les plus sensibles aux antibiotiques produits par
I’actinobactérie.
Le milieu de culture choisi pour cultiver I’actinobactérie (ISP2 ou Bennett) pour ces cinétiques est

celui ayant favorisé une meilleure production d’antibiotiques par la méthode des stries croisees.

La méthode consiste a ensemencer 1’actinobactérie sur milieu de culture solide (ISP2 ou Bennett) et
I’incuber a 30 °C pour un suivi de 10 jours. En parallele, chaque jour ensemencer en masse un
volume précis de la suspension de chaque microorganisme-cible (0,5 Mcfarland) dans un milieu de
culture (PCA a 12 g/L d’agar) maintenu en surfusion. Homogénéiser le milieu par agitation rotative
et couler en boites de pétri puis laisser solidifier.

Des cylindres d’agar de 10 mm de diamétre sont prélevés quotidiennement a 1’aide d’un emporte-
picce stérile a partir des boites de 1’actinobactérie pour étre déposés aseptiquement a la surface de la
gélose PCA (12 g/L) pré-ensemencée par le microorganisme-cible.

Les boites sont ensuite mises a 4°C durant 2 heures pour permettre la diffusion des substances
actives tout en inhibant de maniere temporaire la croissance du germe-cible. Elles sont ensuite
incubées a 30 °C pendant 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour les champignons
filamenteux.

L’activité antibiotique est appréciée par la mesure du diameétre des zones d’inhibition qui
apparaissent autour des cylindres d’agar. La figure 04 ci-dessous illustre le résultat obtenu par la

méthode des cylindres.

Zone d’inhibition pour Croissance du germe -cible
le germe -cible

Figure 04. Schéma illustrant le résultat de 1’activité antimicrobienne obtenu par la méthode des
cylindres d’agar lors de la cinétique de production des antibiotiques ().

A, B et C sont représentent les cylindres d’agar prélevés quotidiennement et aseptiquement de la culture
actinobactérienne et déposés sur la gelose semi-solide (12 g/L d’agar) préalablement ensemencée par le
germe-cible.

(*), Source du schéma : https://wikimedia.org
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3. Etude taxonomique des souches d’actinobactérie
3.1. Etude morphologique

3.1.1. Etude macro-morphologique

Cette étude vise a apprécier la croissance de la souche d’actinomycéte et a noter la couleur
des mycélia aérien et du substrat, ainsi que la production ou non de pigments diffusibles dans le
milieu. Ces caractéristiques sont notées aprés 7 et 14 jours d’incubation a 30 °C sur les milieux
ISP2 et Bennett (Shirling et Gottlieb, 1966).

Les couleurs des mycélia aérien et du substrat sont déterminées a 1’aide d’une charte de couleur
(Color Name Charts Illustrated with Centroid Color : ISCC-NBS).

3.1.2. Etude micro-morphologique

L’étude micro-morphologique est essentielle pour la reconnaissance des genres. La souche
d’actinobactérie poussant sur les milieux ISP2 et/ou Bennett est observée au microscope optique
Zeiss en utilisant les grossissements 10 x 10 et 10 x 40.

Ces observations sont réalisées directement sur la boite de Pétri de maniére a bien repérer les
structures en place (sporulation du mycélium aérien, détermination des types de chaines de spores,

fragmentation ou non du mycélium du substrat, la présence ou non de certaines structures).

3.2. Etude Phylogénétique et analyses par outils bioinformatiques

3.2.1.Origine des séquences de ’ADN codant pour I’ARNr 16S

Les séquences de I’ADN codant pour ’ARNr 16S ont été fournies par Dr. Aouiche A dans
un fichier informatique de type texte. L’extraction de I’ADN, la PCR et le séquencage de ce gene
ont été réalisés en collaboration avec ’ENSAT de Toulouse (France) dans le cadre des travaux de
recherche du Laboratoire de Biologie des Systémes Microbiens de I’Ecole Normale Supérieure de

Kouba (Alger) (Aouiche, 2010).

3.2.2. Traitement des séquences par outil bio-informatique

Il faut d’abord savoir que les séquences de I’ADN codant pour I’ARN 16S obtenues

doivent subir un traitement des corrections et un assemblage avant de pouvoir les exploiter et les
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comparer aux séquences de la banque génomique. Tous ces traitements sont réalisés par outils bio-
informatiques regroupés dans le logiciel « MEGA 7 » et la démarche a suivre est détaillés en ci-
dessous :

> Inversion de la séguence Reverse

Pour comprendre ce premier traitement, il faut savoir que I’amplification de I’ADN codant
pour I’ARNr 16S par PCR se fait dans deux directions différentes et en méme temps, de facon a
obtenir deux séquences complémentaires, une séquence F « Forward » et une séquence R
« Reverse » (voir figure 05). Cela est d0 au fait de I’incapacité de la Taq polymérase a séquencer

d’un coup tout le géne composé d’environ 1500 paires de base (accumulations d’erreurs).

Afin de pouvoir aligner les deux séquences F et R (étape 2) comme il est illustré sur la figure
05 pour déterminer leur partie commune au milieu et compléter ainsi la partie manquante a la
séquence F pour obtenir une séquence compléte, il est nécessaire d’abord d’inverser la séquence R,
car méme si ’amplification de la séquence R se fait de droite vers la gauche, le séquenceur fait la
lecture et nous donne la séquence de gauche vers la droite (dans le fichier informatique texte
fourni).

L’inversement de la séquence « R » se fait par le logiciel MEGA 7 en sélectionnant la séquence et

en cliquant sur la fonction « reverse complement ».

