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Introduction

Le monde est entré dans l'âge d'or des antibiotiques et au cours de cette période d'utilisation

généralisée de ces dernières, les infections bactériennes étaient considérées comme

apprivoisées. Les antibiotiques étaient largement utilisés pour améliorer la santé globale des

sociétés du monde entier notamment pour guérir des infections potentiellement mortelles, les

coupures et les plaies infectées et diverses maladies bactériennes, comme la syphilis et le

choléra, étant alors considérées comme en voie d'éradication. Cependant, la résistance aux

antibiotiques a inévitablement suivi la sortie de chaque nouvelle molécule et la propagation

rapide des agents pathogènes résistants est devenue un problème grave de santé publique,

rien qu'aux États-Unis, 2,8 millions de personnes sont infectées chaque année par des

bactéries résistantes aux antibiotiques, et environ 35 000 d'entre elles en meurent.

(Hochvaldová L et al., 2022). Aujourd’hui, presque tous les antibiotiques sur le marché ont

au moins une souche de bactérie qui leur résiste. De plus l'augmentation des bactéries multi-

résistantes (MDR), associée à la diminution de la découverte de nouveaux antibiotiques,

constitue une menace majeure pour la santé mondiale. (Van Groesen et al., 2022).

Suite à cela, ces dernières décennies des travaux se sont orientés vers la recherche

de nouvelles molécules ayant un spectre d’activité important. La recherche de nouvelles

molécules bioactives produites par les actinobactéries, et notamment les souches d’origines

marines qui sont peu exploitées, pourrait faire face à ce phénomène de résistance aux

antibiotiques (Huttner et al., 2013). En effet, les actinobactéries sont des bactéries à Gram

positif largement réparties dans l’environnement, qui jouent un rôle important dans divers

domaines: industriel, médical et vétérinaire, ainsi que dans le domaine de l’agriculture et

l’agro-alimentaire (George et al., 2012; Solecka et al., 2012). Connues tout particulièrement

pour la richesse et la diversité en métabolites secondaires, elles sont potentiellement

intéressantes pour la découverte de nouveaux antibiotiques et enzymes (Overbye et Barret

2005).

Parmi les actinobactéries, Streptomyces est le genre le plus connu pour la

production des métabolites secondaires biologiquement actifs. En effet, ce genre bactérien est

à l’origine d’environ 70% des molécules antibiotiques utilisées en médecine et 60% des

antifongiques utilisés en agriculture (Sujatha et al., 2005). En outre, d’autres métabolites

secondaires intérêt médical peuvent être produits tels que les vitamines, les

immunosuppresseurs ainsi que les alcaloïdes (Genilloud et al., 2011).
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Les alcaloïdes présentent un groupe très étendu de métabolites secondaires, avec

des structures chimiques extrêmement divergentes, comprenant des systèmes cycliques

hétérocycliques différents dans les organismes. Certains sont d’utilisation médicale

importante tells que les antihypertenseurs, antipaludiques, antiviraux, anticancéreux et

anti-inflammatoires. De plus, les alcaloïdes sont doués d’activité antibactérienne pouvant

ainsi éventuellement remplacer les antibiotiques (Eguchi et al., 2019).

Les alcaloïdes sont produits par une grande variété d'organismes, notamment des

bactéries, des champignons, des plantes et des animaux, dont la principale source est

constituée par les plantes supérieures. Plus de 12 000 alcaloïdes, dont plus de 150 familles,

ont été identifiés dans les plantes, et environ 20% des "espèces de plantes à fleurs"

contiennent des alcaloïdes.(Dr. Lucie et Dr. Jakub, 2022).Toutefois, ils peuvent être produits

par certains animaux ou microorganismes. Ces derniers étant très peu étudiés ce qui amène á

l’objectif de notre travail qui est l’étude de l’activité antibactérienne in vitro des alcaloïdes

extraits á partir d’actinobactéries ainsi que l’activité antioxydant.

A cet effet, nous avons suivi la méthodologie suivante:

 Extraction d’alcaloïdes á partir d’une souche de Streptomyces isolée de rivage.

 Étude de l’activité antibactérienne de ces alcaloïdes vis-à-vis d’espèces

bactériennes Gram positives et Gram négatives de référence ou résistantes aux

antibiotiques par la méthode des puits et micro-dilution (détermination des CMI).

 Etude de l’activité antioxydants.



Chapitre I:
Actinobactéries
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I. Description des actinobactéries

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires que l’on rencontre dans la

plupart des niches écologiques. La grande majorité est d’origine tellurique et c’est à partir du

sol que ces bactéries peuvent coloniser de nombreux biotopes: air, composts, eaux, fourrages,

fumiers, grains de céréales, systèmes d’air climatisé, poussière de maison, foin et pailles,

résidus fibreux de canne à sucre, pollen des plantes et bien d’autres substrats (Boudjelal,

2012).

Elles forment un groupe diversifié de bactéries à Gram positif filamenteuses, septées

ramifiées, organotrophes, hétérotrophe, aérobies stricts et micro-aérophiles. Leur coefficient

de Chargaff (G+C%) est supérieur à 55%, généralement compris entre 60 et 75% (Larpent et

sanglier, 1989). Appelées autrefois actinomycètes, terme utilisé pour la première fois par

Bollinger en 1877, emprunté du grec « aktis » et « mykes » pour « champignons à rayons »,

explique que ces microorganismes ont d’abord été considérés comme des champignons en

raison de leur capacité à former un véritable mycélium ramifié (Gottleib et al., 1973). On

rencontre des espèces dont le mycélium est rudimentaire au point d’être inexistant (la plupart

des Mycobacterium), d’autres forment un mycélium du substrat bien développé et ramifié

mais n’ont pas de mycélium aérien (Micromonospora) (Figure 1 a) (Supong et al., 2013), et

enfin des espèces organisées en mycélium végétatif et/ou en mycélium aérien comme pour le

genre, Streptomyces (Figure 1 b) (Belyagoubi, 2014).

(a) (b)

Figure 1: (a) Photographie au microscope électronique à balayage illustrant les chaines de
spores du genre Streptomyces (b) Aspect macroscopique d’une souche de Streptomyces
(Belyagoubi, 2014).

En culture solide, les actinobactéries forment en une semaine environ des colonies

souvent pigmentées (gris, vert, rouge…) provenant de l’accumulation d’hyphes ramifiés à
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contours lisses ou échancrés à aspect compact, poudreux ou en chou-fleur (figure 2) (Kitouni,

2007).

Figure 2 : Actinobactéries isolées sur milieu amidon caséine agar après incubation à 30
C/14 jour (Ananda, 2016).

II. Classification des actinobactéries

La classification des actinobactéries est basée principalement sur l’analyse de la

séquence de l’ADNr 16S selon « Bergey’s Manual » (2012) (Tableau I), les actinobactéries

sont ainsi classées dans le phylum des Actinobacteria qui est organisé en classe, ordres,

familles, genres et espèces. Les genres de ce phylum présentent une énorme diversité en

termes de morphologie, de physiologie et de capacités métaboliques.

Les Streptomycètes représentent le plus grand genre appartenant à l’ordre des

Actinomycétales qui renferment une diversité de morphotypes comprenant des formes

unicellulaires sphériques, des hyphes fragmentés et des mycéliums ramifiés (Barka et al.,

2016 ).
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Tableau I. Classification des actinobactéries selon le « Bergey’s Manual” de systématique

bactériologique (2012)

Classe Ordre Famille Genre

Nitriliruptoria
 Actinomycetales
 Streptomycetales
 Plus les13 ordres

Actinomycetaceae Actinomyces plus
les 6 autres
genres

Acidimicrobiia
Actinobacteria

Rubrobacteria
Streptomycetaceae Streptomyces

plus les 2 autres
genres

Coriobacteria

Thermoleophilia

III. Ecologie et distribution des actinobactéries dans la nature

Les actinobactéries colonisent une large variété d’habitats comme le montre le Tableau

II. Elles sont capables de se développer sur une large gamme de substrats. Une majorité des

actinobactéries sont saprophytes mais, il existe des formes parasites et symbiotiques des

plantes ou des animaux.

Tableau II. Habitats des actinobactéries (Tanaka et Omura, 1990 ;Vonothini et al., 2008).

Habitats Références

Milieux aquatiques

Sédiments marins Maldonado et al., 2009
Eau de mer Subramani et Aalbersberg,

2013
Ecosystèmes d'eau douce Allgaier et Grossart, 2006
Sédiments océaniques Jensen et al.,

2005 ; Solano et al., 2009

Invertébrés marins Cheng et al., 2016
Environnements terrestres Commensaux végétaux,

Symbiotes fixateurs d'azote,
Les habitants du tractus
gastro-intestinal et les
pathogènes des animaux et
des plantes

Fiedler et al., 2005

Ecosystèmes plus extrêmes Sédiments profonds, les
sols désertiques hyperarides

Stach et Bull, 2005 ;
Stackebrandt et Schumann,

2006 ; Goodfellow et Fiedler,
2010
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III.1. Souches d’actinobactéries isolées en Algérie

Avec une superficie de plus de 2 millions de kilomètres carrés, l'Algérie présente

une diversité climatique impressionnante, allant des montagnes enneigées des régions du nord

surplombant la mer Méditerranée au désert saharien le plus chaud du monde. Ceci a pour effet

une grande biodiversité, riche et diversifiée en actinobactéries, à laquelle correspond une

grande chimio diversité de métabolites. Un certain nombre d'actinobactéries ont été isolées de

différents écosystèmes, y compris des plantes sahariennes, des grottes, des eaux usées,

sédiments de rivière, zones hyper salines, sol du désert saharien, et algues dérivées. (Djinni et

al., 2018).Les sites de prélèvement les plus étudiés pour l'isolement des actinobactéries sont

répertoriés dans la figure 3.

Figure 3 : Distribution des sites d'échantillonnage des Actinobactéries les plus explorés en

Algérie. 1 : Alger, 2 : Tizi Ouzo, 3 : Bejaia, 4 : Jijel, 5 : Annaba, 6 : El Taref, 7 : Constantine,

8 : Djelfa, 9 : Biskra, 10 : Khenchela, 11 : Laghouat, 12 : El Oued, 13 : Ouargla, 14 :

Ghardaïa, 15 : Bechar, 16 : Adrar, 17 : Tamanrasset. (Djinni et al., 2018)
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IV. Métabolisme des actinobactéries

IV.1. Métabolisme primaire

Le métabolisme primaire des actinobactéries est semblable à celui des autres

organismes. Les métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et

permettent le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993).

IV. 2. Métabolisme secondaire

Les métabolites secondaires obtenus à partir des actinobactéries constituent une source

potentielle de nombreux nouveaux composés incluant les antibiotiques, les alcaloïdes, les

peptides, les stérols et autres. Les membres du genre Streptomyces sont des producteurs de

métabolites secondaires les plus connus, isolés pour la plupart des sols terrestres, de la

rhizosphère des racines des plantes et, depuis peu, des sédiments marins (Solecka et al.,

2012).

V. Importance des actinobactéries

V.1. Domaine pharmaceutique

Les métabolites secondaires produits par certaines souches d’actinobactéries ont des

propriétés antibactériennes, antitumorales, antifongiques, antivirales, antiparasitaires,

antiinflammatoire, antioxydants et immunosuppressive (Manivasagan et al.,2013). Ces

produits naturels ont des potentialités de lutter contre certaines maladies majeures comme le

cancer, le VIH et des inflammations sévères (Hassan et al., 2017).

V.2. Domaine de la biotechnologie

Plusieurs sociétés de biotechnologie comme Diversa, Cubiste et Protéus, ainsi que des

établissements universitaires travaillent actuellement sur de nouvelles stratégies pour les

applications pharmaceutiques de nouveaux composés produits par les microorganismes

marins et extrêmophiles dont les actinobactéries. Plusieurs antibiotiques produits par les

actinobactéries marins ont été rapportés (Maskey et al., 2003).

Les actinobactéries représentent une grande proportion de la biomasse microbienne du

sol. Ils ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives de haute valeur

commerciale entre autres les antibiotiques (tableau III) et les enzymes (Mahyudin et al.,

2012).
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Tableau III. Quelques exemples de molécules antibiotiques et microorganismes

Producteurs (Aboul-Enein et Ali, 2000)

 I

m

p

o

r

t

a

n

V.3. Domaine écologique

Les actinobactéries jouent un rôle écologique essentiel dans le recyclage de

biomatériaux réfractaires et produisent des métabolites secondaires nouveaux qui participe

dans la minéralisation de la matière organique, l’immobilisation d'éléments nutritifs

minéraux, la fixation d'azote, la solubilisation du phosphate et l’amélioration des paramètres

physiques (Dastager et al., 2013; Hassan et al ., 2017) .

V.4. Domaine de lutte biologique

Dans le domaine de la pathologie végétale, la lutte biologique est la lutte menée contre

les agents responsables des maladies des plantes au moyen de micro-organismes antagonistes.

Les actinobactéries possèdent les principales propriétés de l’antagoniste idéal défini par

plusieurs auteurs. Ces critères laissent supposer que ce groupe de micro- organismes peut

jouer un rôle primordial dans le domaine de la protection des plantes contre leurs bio-

agresseurs. D’une manière générale, ces micro-organismes se caractérisent par: un taux de

multiplication très élevé. La forte sporulation permet une importante dissémination. Un taux

élevé de colonisation de la rhizosphère et leur maintien en conditions défavorables (Sabaou et

al., 1990). Une adaptation à la vie aérienne et souterraine le met en contact direct avec de

nombreux pathogènes. Les facultés antagonistes des actinobactéries s’expliquent de façon

diverses (compétition spatiale et nutritionnelle, hyper parasitisme et antibiose) (Omrane,

2014).

Microorganismes producteurs Antibiotiques

Streptomyces orientalis

Streptomyces azureus

Actinoplanes teichomyceticus

Nocardia lurida

Nocardia mediterranei

Streptomyces kanamyceticus

Streptomyces griseus

Vancomycine

Thiostreptone

Teicoplanine

Ristocetine

Rifamycine

Kanamycine

Streptomycine
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I. Histoire des alcaloïdes

En 1805, le premier alcaloïde à être isolé sous forme brute, la morphine, identifié par

Sertürner; issue de l'opium, elle reste un agent médical important (Devereaux et al., 2018).