Forvward Seqg: 1 to 1364 N

og=

Beverse Seq: 484 to 1817

e ______
1 afa GO R QLS00 1,364 1817
o %"-aq}ﬁ
e T

I o
et g

For N = =]
W AT T COF CT GE AT GO C G G ARG AR AT A AR ST P R AT T GG R e D e e S

Aowverse. Gl Boascesbbe 921
R TC TOTS GATIE GO (S SR SR PR TR S PTG T P PR P Lo e U e 0, ¥ ek sl e e s et = el et e R g

Figure 05 : Schéma explicatif représentant la direction des deux séquences Forward et

Reverse lors du séquengage du gene codant pour I’ARNr 16S.
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> Alignement des séquences « F » et « R »

La deuxieme étape du traitement consiste a aligner les deux séquences « F » et « R » afin de
déterminer la partie commune et pouvoir la suite obtenir une séquence compléte de bout en bout

(environ 1500 paires de base). Le principe est schématisé en ci-dessous (Figure 06).

Avant alignement

O T

Aprés alignement

pulan

Figure 06 : Schéma explicatif montrant la position des séquences F et R avant et aprés alignement par
logiciel Bio-informatique MEGA 7.

La partie noire des séquences représente la partie commune.

Sur le plan pratique, il suffit de sélectionner les deux séquences au niveau du logiciel MEGA
7 et de cliquer par la suite sur la fonction « Align by ClustalW ».

’E M4: Alignment Explorer == ﬁ‘
Data Edit Search |Alignment| Web Sequencer Display Help
D @ = WEAMEEETTNE, | o @ 2 X [m®l oo
DNA Seguences [T,a B Mark/Unmark Site  Ctrl+M r

105_10-30F_13 = -
105 _1500m 14 =t = Delete Gap-Only Sites
B————— Auto-Fill Gaps

> Elimination et correction des erreurs au niveau de la séquence

Aprés alignement, la troisieme étape consiste a éliminer les erreurs survenues lors de

I’amplification de le ’ADN par la Taq polymérase. Cela se fait en apportant les corrections
suivantes :

e Apporter les corrections en éliminant les erreurs des extrémiteés (début et fin de la séquence)
sachant qu’aux extrémités de chaque séquence, les erreurs s’amplifient.

e Détecter les vides (gaps) et les différences entre les deux séquences F et R dans la partie
commune et apporter les correctifs.
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L’exemple suivant illustre un cas pratique d’erreur a rectifier. Plusieurs discordances peuvent
étre detectées entre les deux séquences de 1I’exemple ci-dessous. Sachant que la séquence du haut
arrive a sa fin, il faut considérer qu’elle cumule beaucoup d’erreurs a ce niveau. Il faudra donc se

fier a la séquence du bas qui est relativement au milieu et donc plus fiable.

cer Display Help
Ady 8| By X IR

> Obtention de la séguence finale compléte

Aprés inversion de la séquence « R », alignement des deux sequences « F » et « R » et apport
des corrections des éventuelles erreurs, la séquence compléte (environ 1500 paire de base) de
I’ADN codant pour I’ARNr 16S pourra étre obtenue en coupant la partiec non commune de la
séquence « R » et en la collant a la séquence « F » (voir schéma explicatif, figure 07).

La séquence complete obtenue pourra étre copiée et collée dans un document texte pour la

sauvegarder.
o, .
R [
F (ssquence compléte)... | I
R |

Figure 07 : Schéma explicatif montrant la maniére par laquelle la séquence compléte de I’ADN codant
pour I’ARNr16S est obtenue par logiciel Bio-informatique MEGA 7.

La partie noire des séquences représente la partie commune.

Les segments verts et jaune représentent les parties non communes.

3.2.3. Détermination de I’espéce la plus proche par Blast

La séquence compléte du géne codant pour I’ARNT 16S est introduite dans la base de données

Ez-biocloud (EZtaxon) (https://www.ezbiocloud.net) ou NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) pour une

23




Matériel et Méthodes

comparaison avec les séquences ADNr 16S de toutes les especes connues a ce jour. Les espéces les
plus proches sont ainsi déterminées.

Lorsque la séquence d’ADNr 16S présente plus de 98,65 % de similarité avec les espéces les
plus proches, seule une hybridation ADN-ADN pour affirmer 1’appartenance de 1’isolat étudié a
cette espece. Si en revanche, le pourcentage de similarité avec I’espéce la plus proche est inférieur a
ce seuil (98,65 %) il est admis directement que 1’isolat étudié est une nouvelle espéce (Kim et al.,
2014).

3.2.4. Construction de I’arbre phylogénétique

L’arbre phylogénétique (Figure 08) représente schématiquement le lien et les distances qui
existent entre les différentes especes. Cela se fait en comparant la séquence de I’ADNr 16S de
I’isolat étudié a celles des espéces les plus proches sélectionnées (dix ou vingt especes les plus proches
ou encore toutes les especes du genre).

La construction de I’arbre phylogénétique commence par un alignement et suivi par des
analyses logarithmiques effectuées par la méthode de Jukes et Cantor (1969) pour le calcul des
matrices des distances d’évolution et celle du Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987) pour la
construction des topologies des arbres phylogénétiques.

La validation statistique des liens phylogénétiques établis entre les especes est effectuée par le test
du Bootstrap (Felsenstein, 1985). Ce dernier consiste a répéter les tests permettant d’établir les

nceuds et les liens entre les espéces 1000 fois avant de les valider.

54 [ Streptomyces griseorubens NBRC 12780 (AB184139)
L Streptomyces althioticus NRRL B-39817 (AY999791)

| Streptomyces viridochromogenes NBRC 3113" (AB184728)
s Streptomyces paradoxus NBRC 14887" (AB184628)
al _|— Streptomyces griseoflavus LMG 19344" (AJ781322)
Streptomyces flaveolus NBRC 3715 (AB184786)
[— Streptomyces collinus NBRC 12759" (AB184123)
sl Streptomyces violaceochromogenes NBRC 13100" (AB184312)

Streptomyces heliomycini NBRC 15899" (AB184712)
[ Isolat bactérien X

) - Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 (M27245)

0.001

Figure 08 : Arbre phylogénétique basé sur 1’analyse des séquences du gene codant pour I’ARN ribosomique
16S, montrant la relation entre ’isolat bactérien X et les souches-types du méme genre, en 1’occurrence
Streptomyces. La barre représente une substitution pour 1000 nucléotide (Aouiche et al, 2012).