C’est qu’en 1818 que le terme alcaloïde a été introduit pour la première fois par le pharmacien

W. Meissner (1792-1853) en Allemagne (Funayama et Cordell, 2014b). Quelques années plus

tard, l'agent antipaludéen quinine a été identifié (Teodoro et Edmundo , 2005).

De 1817 jusqu'à 1821, les deux pharmaciens Pierre Joseph Pelletier et Joseph Benaime

Ceventou, découvrirent une large gamme de principes actifs tels que la brucine, la fébrifuge,

la quinine, la caféine et la vératrine (Aniszewski, 2015).

II. Structure et classification des alcaloïdes

Les alcaloïdes constituent un groupe important et structurellement diversifié de

métabolites secondaires. La classification la plus courante des alcaloïdes est leur répartition

selon la structure principale, le squelette principal C-N. Selon cette dernière caracteristique,

les alcaloïdes sont répartis parmi les grands groupes suivants: pyrrolidine, pyridine,

quinoléine, isoquinoléine, indole, quinazoline, stéroïdiens, diterpénoïdes et autres

alcaloïdes. Chacun de ces groupes est subdivisé en plusieurs sous-groupes en fonction des

caractéristiques structurelles de ses représentants (figure 04) (Ahmed, 1998).

Ils sont aussi classés de par leurs précurseurs moléculaires communs, en fonction de la

voie biologique utilisée pour construire la molécule. D'un point de vue structurel, les

alcaloïdes sont divisés en fonction de leur forme et de leur origine de sorte qu’il existe trois

principaux types d'alcaloïdes (Tableau IV et figure 05, 06 et 07).

Alcaloïdes vrais : Composés qui dérivent d’acides aminés et possédants un atome

d’azote dans un système hétérocyclique. Ces alcaloïdes sont biologiquement très

réactifs même à des petites doses. Ils peuvent se présenter dans les plantes à l’état libre

ou sous forme de sels. Ils sont formés de la condensation d’un acide aminé

décarboxylé avec une molécule dépourvue d’azote (Aniszewski, 2007).

Proto- alcaloïdes : Composés dont l’atome d’azote dérivé d’un acide aminé n’est pas

inclus dans le système hétérocyclique. Ce sont des composés dérivés de la L –tyrosine,

du L- tryptophane, et de la L-ornithine. Ils forment un groupe minoritaire d’alcaloïdes,

l’hordenine, mescaline et yohimbine sont des exemples types de cette famille

d’alcaloïdes (Shakil, 1988)
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Pseudo- alcaloïdes : Ce sont des composés alcaloïdiques qui ne dérivent pas d’acides

aminés. Il s’agit généralement d’isoprenoïdes, et des drivées de l’acétate (Bruneton,

1999).

Figure 04. Structures hétérocycliques du squelette constituant le groupe des alcaloïdes.
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Figure 05 : Alcaloïde Usambaeensine (Aniszewski ,1994).

Figure 06 : Mescaline (Chini et al., 1992).

Figure 07 : Pinidine (Shakil, 1988).
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III. Propriétés physico-chimiques

Le seul caractère unique qui distingue tous les alcaloïdes est probablement qu'ils

contiennent de l'azote. En général, cet azote provient d'un acide aminé, est incorporé dans un

noyau hétérocyclique et basique (Seigler, 2012).

Le caractère basique des alcaloïdes permet la formation de sels avec des acides

minéraux (chlorhydrates, sulfates, nitrates) ou des acides organiques (tartrates, sulfamates et

maléates). Les sels d'alcaloïdes sont généralement solubles dans l'eau et dans les alcools

dilués, et ils ne sont, sauf dans de rares cas, pas solubles dans les solvants organiques. Les sels

cristallisés peuvent être conservés assez bien et constituent la forme commerciale courante de

ces composés (Jean 2008). La connaissance de la solubilité des alcaloïdes et des leurs sels

revêtent une importance pharmaceutique considérable. Non seulement les substances

alcaloïdes sont souvent administrées en solution, mais aussi les différences d'insolubilité entre

les alcaloïdes et leurs sels fournissent des méthodes pour l'isolement des alcaloïdes de la

plante et leur séparation des substances non alcaloïdes également présentes (Trease, 2009).

Les alcaloïdes sont caractérisés par une solubilité faible dans l’eau, facilement soluble

dans l’alcool et peuvent donner des colorations spécifiques avec certains réactifs (réactifs de

Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat). Ils exercent en générale de puissantes

actions pharmacologiques. Les alcaloïdes ayant des masses moléculaires très variables de 100

à 900 g/mol. La plupart des bases non oxygénées sont liquides à température ordinaire celles

qui comportent dans leur formule de l’oxygène sont des solides cristallisables, rarement

colorés (Rakotonanahary, 2012).

IV. Source des alcaloïdes

Les alcaloïdes se retrouvent principalement chez les végétaux (300 familles de

plantes) présents dans n’importe quelle partie, ainsi les membres de la famille Berberidaceae

(la berbérine et l’épiberbérine extraits de Rhizoma coptis) qui peut se rencontrer au niveau des

racines, rhizomes, et dans l’écorce des tiges. Bien que certains composés spécifiques puissent

étre limités à une certaine partie, par exemple, la quinine dans l’écorce de cinchonatree

(Stermitz et al., 2000).

Bien que les alcaloïdes soient des produits typiquement des plantes, les recherches de

dernière décennies ont montré qu’ils peuvent également être d’origine animale notamment

chez les animaux terrestres, les insectes, les amphibiens, les reptiles, les oiseaux et les
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mammifères, ainsi que chez les animaux marins tels que les éponges, les astéroides, les

tuniciers, les scléractiniens et l’aiguillat. Cependant les alcaloïdes des animaux agissent

généralement comme des composés défensifs et/ou signaux chimiques ( phéronomes). Parmi

les plus étudiés la Bufoténine et bufoténidine (Braekman et al., 1998).

De même, les recherches ont montré que les microorganismes (bactéries,

champignons, microoalgues) produisent des alcaloïdes. Toutefois, il existe très peu

d’information à propos des alcaloïdes d’origine microbienne, les recherches sont basées pour

la plupart sur les alcaloïdes extraites à partir des plantes.

V. Alcaloïdes des Actinobactéries

Les bactéries, notamment les actinobactéries, ne vivent pas de manière isolée dans

l'environnement, mais plutôt dans des communautés microbiennes complexes qui

interagissent, partagent et échangent des processus métaboliques et des signaux.Ces

interactions microbiennes sont souvent caractérisées par une compétition pour des ressources

limitées ou l'espace disponible et l'antagonisme, qui déclenchent l'activation de groupes de

gènes silencieux, conduisant à la production de métabolites spécialisés bioactifs comme

mécanismes de défense (Boon E et al., 2014).