24



Résultats et discussion

I. ETUDE TAXONOMIQUE DES ACTINOBACTERIES

Les trois souches d’actinobactéries étudiées ont subi tout d’abord une étude taxonomique

basée sur les caractéristiques morphologiques et phylogénétiques.

1. Caractéristiques macro et micromorphologiques

D’apres les caractéristiques macromorphologiques et culturales (Tableau 05) d’une part et
micromorphologiques (Figures 09, 10 et 11) d’autre part, les trois souches d’actinobactéries
étudiées ont été classées en deux groupes :

Groupe 1: Il comprend les isolats PAO7 et PA14. Dans ce groupe les deux isolats présentent
un mycélium aérien a filaments ramifies. 1l produit des chaines de spores longues ou courtes, non

mobiles, dont chacune est portée par un sporophore. Le mycelium de substrat ne se fragmente pas.

La souche PA14 pousse bien sur milieux ISP2 et Bennett. Le mycélium aérien est produit
abondamment et il est de couleur grise. Le mycélium de substrat est brun clair. Des pigments
solubles dans le milieu de couleur brune sont produits sur ISP2 et Bennett. La sporulation est
abondante. Les chaines de spores sont plus ou moins longues (10 a 50 spores/chaine) et de type S
(spiralées). La micromorphologie de la souche PA14 est illustrée par la Figure 09.

La souche PAOQ7 pousse bien sur les deux milieux utilisés et sa sporulation est bonne. Le
mycélium aérien est de couleur jaune pale a jaune grisatre et le mycélium de substrat est beige péle
a brun olive clair. Les chaines de spores (20 a 50 spores/chaine) sont droites a flexueuses, c¢’est-a-
dire, de type RF (Rectus Flexibilis). La micromorphologie de la souche PAQ7 est illustrée par la

Figure 10.

Figure 09. Micromorphologie de la souche PA14 poussant sur milieu ISP2, observée au
microscope photonique. G (10x10) a gauche et (10x40) a droite.
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Figure 10. Micromorpolie de la souche PAQ7 poussant sur milieu ISP2, observée au
microscope photonique. G (10x10) a gauche et (10x40) a droite.

Groupe 2: Ce groupe comprend I’isolat PA03. Ce dernier présente une trés bonne croissance
sporulation sur les milieux ISP2 et Bennett utilisés. Le mycélium aérien est blanc & blanc jaunatre.
Le mycélium de substrat est jaune brunitre a jaune blanchitre. Aucun pigment soluble n’est
produit.

Sur le plan micromorphologique, cet isolat présente des chaines de spores a filaments qui se
fragmentent totalement de maniére anarchique en éléments en batonnets non mobiles, de type de
chaines de spores droites flexueuses (30 & 50 spores par chaines). La micromorphologie de la

souche PAQ3 est illustrée par la Figure 11.

Figure 11. Micromorphologie de la souche PAO3 poussant sur milieu ISP2, observée au
microscope photonique. G (10x10) a gauche et (10x40) a droite.

Le tableau 05 résume les caractéristiques culturales, macromorphologiques des trois souches

d’actinobactéries étudiées.
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Tableau 05. Caractéristiques culturales des trois souches d’actinobactéries étudiées

Isolats ISP2 Bennett
C:+++ C:+++
Sporulation : ++ Sporulation : ++
'?; MA : +++, jaune péle MA : +++ jaune péle.
o Iégérement grisatre. MS : jaune orangé modéré.
- MS : brun clair. PS:-
8 PS: -
3
| . . .
o C:+++ C:+++
Sporulation : +++ Sporulation : +++
% MA : +++, gris. MA : +++, gris.
o MS: brun clair. MS : brun clair.
PS: brun clair. PS: brun clair.
C:+++ C:+++
ca\', Sporulation : ++3 +++ Sporulation : ++a +++
= S
3 < MA:++ Blanc. MA:++a+++ blanc.
| .
o MS: Jaune brunétre. MS: jaune brunétre.
PS: - PS: -

C: croissance. MA: mycélium aérien. MS: mycélium du substrat. PS: pigment soluble. +++: abondant.
++: modéré. +: faible. -: inexistant.

2. Etude phylogénétique

Apres avoir traité les séquences « F » et « R », de I’ADN codant pour I’ARN 16S de chaque souche
d’actinobactérie, par logiciel MEGA 7 tel qu’il est explicitement détaillé dans le chapitre matériel et
méthodes, nous avons les avons comparées a la banque génomique et nous avons obtenus les
résultats suivants :

2.1. La souche PAQ7

Le séquengage de I’ADNr 16S a permis d’inclure la souche PAQ7 dans le genre Streptomyces
(Tableau 06). Les espéces les plus proches sont S. fimicarius, S. anulatus, S. cyaneofuscatus et S.
griseoplanus, avec 99,5 % de similarité. Les especes S. parvus, S. badius, S. sindenensis (et autres)

sont également proches (99,4 % de similarité).
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Tableau 06. Résultat du blast des séquences de I’ADNr 16S de la souche PAQ7 avec les souches-

types des especes les plus proches du genre Streptomyces.

N° Nom d’espéces Souche-type '\,lo de la %6 de similarite
sequence avec PAO7
1 | Streptomyces fimicarius ISP 53227 AY999784 99,5
2 | S.anulatus NRRL B-2000" DQ026637 99,5
3 | S. cyaneofuscatus JCM 43647 AY999770 99,5
4 | S. griseoplanus AS 4.1868" AY999894 99,5
5 | S.parvus NBRC 33887 AB184756 99,4
6 | S.badius NRRL B-2567T AY999783 99,4
7 | S.sindenensis NBRC 33997 AB184759 99,4
8 | S. globisporus subsp. globisporus NBRC 128677 AB184203 99,4
9 | S. pluricolorescens NBRC 12808" AB184162 99,4
10 | S. rubiginosohelvolus NBRC 129127 AB184240 99,4
11 | S. griseorubiginosus NBRC 130477 AB184276 99,4
12 | S. fulvorobeus NBRC 158977 AB184711 99,4
13 | S. microflavus NBRC 130627 AB184284 99,4
14 | S. griseus subsp. griseus KCTC 90807 M76388 99,4
15 | S. cinereorectus NBRC 153957 AB184646 99,4
16 | S. albovinaceus NBRC 127397 AB249958 99,3
17 | S. puniceus NBRC 128117 AB184163 99,3
18 | S. halstedii NBRC 12783" AB184142 99,3
19 | S. griseolus NBRC 37197 AB184788 99,3
20 | S. flavovirens NBRC 37167 AB184834 99,2

Note: ne sont données que les espéces de Streptomyces les plus proches ayant un pourcentage de
similarité supérieur ou égal a 99,2%. T: souche-type de I’espéce.

La Figure 12 montre I’arbre phylogénétique de la souche PAO7 forme un cluster avec
les espéeces les plus proches, Streptomyces fimicarius, S. parvus, S. badius et S. sindenensis, mais

aussi, S. anulatus, S. cyaneofuscatus et S. griseoplanus.
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57 Streptomyces flavovirens NBRC 3716"/AB184834
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- Streptomyces cinereorectus NBRC 15395"/AB184646

31 Streptomyces griseus subsp. griseus KCTC 9080"/M76388

5 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868"/AY999894
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53 29 Streptomyces parvus NBRC 33887/AB184756
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Streptomyces griseorubiginosus NBRC 13047"/AB184276
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Streptomyces microflavus NBRC 130627/AB184284

Streptomyces puniceus NBRC 12811T/ABl84163

——
0.0005

Figure 12. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S et montrant la
relation entre PAQ7 et les souches-types des espéces les plus proches du genre Streptomyces.

Note: Les nombres figurant au niveau des nceuds indiquent les taux du « bootstrap » (exprimés en pourcentage
de 1000 re-échantillonnages). La barre indique 0,0005 substitution par position de nucléotide.

2.2.- Lasouche PA14

Le séquengage de I’ADNr 16S a permis d’inclure la souche PA14 dans le genre
Streptomyces (Tableau 07). Les especes les plus proches sont S. griseoflavus et S. griseorubens,
avec 99,8% de similarité. Cing autres especes de Streptomyces présentent une similarité de 99,6%
avec PA14.
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Tableau 07. Résultat du blast des séquences de I’ADNr 16S de I’isolat PA14 avec
les souches-types des espéces les plus proches du genre Streptomyces.

N° Nom d’espéces Souche-type s’;l;f:nlci %:\f‘\eiigﬂﬂité
L | Streptomyces LMG 193447 AJ781322 99,8
griseoflavus
2 | S.griseorubens NBRC 127807 AB184139 99,8
3 | S. althioticus NRRL B-3981T AY999791 99,6
4 | S.labedae NBRC 158647 AB184704 99,6
5 | S.erythrogriseus LMG 19406 AJ781328 99,6
6 | S.griseoincarnatus LMG 193167 AJ781321 99,6
7 | S.variabilis NBRC 128257 AB184884 99,6
8 | S.viridochromogenes NBRC 31137 AB184728 99,5
9 | S.paradoxus NBRC 148877 AB184628 99,4
10 | S. ambofaciens ATCC 238777 M27245 99,3
11 | S. collinus NBRC 127597 AB184123 99,3
12 | S. matensis NRRL B-2576" EF626596 99,3
13 | S. flaveolus NBRC 37157 AB184786 99,2
14 | S. violaceochromogenes NBRC 131007 AB184312 99,1
15 | S. heliomycini NBRC 158997 AB184712 99,1
16 | S. albogriseolus NRRL B-1305" AJ494865 99,1
17 | S. viridodiastaticus NBRC 131067 AB184317 99,1
18 | S. longispororuber NBRC 13488" AB184440 99,0
19 | S. malachitofuscus NBRC 130597 AB184282 99,0

Note: ne sont données que les espéces de Streptomyces les plus proches ayant un
pourcentage de similarité supérieur ou égal a 99,0%.

La Figure 13 illustre 1’arbre phylogeénétique montrant la souche PA14 qui forme un cluster

avec 1’espéce Streptomyces griseoflavus.
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Figure 13. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S et montrant la

relation entre PA14 et les souches-types des espéces les plus proches du genre Streptomyces.
Note: Les nombres figurant au niveau des nceuds indiquent les taux du « bootstrap » (exprimés en pourcentage de
1000 re-échantillonnages). La barre indique 0,001 substitution par position de nucléotide.
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2.3.- La souche PAO3

Le séquencage de I’ADNr 16S a permis de rapprocher la souche PAO3 aux genres Lentzea,

Actinosynnema et Lechevaliera (Tableau 08). L’espéce la plus proche est Lentzea albida (99,04%).

Les autres espéces présentent une similarité comprise entre 98,06 et 98,87% avec notre isolat.

Tableau 08. Résultat du blast des séquences de I’ADNr 16S de I’isolat PAO3 les souches-types de

toutes les espéces des genres Lentzea, Actinosynnema, Lechevaliera.