Le genre Streptomyces est le plus prolifique en ce qui concerne la production de

métabolites secondaires. Plus de 50 % de tous les antibiotiques connus aujourd'hui sont

produits par des représentants de ce genre, qui, jusqu'à récemment, ont été préférentiellement

isolés de sources terrestres. Toutefois, des recherches récentes dans la culture d'espèces

microbiennes marines, notamment Streptomyces et d'autres actinobactéries provenant de

sédiments des profondeurs animaux marins ont permis d'isoler et de caractériser de nouveaux

métabolites. Les bactéries marines sont une source riche et peu explorée de métabolites

secondaires structurellement divers, dont beaucoup possèdent des activités biologiques

uniques. Une grande partie de ces produits naturels sont représentés par des composés qui

peuvent être classés comme des alcaloïdes (Boon E et al., 2014). Il convient de noter que les

alcaloïdes marins généralement isolés des éponges et des tuniciers marins peuvent, en fait,

être synthétisés par des bactéries marines associées, y compris des actinobactéries (tableau

IV) (Kim et Dewapriya, 2012).
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Tableau IV : Alcaloïdes provenant d’actinobactéries d’origine marine

Alcaloïde Sous classe Espèce Origine Référence

TP-1161 Thiazolyl

peptide

Nocardiopsis sp.

De sédiment marin

Norvège Engelhardt et al.,

2010a

Caerulomycin I Bipyridine

Actinoalloteichus

cyanogriseus

De sédiment marin

Weihai en

Chine

Fu et al., 2011

Ammosamide D Pyrroloquinoline

Streptomyces

variabilis

De sédiment marin

Non

mentionné

Pan, Jamison,

Yousufuddin, and

MacMillan, 2012

Spiroindimicins Bisindole

Streptomyces sp.

De sédiment marin en

eau profondes

Océan

Indien

Zhang et al., 2012

Venezuelins Phenoxazine Streptomyces

venezuelae

De sédiment marin

L’île de

Guam dans

l’océan

pacifique

Ren et al., 2013

VI. Propriétés pharmacologiques des alcaloïdes

Les alcaloïdes exercent généralement leur activités pharmacologiques sur les

mammifères comme l’Homme leurs propriétés biologique, aussi variées que leurs structures,

continuent à être bénéfiques dans les différentes maladies ou des dysfonctionnements de

l’organisme humain (Hartmann et witte, 1995).

Les alcaloïdes présentent en fréquemment des propriétés pharmacologiques marquées
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et ont de nombreuse utilisation thérapeutique, notamment au niveau de système nerveux

central, du système nerveux autonome et du Système cardiovasculaire (Gazengel et

Orecchioni, 2013).

Ils sont connus pour une variété d'activités biologiques et chacun ayant son propre

mécanisme d'action spécifique. La plupart de ces mécanismes ont été prouvés, mais certains

ont fait l'objet d'hypothèses. Nous abordons ici les activités biologiques importantes des

alcaloïdes.

VI.1. Activité antimicrobienne

Les activités antibiotiques sont communes aux alcaloïdes et quelques un sont même

utilisés comme antiseptiques en médecine (Cordell, 1983).

Il est généralement reconnu que les alcaloïdes ont de fortes propriétés

antimicrobiennes. Les alcaloïdes ont une activité vis-à-vis des bactéries Gram positive (ex.

Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) et négative (ex. Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa). Ils possèdent également une activité antifongique (ex.Candida albicans,

Aspergilus niger). Cette activité antimicrobienne des alcaloïdes est liée à la stéréochimie du

cycle de carbone, à sa substitution aromatique et à son oxydation (Caron et al., 1988,)

VI.2. Activité antioxydants

Un antioxydant est une substance ou un composé qui évite la détérioration, les dommages

ou la destruction par le processus d'oxydation. Ces composés bioactifs confèrent une

protection contre le stress oxydatif dans un organisme en bloquant ou en retardant les

dommages oxydatifs causés par les espèces réactives de l'oxygène (ROS). Les antioxydants

utilisent de multiples mécanismes pour éliminer les ROS tels que l'inhibition de la formation

de radicaux libres, piégeant la molécule d'oxygène et chélatant les pro-oxydants métalliques

(Soumya & Jayanthi, 2020).

VI.3. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est la réponse des tissus vivants vascularisés à une agression d’origine

physique, chimique ou biologique dans le but d’assurer le maintien. Parfois elle peut être

néfaste du fait de l'agressivité de l'agent pathogène, de sa persistance, anomalies des

régulations du processus inflammatoire, anomalie quantitative ou qualitative des cellules

intervenant dans l'inflammation (Roussele et al., 2005).
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Les alcaloïdes font partie de la liste des anti-inflammatoire tels que:

La colchicine: Possède plusieurs mécanismes d’action qui affectent les processus anti-

inflammatoires. Elle empêche l'assemblage des microtubules et perturbe ainsi l'activation de

l'inflammasome, la chimiotaxie des cellules inflammatoires, la génération de leucotriènes et

de cytokines et la phagocytose. Cet alcaloïde est utilisé dans la prévention et le traitement de

l’arthrite goutteuse (Dalbeth et al., 2014 ).

Au cours d’une étude menée par Ma et al (2017 ) ayant pour objectif la recherche de

nouveaux produits naturels et bioactifs à partir d’Actinobacéries d’origine fécale pour une

éventuelle activité anti-inflammatoire intestinale, une souche de Streptomyces violaceoruber

(YIM101131) a été isolée des excréments d’Equus burchelli (Zébre). les extraits alcaloidiques

obtenus possaidaient une activité anti-inflammatoire après avoir examiné leur capacité à

inhiber la production de l’oxyde nitrique (NO) dans les cellules macrophages RAW 264,7

stimulées par le lipopolysaccharide (LPS). De plus, Il a été prouvé que l’alcaloïde nommé “La

cyclomarine” de Streptomyces sp. possède une activité anti-inflammatoire efficace dans des

tests in vivo et in vitro (Ajitha et Gothandam, 2016).

Toutefois, à l’heure actuelle, très peu de travaux ont été consacrés á l’étude de

l’activité antiinflammatoire intestinale d’origine microbienne. Des recherches

supplémentaires sont nécessaire pour explorer les potentiels anti-inflammatoire des alcaloides

microbien, notamment, les Actinobactéries isolées d’environnement particuliers et les

exemples d’activités biologique sont résumés dans le tableau V et des composés isolé

d’actinobactéries du genre Nocardiopsis dans le tableau VI.
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Tableau V : Exemples d’activités biologiques des alcaloïdes extraits à partir des
actinobactéries

Molécules
d’alcaloïdes

Sources Distributions Activités
biologiques

Références

Streptoverticillin,
et le nouveau 2-
azetidinone,
streptoverticillinone
alcaloïde carbazole

Streptoverticillium
morookaense.

Sud de la
Chine

Activité
antifongique

Na Feng et
al., 2007

2(1H)-Pyrazinones et
Alkaloides
diketopiperazine

Tunicier dérivé de
Actinomycete
Streptomyces sp.

Non
mentionné

Activité
cytotoxique

Lamiaa A.
Shaala et
al., 2016

Dérivé de 3-acides
phenylpropionique
(1–3)l’alcaloide
diketopiperazine

Les Actinomycète
de la mer rouge
Streptomyces
coelicolor LY001

Non
mentionné

Activité
antibactérienne

Lamiaa A.
Shaala et al.,

2020

les strepchazolines A
(1) et B (2) et la
streptazoline (3),

actinomycètes
marins,Streptomyces
chartreusis
NA02069

Côte de l’île
de Hainan,
Chine.

Activité
antibactirienne
acetylcholinestérase
Activité inhibitrice

Cheng-Long
Yang et al.,

2017

Iminimycin A Streptomyces
griseus OS-3601

Non
mentionné

Activité
antibactérienne
Activité
cytotoxique

Takuji
Nakashima1,
et al., 2016

Benhamycin Streptomyces sp.
Terrestre

Non
mentionné

Activités
antibactérienne et
antifongique

Mohamed
Shaaban et

al., 2007
Pimprinine Streptomyces

CDRIL-312
Non
mentionné

Activité
antimicrobienne

Naik SR et
al., 2001

Alcaloïde indolique
et diketopiperazines

Dérivé marin
fongique et
antibactérien

Non
mentionné

Cancer colorectal
Cytotoxicité

Elin Julianti
et al., 2022

Alcaloïde de
quinoléine 1 et cinq
composés connus (2–
6)

Dérivé marin
fongique et
antibactérien

Non
mentionné

Activités
antimicrobienne

Shouzheng
Tian et al.,

2012

Deux nouveaux 4-
alcaloide
aminoimidazole:
Nocarimidazoles A
and B

Dérivé marin
Actinomycète de la
Genus Nocardiopsis

Non
mentionné

Activité
antibactérienne

Alain S.
Leutou et
al., 2015

Trois nouveaux
alcaloides
indolocarbazole(1−3).

Dérivé marin
Nocardiopsis f
lavescens NA01583

Non
mentionné

Activité
cytotoxique

Cheng Long
Yang et al.,

2020

Alcaloïde indolique Streptomyces sp.
MA37

Legon,Ghana Non mentionné Fleurdeliz
Maglangit et

al., 2020
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Tableau VI. Composés isolé du Nocardiopsis pendant mars 2018–2021 (Ting Shi et al.,
2022)

Types Composés Sources Distributions Activités
biologiques

Références

Alcaloïdes

24 Dérivé marin

Nocardiopsis
sp.CNY-503

Non
mentionné

Non
mentionné

Castro-
Falcon et
al., 2018

27 Sédiments
marins dérivés de
N.flavescens
NA01583
(GenBank

No.MT371575)

Hainan China Cytotoxique Yang CL et
al., 2020

28, 29 Sédiments
marins dérivés de
N.flavescens
NA01583
(GenBank

No.MT371575)

Hainan Chine

Non
mentionné

Yang CL et
al., 2020

30 Sédiments
marins

Nocardiopsis sp.
SCA30(GenBank
No. MT573349)

L’île
Havelock

Activités
antibactérienne
et anti- cancer

Siddharth
S et al.,
2021

31,32 Eponge Petrosia
sp.-dérivé
N.dassonvillei
SCSIO
40065(GenBank
No.MW492395)

Mer de chine
méridionale

antibactérienne
et cytotoxique

Zhang X
et al., 2021

33,34 Sédiments
marins dérivés
N.dassonvillei
JS106 (GenBank
No.MN416229)

Lianyungang,

Chine

Activité
Antiquorum

sensing

Miao L et
al., 2021
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VII. Applications des alcaloïdes

Les applications médicales des alcaloïdes ont conduit à la production de médicaments

et leurs composants .Ils peuvent être basés sur des alcaloïdes naturels purs, comme dans le cas

des extraits. Les alcaloïdes purifiés, composés partiellement et même totalement synthétisés

sur la base de la structure de l'alcaloïde naturel, sont également utilisés. Les alcaloïdes

modifiés chimiquement sont un autre exemple. La modification chimique de la structure

affecte l'activité biologique. La tendance générale de la médecine moderne est de développer

des composés biologiquement plus actifs que ceux que l'on trouve dans la nature. Cet objectif

est atteint dans de nombreux cas par la modification et la synthèse d'alcaloïdes.

Les alcaloïdes ont un rôle important, comme principes actifs des médicaments, Ils sont

utilisés soit tels quels, soit sous forme de dérivés plus actifs, ou manifestant des effets

différents. Ils ont souvent servi de modèle pour imaginer de nouvelles molécules de synthèse.

Par exemple la morphine reste le produit de référence des analgésiques (médicaments de la

douleur). Son dérivé, la codéine (méthylmorphine), est un analgésique mais surtout un

calmant de la toux à la morphine se rattachent également des alcaloïdes hémi-synthétiques

comme la naloxone, utilisée dans le traitement des toxicomanies (JacquesE, 2016).
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Ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire mycologie de la Faculté des

Sciences de la Nature et de la vie, Université de Bejaia ainsi qu’au laboratoire de l’animalerie

durant la période de Mai á juin 2022.

I. Matériel

I .1 Matériels analytique

Le matériel, les milieux de culture et les solutions utilisées dans ce travail sont

résumés en annexe I et II.

I .2 Matériel biologique

I .2 .1 Souche d’actinobactérie

La souche d’actinobactérie P2 (figure 08) étudiée dans ce travail a été aimablement fourni par

Dr. DJINNI.I. Il s’agit d’une souche de Streptomyces isolée a partir d’un sol riche en

plastique (rivage de Jijel).

Figure 08 : Photographies de la souche P2 sur milieu SCA
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I .2.2 Souches cibles testées

Le tableau VII représente la liste des souches cibles testées pour les activités antibactériennes

des extraits alcaloidiques.

Tableau VII: Listes des souches cibles

Souches Origine Gram

Pseudomonas aeruginosa 258 Clinique/multirésistante
aux antibiotiques

N
ég

at
if

Klebsiella pneumoniae Reférence ATCC® 700603

Vibrio cholerea Référence ATCC® 14035

Escherichia coli Référence ATCC® 25922

E. coli O29 mcr1 Clinique/ résistante à la
colistine mcr1 positive

Salmonella Typhi ATCC 14028

Escherichia coli oxa-48 Clinique multirésistante productrice
de betalactamase OXA-48

Acinetobacter baumannii Clinique multirésistante productrice
de betalactamase OXA-23

Escherichia coli 94 ST (131) Multirésistante productrice de
betalactamase CTX-M15

Enterobacter cloacae ATCC 13047
Staphylococcus aureus ATCC ATCC 25923

P
os

it
if

Staphylococcus aureus ATCC 43300 Resistante à la
méthicilline
(SARM)

Bacillus subitilis ATCC 23857

Candida albicans ATCC 90029 Levure
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II. Méthodes

II.1. Mise en culture de P2 et production des molécules actives

La souche P2 a été ensemencée en stries serrées sur 25 boites de Pétri contenant le milieu de

culture Starck Caséine Agar. Les boites sont incubées à 28°C pendant 7 jours.

II .2. Extraction des molécules actives des souches de P2

Après 7 jours d’incubation à 28°C, l’extraction les alcaloides produits par la souche de

Streptomyces P2 a été réalisée par macération selon le protocole de Naik SR, (2001) (figure

9).

 Le mycélium et les géloses sont découpés dans un erlenmeyer puis un volume de 500

ml d’acétate d’éthyle est rajouté.

 Le mélange est par la suite laissé macérer sous agitation pendant une nuit à

température ambiante.

 L’extrait brut est récupéré puis filtré, à l’aide du papier Whatman N°1 puis évaporé à

sec en utilisant un Rotavapor.

 A partir d’extrait brut sec ainsi obtenu un volume de 200ml de chloroforme a été

ajouté suivi d’une évaporation de l’extrait pour une seconde fois pour obtenir un

extrait d’alcaloïde.