Nom d’espéces Souche-type N° de la % de similarité
Séquence avec PAO3
1 Lentzea albida IFO 16102 T ABO006176 99.04
2 | Lechevalieria fradiae zZ6T AY114813 98.87
3 | Lentzea flaviverrucosa AS4.05787 AF183957 98.87
4 | Lentzea waywayandensis NRRL B-16159T AF114813 98.73
5 | Actinosynnema mirum DSM 4327 T CP001630 98.57
6 | Actinosynnema pretiosum subsp. | NBRC 15620 T AB303364 98.57
Auran
7 | Lechevaliera aerocolonigenes ISP 50347 AB020030 98.40
8 | Lentzea violacea IMSNU 503887 AJ114175 98.39
9 | Lechevalieria atacamensis ce1’ EU551684 98.08
10 | Lechevalieria deserti ce68’ EU551682 98.06
11 | Lechevalieria roselyniae cs1’ EU551683 97.49

T+ souche type

La Figure 14 illustre I’arbre phylogénétique montrant 1’isolat PAO3 qui forme un cluster avec

I’espéce Leutezea albida. Les autres espéces sont aussi proche mais avec des degres moindres.
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Figure 14. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S montrant la relation
entre PAO3 et les souches-types des espéces du genre Lentzea, Actinosynnema et Lechevaliera.
Les nombres figurant au niveau des noeuds indiquent les taux du « bootstrap » (exprimés en pourcentage de

1000 re-échantillonnages). La barre indique 0,005 substitution par position de nucléotide

3. Discussion

3.1. Détermination des genres d’actinobactéries

Lors de I’étude micromorphologique, les trois souches étudiees ont été rattachées de maniere
présomptive aux genres ou groupe de genres. En effet, la micromorphologie des souches PAQ7 et
PA14 a permis de les rattacher de maniere présomptive au genre Streptomyces.

L’isolat PAO3 possede un mycélium aérien qui se fragmente totalement de maniere anarchique en
longues chaines de spores de type droites a flexueuses (RF). Ces caractéristiques morphologiques
correspondent a plusieurs genres tels que Saccharothrix, Lentzea, Actinosynnema, Lechevaliera,

Nocardia et Actinokineospora.
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3.2. Determination des espéces d’actinobactéries
3.2.1. Souche PAO3

Le séquencage de I’ADNr 16S a montré que PAO3 possede un taux de similarité de
99,04% avec l’espéce Lentzea albida. Le Tableau 09 montre une comparaison entre les
caractéristiques morphologiques de PAOQ3 avec cette espece. Notre isolat se distingue de Lentzea
albida par la couleur du mycélium aérien, la production des pigments et le type de chaines de
spores.

Tableau 09. Comparaison des caractéres morphologiques de PA03 avec 1’espéce la plus proche

phylogénétiquement Lentzea albida (Hong et al, 1993).

PAO3 Lentzea albida
Couleur du MA Blanc jaunatre Jaune
Pigments Non produits Brun jaunatre
Chaines de spores RF S

Type S: chaine de spores spiralées. Type RF: chaines de spores droites a flexueuses.

Il faut savoir que plusieurs espéces bien distinctes par I’hybridation ADN-ADN (espéeces
différentes) peuvent avoir entre elles un taux de similarit¢ de I’ADNr 16S qui avoisine les 100%
voire parfois 100%, comme c’est le cas d’Actinosynnema nirum et Actinosynnema pretiosum.
Lechevaliera atacamensis et Lechevalieria deserti.

Au vu de toutes ces données, la souche PAO3 peut donc appartenir soit a Lentzea albida soit a une
nouvelle espéce de Lentzea. Seule I’hybridation ADN-ADN permettra de statuer sur la position
taxonomique de cet isolat.

3.2.2. Souche PA14

Les données phylogénétiques basées sur le séquencage de I’ADNr 16S ont permis de
rapprocher PA14 de Streptomyces griseoflavus et Streptomyces griseorubens (Nonomura, 1974;
Holt et al., 1994), avec un taux de similarité assez élevé: de 99,8%.
Le Tableau 10 montre une comparaison de la morphologie de PA14 avec ces deux espéces. Les
résultats montrent que S. griseoflavus est plus proche de notre isolat par rapport a S. griseorubens
qui présente quelques différences (type de chaines de spores SRF et chaines de spores courtes et
non production de pigments solubles) avec PA14.
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Tableau 10. Comparaison des caractéeres morphologiques de PA14 avec les espéces de
Streptomyces griseoflavus et S. griseorubens les plus proches phylogénétiquement (Nonomura,

1974; Holt et al., 1994).

Chaines de spores

Type S: 10a50
spores/chaine

Type S: 10a50
spores/chaine

Souche/espece PAL114 Streptomyces Streptomyces
Caracteres griseoflavus griseorubens
Couleur du MA Gris Gris Gris
Pigments solubles Produits (brun clair) produits Non produits

Type SRF: 3a 10
spores/chaine

Type S: chaine de spores spiralées ; Type SRF: chaines de spores spiralées, droites a flexueuses.

Cependant, au vu des taux élevés souvent observés au niveau des séquences de I'ADNr 16S des
différentes espéces de Streptomyces et qui peuvent atteindre parfois méme 100% comme c'est le cas
entre Streptomyces viridodiastaticus et S. albogriseolus d’une part, et aussi S. variabilis, S.
griseoincarnatus, S. erythrogriseus et S. labedae d’autre part (voir arbre phylogénétique de la
Figure 13), il est toujours indispensable de compléter l'identification par des études d'hybridation
ADN-ADN pour enlever toute ambiguité. L’isolat PA14 peut donc appartenir soit a 1’espece S.

griseoflavus, soit a une nouvelle espéce sous réserve du test d'hybridation ADN-ADN.

3.2.3. Souche PAQ7

Le séquencage de ’ADNr 16S a montré que 1’isolat PAO7 posseéde un taux de similarité de

99,5% avec sept espeéces de Streptomyces (les plus proches): S. fimicarius, S. anulatus,
S. sindenensis, S. cyaneofuscus et S. griseoplanus.
Le Tableau 11 montre une comparaison entre les caractéristiques morphologiques de I’isolat PAO7
avec ces especes. Notre isolat se distingue de S. griseoplanus (couleur du mycélium aérien, type de
chaines de spores), S. cyaneofuscatus (pigments), S. sindenensis (couleur du mycélium aérien) et S.
anulatus (couleur du mycélium aérien et type de chaines de spores). En revanche, PAQO7 est
similaire a S. fimicarius (aucune différence).