 Récupération des alcaloïdes dans un solvant (méthanol) et le reste les molécules

restantes dans du DMSO. La concentration massique d’extrait brut a été déterminée

puis le flacon a été conservé à 4°C jusqu’à une utilisation ultérieure.
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Blocs de géloses
Extraction + Macération
avec l’acétate mycélium pendant 24h à
d’éthyle (500ml) température ambiante

Filtration

Filtrat Résidu sec de géloses

1ére évaporation à 35°C

Réextraction avec le chloroforme (200ml)

2éme évaporation

Récupération de l’extrait d’alcaloïdes dans du méthanol

Figure 09 : Schéma de l’extraction d’alcaloïdes (Naik SR, 2001)
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II.3. Détection de la présence des alcaloïdes

C’est une étape préliminaire, qui permet de s’assurer de la présence des alcaloides dans

l’échantillon à analyser.

Principe de la méthode

- Suivant Badiaga (2011), la mise en évidence des alcaloïdes est basée sur leur capacité

à former des précipités ou des complexes insolubles avec des métaux lourds et/ou des

métalloïdes (bismuth, mercure, tungstène, iode...). Le réactif utilisé dans notre analyse est : Le

tétraiodomercurate de sodium " réactif de Mayer" (qui donne des précipité blanc-jaune).

- 1ml de chaque extrait a été introduit dans deux épendorffs et 3 gouttes de réactif Mayer ont

été ajoutées.

- L’apparition d’une couleur blanche montre la présence d’alcaloïdes dans l’extrait.

II.4. Étude de l’activité antibactérienne

II.4.1. Méthode des puits

 Préparation de l’inoculum

A partir d’une culture fraîche de 18h à 24h, quelques colonies ont été prélevées à l’aide d’une

pipette pasteur, et mises en suspension dans un tube de 9 mL d’eau physiologique. Après

homogénéisation, la suspension obtenue a été standardisée à l’aide d’un spectrophotomètre

(Vis-723G) pour une DO de 0.08 à 0.1 à 625 nm correspondant à 108  UFC/ml. 

 Ensemencement

Des boites des Muller Hinton molle (1 % d’agar) de 4 mm d’épaisseur ont été

ensemencées par la méthode d’écouvillonnage à partir des suspensions bactériennes

standardisées d’environ 108  UFC/ml. 

 Réalisation des puits

Des puits de 6 mm de diamètre ont été réalisés à l’aide d’un emporte-pièce (embout), une

goutte de gélose blanche a été versée au fond des puits

Dans chaque puit, un volume de 70μl d’extrait alcaloidique (Méthanol / DMSO) a été ajouté. 

Pour chaque boite, des témoin négatifs contenant du DMSO ou du méthanol ont été utilisés et

un témoin positif qui est un disque d’antibiotique (Gentamicine).
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 Incubation

Les boites ont été incubées à 4°C pendant 4 heures afin de permettre la diffusion des extraits

puis à 37°C/24 heures.

 Lecture.

La lecture des résultats de ce test se fait en mesurant le diamétre des zones d’inhibitions

autour des puits. Le protocole expérimental suivi est représenté dans la figure 10.

Figure 10 : Schéma du protocole expérimental suivi pour la détermination de l’activité
antibactérienne (tests des puits).
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II.4.2. Méthode de micro-dilution en milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible

concentration capable d’inhiber toute croissance bactérienne visible a l’œil nu, après un temps

d’incubation de 18 à 24h (Martini, 1998). La méthode de micro-dilution en milieu liquide

(MHB) a été utilisée sur des microplaques à fond incurvé de 96 puits.

Cette méthode est basée sur les étapes suivantes (figure 11)

 Standardisation de l'inoculum

Une suspension bactérienne a été standardisée á 108 UFC/ml comme précédemment décrit.

Par la suite, une dilution 1/10 a été réalisée.

 Préparation de la microplaque

Un volume de 50μl de bouillon de Mueller-Hinton (MHB) a été distribué dans les 96 puits 

que contient la microplaque.

 Dilution

Afin d’obtenir des concentrations décroissantes des extraits alcaloidiques (méthanoliques à

6,2.10-2 mg/ml / DMSO à 0.12.10-2 mg/ml), 50μl d’une solution de chaque extrait  ont été 

prélevés puis mélangés aux 50μl de MHB contenus déjà dans la première cupule. Ensuite, 

50μl du contenu de la première cupule ont été prélevés puis inroduit dans la cupule adjacente 

et ainsi de suite. Ces dilutions permettent d'obtenir des concentrations décroissantes de

l'extrait alcaloïdique á raison de 2.

Une rangée de puits ne contenant que du MHB est utilisée comme contrôle négatif afin de

vérifier que le bouillon ne soit pas contaminé.

A partir de la suspension bactérienne standardisée à 107ufc/ml, 50μl ont été déposés dans tous

les puits de la microplaque qui est ensuite incubée à 37°C pendant 18 h.

Une rangée de puits ne contenant que du MHB est ensemencée et est utilisée comme témoin

afin de vérifier l'inoculum.

 Lecture :

Après incubation, la CMI correspond à la concentration du premier puits à partir duquel aucun

trouble à l’œil nu n’a été observé. (Choukchou-Braham et al., 2010).
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                            50μl MHB 

Témoin MHB sans extrait

Témoin MHB + suspension bactérienne

              50μl de l’extrait   

Dilution de l’extrait

                                                                                       50μl  50μl 

Témoin MHB + suspension bactérienne incubation

50μl de la suspension bactérienne                                                                     à 37Cº/24h

Figure 11 : Détermination des CMI par la méthode de micro-dilution sur microplaque



Partie pratique Matériels et méthodes

28

II. 5. Évaluation de l’activité antioxydants des extraits

Dans le présent travail, nous avons évalué les capacités totales antioxydants de

l’extrait méthanolique et DMSO en utilisant la méthode spectrophotométrique à savoir :

L’activité anti-radicalaire pour le radical DPPH• (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH).

II. 5. 1. Activité de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour

l’évaluation rapide et directe de l’activité antioxydants en raison de sa stabilité en forme

radicale libre et la simplicité de l’analyse.

Le test consiste à mettre le radical DPPH (de couleur violette) en présence des molécules

dites « antioxydants » afin de mesurer leur capacité à réduire ce radical (Figure 12).

(Haddouchi et al., 2016)

L’effet de l’antioxydant est proportionnel à la disparition du radical DPPH• et à la

décoloration de la solution du violet au jaune.

Figure 12 : Forme réduite du radical DPPH (Haddouchi et al., 2016)

 Mode opératoire

L’activité anti-radicalaire envers le radical DPPH est mesurée selon la méthode de

Sreenivasan et al., (2007).

- À une seule concentration,  200μL de chaque extrait sont ajoutés à 1000μL d’une solution 

méthanolique de DPPH.

- Le mélange est soumis à une agitation au vortex, Après incubation à l’obscurité pendant 30

minutes et à la température ambiante.
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- La lecture des absorbances est effectuée à 517 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. Le blanc

est représenté par le solvant d’extraction, et 1000μL de la solution méthanolique de DPPH 

- Le pouvoir anti-radicalaire vis-à-vis le DPPH* est exprimé en pourcentage d’inhibition du

radical, selon la formule suivante:

Où :

Abs témoin : Absorbance de témoin après 30 min.