Cependant, tout comme cela a été signalé pour PA14, plusieurs especes de Streptomyces
bien distinctes par 1’hybridation ADN-ADN peuvent avoir entre elles un taux de similarité de
I’ADNr 16S de 100%, comme c’est le cas de S. griseolus et S. halstedii, S. cyaneofuscus et S.
anulatus, S. parvus, S. badius et S. sindenensis, S. globisporus, S. pluricolorescens et S.
rubiginosohelvolus, et enfin, S. griseorubiginosus, S. fulvorobeus et S. microflavus. Au vu de toutes
ces données, 1’isolat PAO7 peut donc appartenir soit a S. fimicarius soit a une nouvelle espece de
Streptomyces. L’hybridation ADN-ADN permettra de statuer sur la position taxonomique de cet

isolat.
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Tableau 11. Comparaison des caractéres morphologiques de I’isolat PAO7 avec les espéces de Streptomyces
les plus proches phylogénétiqguement (Nonomura, 1974; Holt et al., 1994).

Caractor: Souche/espéce PAO7 1 2 3 4 5

Couleur du MA Jaune Jaune Jaune-  [Blanc, jaune, Jaune Gris
blanc rose

Pigments - - - - + -

Chaines de spores RF RF SRF RF RF S

1: Streptomyces fimicarius. 2: S. anulatus. 3: S. sindenensis. 4: S. cyaneofuscatus. 5: S. griseoplanus.
MA: mycélium aérien. RF: Rectus Flexibilis (chaines de spores droites a flexueuses). S: Spira (chaines de
spores spiralées). SRF: chaines de spores spiralées, droites a flexueuses +: test positif. -: test négatif.

En conclusion, nous pouvons dire que PA14 est proche de Streptomyces griseoflavus, PAQ07
de Streptomyces fimicarius et PAO3 de Lentzea albida. Cependant, une hybridation ADN-ADN

doit étre réalisée pour confirmer leur appartenance a ces espéces ou pour montrer leur originalité.

II. ACTIVITE ANTAGONISTE DES ACTINOBACTERIES

1. Activité antimicrobienne des actinobactéries par méthode des stries croisées

L’activité antimicrobienne des trois souches d’actinobactéries a été testée sur milieux
solides ISP2 et Bennett par la technique des stries croisées (Barefoot et al., 1983) aprés 7 jours
d’incubation contre :

- Quatre bactéries dont trois sont multi-résistantes aux antibiotiques. Deux bactéries a Gram
négatif : Escherichia coli (E195) et Pseudomonas aeruginosa (Pa) et deux bactéries a Gram
positif : Staphylococcus aureus (Sa) et Bacillus subtilis (ATCC 6633). La bactérie sensible aux
antibiotiques est une bactérie & Gram positif : Bacillus subtilis (Bs).

- Cing champignons filamenteux: Aspergillus ochraceus (Ao), Aspergillus flavus (Af);
Aspergillus carbonarius (Ac) ; Fusarium culmorum (Fc) et Umbelopsis ramanniana NRRL1829
(UR).

Les qualificatifs que nous avons attribués a I’activité antimicrobienne obtenue sont les suivants :
- L’activité est considérée comme trés importante si le diametre d’inhibition (DI) est > a 20 mm
- Importante si : 20 mm > DI > 15 mm ;

- Moyenne si : 15 mm >DI> 10 mm ;
- Faible si: 10 mm >DI>5mm ;

- Trés faible si : DI est inférieur a 5 mm.
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Les qualificatifs ci-dessus sont subjectifs et basés sur les travaux du Laboratoire de Biologie des
Systémes Microbien de I’ENS de Kouba (Alger).
Le tableau 12 ci-dessous résume les activités antibactériennes et antifongiques obtenues. Les

valeurs représentent les zones d’inhibition exprimées en millimétre.

Tableau 12 : Activité antimicrobienne des 03 actinobactéries sur milieux solides ISP2 et Bennett

Milieux Pa Ec Sa Bs Fc Ac Ao Af ur
ISP2 10 13 15 12 - - - - -
PAM BT | 0 | 13 | 10 | 10 . . . - -
ISP2 12 20 20 13 - 12 - - 12
PAO7 BNT - 08 07 08 - - - - 10
1SP2 11 - - - - 05 05 - -
PAO3 BNT 05 - - - 02 05 05 05 -

ISP2: International Streptomyces projet 2; BNT: Bennett; Ec: Escherichia coli;
Pa: Pseudomonas aeruginosa ; Sa: Staphylococcus aureus; Bs: Bacillus subtilis (ATCC 6633);
Ao: Aspergillus ochraceus, Af: Aspergillus flavus; Ac: Aspergillus carbonarius ;
Fc : Fusarium culmorum et Ur : Umbelopsis ramanniana NRRL1829 ; - : zone d’inhibition nulle.

En se basant sur les résultats obtenus sur milieux solides (Tableau 12) nous avons retenu les

meilleurs milieux de production, a savoir 1’ISP2 pour les trois souches étudiées.

1.1. Souche PA0O7
Pour cette souche, nous remarquons une activité a la fois antibactérienne et antifongique. En
examinons les zones d’inhibition exprimée en millimetre, nous pouvons qualifier I’activité de cette
souche d’importante vis-a-vis d’Escherichia coli et Staphylococcus aureus (20 mm d’inhibition) et
de moyenne vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa (12 mm), Bacillus subtilis ATCC 6633 (13 mm),
Aspergillus carbonarius (12 mm) et Umbelopsis ramanniana NRRL1829 (12 mm).

L’activité de cette souche est nettement meilleure sur milieu ISP2.

1.2. Souche PA14
Cette souche posséde une activité exclusivement antibactérienne sur les milieux de culture
utilisés. En examinons les zones d’inhibition, nous pouvons qualifier 1’activité de cette souche de
moyenne (entre 10 et 15 mm) vis-a-vis de toutes les bactéries-cibles utilisées.

Le meilleur milieu de production des antimicrobiens pour cette souche est le milieu ISP2.
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1.3. Souche PAQO3

Pour cette souche 1’activité antimicrobienne est de maniere générale faible. Elle est dirigiée
essentiellement contre les champignons filamenteux (antifongique) mais posséde aussi une activité
antibactérienne (moyenne sur milieu ISP2) dirigée seulement contre Pseudomonas aeruginosa.
Entre les deux milieux de culture, il n y a pas une grande différence si ce n’est D’activité

antibactérienne qui est nettement meilleure sur milieu ISP2.

2. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes

La cinétique de production des activités antimicrobiennes a été réalisée uniquement pour la
souche PAQ7, sélectionnée comme la souche la plus active en se basant sur 1’évaluation du potentiel
antagoniste effectuée précédemment par méthode des stries croisées.

La cinétique a été suivie durant 10 jours en milieu ISP2 solide par la méthode des cylindres d’agar
décrite dans le chapitre matériel et méthodes.

Les microorganismes cibles sélectionnés a cet effet sont Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Umbelopsis ramanniana NRRL1829 et Aspergillus carbonarius vis a-vis desquels une bonne
activité antimicrobienne a été notée par stries croisées. Le tableau 13 ci-dessous montre les activités

enregistrées durant les 10 jours.

Tableau 13. Résultats des activités antimicrobiennes de la souche PAQ7 suivie durant 10 jours vis-a-vis de
quatre microorganismes-cibles. Les diamétres d’inhibition sont exprimés en millimétre.

Ec Sa Ac Ur
Jour 1 - - - -
Jour 2 12 11 - -
Jour 3 20 22 16 17
Jour 4 24 23 21 21
Jour 5 20 20 18 20
Jour 6 20 20 12 17
Jour 7 19 18 - 17
Jour 8 16 16 - 17
Jour 9 14 16 - -
Jour 10 - - - -

Ec: Escherichia coli; Sa: Staphylococcus aureus; Ac: Aspergillus carbonarius ; Ur: Umbelopsis ramanniana
NRRL1829 ; - : diamétre d’inhibition nul.

La figure 15 illustre par un graphe les résultats de la cinétique de production des activités
antimicrobiennes de la souche PAQ?7.
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30 MM
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20 + X X_.\
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——k== Activité antibiotique contre Ec (diamétre d'inhibition en mm).
== Activité antibiotique contre Sa (diamétre d'inhibition en mm).
=@— Activité antibiotique contre Ac (diamétre d'inhibition en mm).
X Activité antibiotique contre Ur (diameétre d'inhibition en mm).

Figure 15. Cinetiques de production des activités antimicrobiennes de la souche PAO7 sur milieu
ISP2 solide.

Les activités antibactériennes sont mesurées par la méthode des cylindres d’agar. Le diametre
d’inhibition comprend celui du cylindre d’agar qui est de 10 mm.

Ec: Escherichia coli; Sa: Staphylococcus aureus; Ac: Aspergillus carbonarius ; Ur: Umbelopsis
ramanniana NRRL1829

L’activité est trés forte contre les quatre microorganismes-cibles, mais plus forte contre les
deux bactéries-cibles par rapport aux champignons filamenteux. Elle débute au 2°™ jour, continue a
augmenter puis atteint une valeur maximale au 4°™ jour. L’activité diminue par la suite puis se
stabilise légérement et disparait complétement entre le 9°™ et le 10°™ jour (selon le

microorganisme-cible).

3. Discussion

Le potentiel antagoniste des trois souches d'actinobactéries (PA03, PAQ7 et PAl4) a eté

évalué par la méthode des stries croisées contre plusieurs microorganismes-cibles pathogenes et/ou
toxinogeénes pour I’homme et dont certains sont multi-résistants aux antibiotiques.
Les milieux ISP2 et Bennett ont eté choisis pour cette évaluation. Ce choix a été fait en tenant
compte des nombreux résultats obtenus dans ce domaine au Laboratoire de Biologie des Systemes
Microbiens de ’ENS de Kouba (Alger). Ces deux milieux sont connus pour étre parmi les plus
favorables a la production d'antibiotiques (Zitouni, 2005; Lamari, 2006; Boudjella, 2007; Toumatia,
2010; Driche, 2010; Aouiche 2010 ; Toumatia, 2015; Lahoum, 2017; Bouznada, 2018).
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Les résultats ont montré que presque la totalité des souches possedent une activité
antimicrobienne. Ces résultats sont intéressants et mettent en évidence le potentiel antimicrobien
des isolats des sols sahariens. Cependant, ils ont montré que I'activité inhibitrice varie selon les
isolats et les germes-cibles. La souche PAQ7 posséde un spectre d'action large (antibactérien et
antifongique) avec des activités importantes mais essentiellement antibactériennes. La souche PA14
posséde une activité intéressante mais exclusivement antibactérienne et la souche PAO3 posséde une
activité antifongique faible et antibactérienne moyenne a spectre tres étroit dirigé uniquement contre
Pseudomonas aeruginosa.

Il faut savoir que la méthode de 1’évaluation du potentiel antagoniste par stries croisées est
tres subjective. La souche PAO03 par exemple pourrait montrer des activités beaucoup plus
importantes dans d’autres conditions culturales (sur d’autres milieux de composition différente ou
peut étre sur les mémes milieux mais de consistance différente c.a.d. liquide). En effet, plusieurs
travaux ont déja montre cela et la méthode des stries croisées reste juste un moyen, de screening et
de selection, subjectif.