Abs échantillon : Absorbance d’extrait après 30min.
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I. Résultats et discussion

I.1. Détermination du rendement d’extraction et mise en évidence de la présence des

alcaloïdes

Le rendement obtenu lors de l’extraction des alcaloïdes est montré dans le tableau VIII

Tableau VIII : rendement de l’extraction d’alcaloïdes après évaporation par le chloroforme.

Souche Poids d’extrait sec Correspondant

Actinobactéries 0,037mg /ml 3,7%

Figure 13 : Extrait sec obtenu après l’évaporation

La présence des alcaloïdes est mise en évidence par l’apparition d’un précipité (test de

Meyer).Les résultats sont consignés dans le tableau IX et la figure 14.

Tableau IX : Résultats de test : Mayer

Témoin Extrait DMSO Extrait méthanolique

Couleur Blanc jaune Jaune

Réaction de
précipitation

/ ++ +
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Figure 14: Photographie des résultats du test par le réactif de Mayer.

I.2. Résultats du test d’activité antimicrobienne

Selon les résultats du test des puits, aucune zones d’inhibition n’a été obtenues. Toutefois, les

CMI obtenues par la méthode de microdilution étaient assez faibles allant 0,03μg/ml à 

0,06μg/ml. Les résultats sont montrés sur les figures (15 et 16) et résumés dans le tableau X. 
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Tableau X : Résultats des CMI d’extrait Méthanolique et DMSO d’alcaloïdes.

Espèces bactériennes CMI (μg/ml) 

Extrait méthanolique (10 -2) Extrait DMSO (10 -2)

Escherichia coli oxa 48 / 0,03

Salmonella typhi > 6,2 0,06

Staphylococcus aureus
ATCC

6,2 > 0,12

Vibrio cholerae / 0,06

Escherichia Coli ATCC > 6,2 0,06

Escherichia Coli 94 St (131) > 6,2 0,06

SARM > 6,2 0,06

Acinetobacter baumanii > 6,2 0,06

Enterobacter cloacae > 6,2 0,06

Pseudomonas aeroginosa
258

> 6,2 0,06

Escherichia coli O29 0,775 0,06

Klebsiella pneumonae 0,775 0,06

Vibrio cholerae 1,55 /

Bacillus subtilis 1,55 0,03

Candida albicans < 6,2 <0,12
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T1 : MHB T2 : MHB+inoculum

T1 : MHB T2 : MHB+inoculum

T1 : MHB T2 : MHB+inoculum

Figure 15 : Photographies des résultats des CMI de l’extrait méthanolique
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Enterobacter cloacae :
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Escherichia Coli ATCC : >
6,2μg/ml

Bacillus subtilis : 1,55μg/ml
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Klebsiella pneumoniae :
0,775μg /ml

Vibrio cholerae : 1,55μg/ml

Témoin extrait

Vibrio cholerae
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T2 : MHB+inoculum

Figure 16 : Photographies des résultats des CMI de l’extrait DMSO.
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I.3. Résultat de l’activité antioxydant

L’activité antioxydant de l’extrait alcaloïdique vis-à-vis du radical DPPH a été évaluée

en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur

violette (DPPH) à la couleur jaune (DPPH-H).

L'effet des antioxydants sur le radical DPPH est dû à leur capacité à donner des

hydrogènes. Dans ce test aucun changement de couleur n’est observé .Toutefois, pas de

réaction de réduction et donc la forme non radicalaire DPPH-H n’est pas formée.

Les résultats du test DPPH présentés dans Le tableau XI indiquent que les deux extraits

alcaloïdiques (méthanol et DMSO) ne réduisent pas le radical DPPH. le pourcentage

d’inhibition est très faible (32% et 9% respectivement) relativement aux concentrations des

deux extraits qui sont aussi faible. Tandis que, les deux extraits ne contiennent pas un

antioxydant qui réduira le radicale DPPH en DPPH-H, c'est-à-dire absence de transfert

d’hydrogène.Les valeurs des absorbances ont été mesurées avec le spectrophotomètre

ensuite les pourcentages d’inhibitions ont été calculés.

Tableau XI : Résultats du test DPPH

Extraits Concentrations Pourcentages
d’inhibitions

Couleurs

Méthanolique 6,2.10-2 mg/ml 32% (-)

DMSO 1,2.10-3 mg/ml 9% (-)
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II. Discussion

Les actinobactéries sont connues particulièrement pour leur richesse et leur

diversité en métabolites secondaires. Elles sont potentiellement intéressantes pour la

découverte de nouveaux antibiotiques. Toutefois, peu d’études ont été menées sur l’activité

antimicrobienne des alcaloides produites par celles-ci. L’objectif de ce travail était donc

d’évaluer l’activité antimicrobienne et antioxydants d’extraits alcaloidiques d’une souche

de Streptomyces isolée de rivage.

L’activité antimicrobienne par le test des puits des extraits alcaloidiques récupérés

á partir du méthanol ou du DMSO n’a révélé aucune zone d’inhibition. L’absence

d’activité antibactérienne ou antifongique ne signifie pas forcément que la substance est

absente ou pas assez active, mais cela peut être dû à une mauvaise diffusion de celle-ci,

dans le milieu, car n’étant pas polaire ou bien constituée de composés non polaires

(Lemriss, 2003). Alors que le test de microdilution sur milieu liquide a permis de constater

que l’extrait DMSO (0,12.10-2μg/ml)  ainsi que l’extrait méthanolique (6,2.10-2 μg/ml) ont 

montré une activité antibactérienne aussi bien sur les souches Gram positives que Gram

négatives. En effet, la souche cible la plus sensible à l’égard de l’extrait DMSO était E.

coli OXA-48 et Bacillus subtilis avec une CMI de 0,03μg/ml. Concernant l’extrait 

méthanolique, la souche la plus sensible était Klebsiella pneumonae et Escherichia coli

O29 avec des CMI de 0,775μg /ml, suivi de Bacillus subtilis, E. coli O29 et Vibrio cholerae

avec des CMI de 1,55μg/ml. Alors qu’aucune activité n’a été révélée contre  la souche 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Candida albicans.Les résultats montrent clairement

que les activités antimicrobiennes des deux extraits alcaloidiques repris dans du méthanol

ou du DMSO diffèrent d’un germe cible à un autre et d’un extrait à un autre. Ce qui peut

être expliqué par la variation de la composition chimique des molécules produites par la

souche étudiée (Boudjouref, 2011).

Les travaux menés par Shaaban et al (2007) sur l'effet antibactérien d’un nouvel

alcaloïde nommé“ benhamycine” extrait à partir d’une souche de Streptomyces sp NR12

isolée du sol, ont rapporté un effet antibactérien et antifongique par la méthode de

diffusion sur gélose vis-á-vis des souches cibles suivantes: E. coli, Bacillus subtilis,

Aspergillus niger, avec une activité légèrement supérieure comparé à l'extrait brut de la

souche. Tandis qu’une autre étude souligne une faible activité antimicrobienne de la

pimprinine, alcaloide extrait á partir de la souche de Streptomyces C DRIL-312 (Naik SR

et al,. 2001). L’activité antimicrobienne des alcaloides reste plus faible que celle de
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l’extrait brut qui est un mélonge de métabolites secondaires, notamment, les antibiotiques.