Le milieu ISP2 s’est révélé étre le meilleur milieu de production par rapport au milieu
Bennett. Les deux milieux sont complexes et riches et ont déja donné tous les deux de bons
résultats, cependant le milieu ISP2 s’avére souvent étre parmi les meilleurs milieux de production

des antibiotiques (Toumatia, 2010; Driche, 2010; Aouiche 2010; Lahoum, 2017).

Les cinétiques de production des activités antimicrobiennes ont révélé que 1’activité débute au
2°M€ jour et atteint son maximum au 4°™ jour. Plusieurs travaux réalisés sur des Streptomyces ont
déja montré qu’entre le 2°M et le 4°™ jour, cela correspond souvent au milieu voir la fin de la phase
exponentielle (Aouiche et al., 2012a, b). En effet, la production d’antibiotiques débute souvent au
milieu de la phase exponentielle - début de la phase stationnaire ou parfois en phase de déclin. Les
maxima de production sont souvent notés au début de la phase de déclin. Ceci correspond bien au
cas des métabolites secondaires. De maniere générale, la production des métabolites secondaires par
les microorganismes a lieu durant les phases de ralentissement et stationnaire, mais dans le cas des
actinobacteéries, cette production peut avoir lieu en phases exponentielle, stationnaire et de declin
(Zitouni, 2005; Badji, 2006).

Les microorganismes multi-résistants sont comme leur nom 1’indique souvent résistants a la
plupart des antibiotiques, cependant, il ne semble pas y avoir une corrélation assez nette entre la
multirésistance des microorganismes utilisés (voir profils de résistance, chapitre: matériel et
meéthodes) et leur résistance aux antibiotiques sécrétés par nos isolats d’actinobactéries. Cela

suppose que les isolats sécretent des antibiotiques autres que ceux auxquels les bactéries résistent.
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Il faut souligner que les deux meilleurs isolats (PAO7 et PA14) ont été rattachés au genre
Streptomyces. En effet, plusieurs isolats de Streptomyces sont connus pour leur production
d’antibiotiques actifs contre des microorganismes pathogenes pour I’Homme et multi-résistants aux
antibiotiques (Boudemagh et al., 2005 ; Kitouni et al., 2005 ; Kumar et kannabrian, 2010).
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Conclusion et perspectives

Les derniéres décennies ont été marquées par une augmentation inquiétante du nombre de
microbes pathogénes et multirésistants aux antibiotiques et par 1’émergence de nouveaux agents
pathogenes.

Actuellement, plusieurs stratégies de par le monde sont entreprises, dont celles qui reposent
sur la recherche systématique de nouveaux antibiotiques naturels a partir de microorganismes.

L'exploration des ressources naturelles peu ou pas étudiées ou celles soumises a des conditions
environnementales extrémes sont un choix souvent privilégié pour isoler ces microorganismes.
Parmi ces derniers, les actinobactéries appartenant au genre Streptomyces ou a des genres peu
fréquents a rares, sont particulierement utiles dans I'industrie pharmaceutique par leur tres grande
capacité a produire des antibiotiques avec des structures chimiques et des modes d’action trés
diversifies.

Le présent travail a permis de mettre en évidence 1’activité antagoniste de trois souches
d’actinobactéries d’origine saharienne contre neuf microorganismes-cibles (dont quatre bactéries
multi-résistantes aux antibiotiques, et cinq champignons filamenteux). Les tests ont été effectués
par la méthode des stries croisées sur deux milieux de culture, assez riches en éléments nutritifs :
Bennett et ISP2.

Les résultats ont révélé des résultats tres intéressants et les deux meilleures souches ont été
identifiees comme étant des Streptomyces. La cinétique de production d’antibiotiques a été menee

pour la meilleure souche sur milieu complexe ISP2 solide.

Du point de vu taxonomique, actuellement, la détermination de nouvelles espéeces de
microorganismes est basee essentiellement sur les criteres moléculaires (Harvey et al., 2001). Le
genre Streptomyces comprend actuellement plus de 500 espéces valides. Les tests phénotypiques
peuvent aussi étre tres utiles pour distinguer parfois entre des especes tres proches et sont
indispensables pour la description d’une nouvelle espece (Euzeby, 2002).

Les trois isolats ont fait I’objet d’une étude taxonomique sur la base de la morphologie et
I’analyse phylogénique de I’ADN ribosomique 16S. Les résultats ont permis de rattacher les trois
isolats aux genres Streptomyces (PA07, PA14) et Lentzea (PA03).

Les résultats obtenus sont intéressants et ouvrent des perspectives multiples qui concernent les
points suivants :
»  Entreprendre le screening en milieu liquide (en condition d’agitation) et sur plusieurs autres

milieux de composition différente.
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Tester les souches contre un plus large éventail de germes-cibles pathogénes pour I’Homme,
les animaux et les plantes.

Améliorer la production de nos souches en recherchant les meilleures conditions (sources de
carbone, d’azote, ¢léments minéraux, pH, température, aération,...).

Produire les antibiotiques et déterminer leur structure.

Réaliser une hybridation ADN-ADN pour confirmer I’appartenance des isolats aux espéces
correspondantes ou pour montrer leur originalité.
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Annexe

Annexe : Composition des milieux de culture

1/ Milieu ISP2 (International Streptomyces Project)

-Glucose

-Extrait de malt
-Extrait de levure
-Agar

-Eau distillée
-Agar

-PH

2/ Milieu Bennet

-Glucose
-Peptone

-Extrait de levure
-Extrait de viande
-Agar

-Eau distillée
-Agar

-PH

10g /I
4g/1

49/l

18g/1
1000 mL
18,0 g/L
7.3

10g/1
29/l

1g/l

19/l
18g/1
1000 mL
18,0 g/L
7.3

3/ Milieu PCA (Plate Count Agar)

- Tryptone

- Extrait de levure
- Glucose

- Agar

- PH

- Eau distillée

6,0 g/l
2,59/
1,0 g/l
15,0 g/l
7
1000mL


https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
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