D’autres travaux ont mis en évidence l’activité antimicrobienne des alcaloides par

la méthode de microdilution sur milieu liquide .Ainsi, une étude menée par Wence Jiao et

al (2013) a permis découvrir un nouvel alcaloïde, la xinghaiamine A, extrait d'une souche

actinobactérie d'origine marine, Streptomyces xinghaiensis NRRL B24674T.La

xinghaiamine A a présenté des activités antibactériennes à large spectre contre les agents

pathogènes hospitaliers persistants exemple Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis

Cependant, une autre étude a rapporté une faible activité antimicrobienne d’un

alcaloide isoquinoléique extrait de Streptomyces sp. 8812. JS-1 contre les bactéries Gram-

négatives, comme Bordetella bronchiseptica, Stenotrophomonas maltophilia, Proteus

vulgaris, P. mirabilis, Burkholderia cepacia et Acinetobacter baumanii, avec des valeurs

de CMI de 10-160μg/ml, et contre les bactéries Gram-positives, telles que Staphylococcus

aureus, avec des valeurs de CMI de 40-206μg/ml (Solecka et al., 2009).

Les résultats de l’étude de l’activité antioxydant montrent que les deux extraits

alcaloidiques (méthanol ou DMSO) ne réduisent pas le radical DPPH. Ainsi, le

pourcentage d’inhibition est très faible (32% et 9%). Le pourcentage d’inhibition du DPPH

augmente avec la concentration d’extrait, jusqu’à un seuil où le pourcentage d’inhibition se

stabilise avec l’élévation de la concentration des extraits.

Cette activité est relativement faible en comparaison à d’autres études menées sur

des extraits bruts d’actinobactéries d’origine marines telles que celle réalisées par Jemimah

et al., (2015), Saurav et Kannabiran (2014), Thenmozhi et Kannabiran (2012) dont les

valeurs ont été estimées à 85%, 59,32%, 43,20%, respectivement. Par ailleurs, la capacité

réductrice d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son activité antioxydant

potentielle (Hsu et al., 2006).
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Conclusion

Ce travail avait pour objectif l’étude de l’activité antimicrobienne et antioxydant des

extraits d’alcaloïdes d’une souche d’actinobactéries P2 isolée à partir de rivage. Au vu des

résultats obtenus un certain nombre de conclusion peuvent être tirées :

- Les extraits alcaloidiques (méthanolique, DMSO) obtenus á partir de la souche

d’actinobactérie présentent une activité antimicrobienne sur les souches bactériennes testés á

Gram positif ( Bacillus subtilis ) et á Gram négatif ( Escherichia coli OXA-48 et Vibrio

cholerae ) avec la méthode de microdilution avec des CMI de 0,03μg/ml,  0,775μg /ml 

1,55μg/ml respectivement. Tandis que la méthode des puits n’a revélé aucuns résultats. 

- Les extraits alcaloidiques possèdent une activité antioxydant avec un pourcentage

d’inhibition (32% et 9%).

En Algérie, les milieux marins sont peu explorés et demeurent une bonne approche

pour caractériser de nouvelles souches d’actinobactéries et ainsi de nouvelles molécules

bioactives y compris les alcaloïdes. Selon notre étude, les alcaloides extraits á partir de la

souche d’actinobactérie étudiée ont une activité antibactérienne á l’égard de souches

bactériennes multirésistantes aux antibiotiques. Ainsi, les alcaloides peuvent être une

alternative potentielle dans le traitement des infections bactériennes due aux souches

multirésistantes.

En autre, le fait que les alcaloïdes naturels peuvent avoir différents mécanismes

d’action sur une même bactérie, ceci minimise le phénomène de résistance á ces molécules.

Des modifications synthétiques de ces molécules naturelles peuvent également générer de

nouveaux composés ayant une meilleure activité antibactérienne.

Les résultats de ces travaux sont intéressants, mais l’étude reste incomplète et laisse

lieu à d’innombrables perspectives à envisager à savoir :

 Extraction d’une plus grande concentration d’alcaloides et ce á partir d’une plus

grande quantité de biomasse bactérienne. Ce qui n’a pas été possible lors de notre

étude vu les conditions.

 Purification et caractérisation structurales des molécules d’alcaloides

 Tester d’autres activités biologiques telles que les activités : antifongique, antivirale,

anti-inflammatoires …. ect
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 Réaliser des tests d’activité antibactérienne en associant des antibiotiques avec les

extraits alcaloidiques.

 Réaliser des tests d’activités en comparant entre l’extrait brut d’alcaloïde et l’extrait

alcaloïdique.
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Annexe I

Matériel analytique
 Autoclave

 Anse de platine

 Balance de précision

 Bain-marie

 Balance analytique (RADWAG référence : PS210/C/2)

 Barreaux magnétiques

 Bec Bunsen

 Béchers

 Boites de Pétri

 Ballons

 Eprouvettes

 Erlenmeyers

 Etuves à 37°C et à 28°C

 Embouts

 Ecouvillons

 Flacons

 Micropipettes (500 et 1000μl) 

 Microplaques de CMI de 96 puits

 Pipettes Pasteur

 Plaque chauffante agitatrice (Raypa AG-5)

 Spectrophotomètre (RAYLEIGH)

 Spatule

 Rotavapor

 Tubes à essais

 pH mètre

 Vortex (VELP scientifica)
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Annexe II
Solutions et milieu de culture

 Mueller-Hinton (MH).

 Mueller Hinton molle (MHm).

 Eosine bleu de Méthylène (EMB).

 Bouillon Mueller Hinton (BMH).

 Acétate d’éthyle

 Ethanol: (C2H6O), 99%, MM=46.07 g/mol, d=0.81 (PROLABO).

 Méthanol: CH3OH, 99%, MM=32.04 g/mol, d= 0.79 (PROLABO)

 DMSO

 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl).

 Eau physiologique (1g Na Cl dans un litre d’eau distillée).

 Extrait alcaloïdique méthanolique

 Extrait alcaloïdique DMSO

 Eau distillée
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Annexe III

Composition des milieux de culture ( Pour un litre d’eau distilée)

1.Composition du milieu SCA (Kuster et Williams, 1964)

Amidon……………………… 10g/l
Caséine……………………... 0,3g/l
Na Cl………………………….. 2g/l
K2 Hpo4......................................2g/l
MgSo4, 7H2O……………….. 0,05g/l
CaCo3……………………….. 0,02g/l
FeSo4, 7H2O…………………..0,01g/l
Agar…………………………….18g
PH ………………………….7, 2 +/- 0,2

2. Gélose Mueller Hinton (Guiraud, 1998)

Extrait de viande……………….. …………...2 g
Hydrolysat acide de caséine…………….. 17,5 g
Amidon……………………………………1,5 g
Agar………………………………………. 10 g
PH…………………………………………. 7,4

3.Gélose EMB (Éosine bleu de méthylène)( Farmer III , 2003; Jorgensen et al., 2015)

Peptone ……………………………. 10 g

Lactose ……………………………… 5 g

Hydrogénophosphate de potassium … 2 g

Eosine ……………………………. 400 mg

Bleu de méthylène ………………… 65 mg

Agar ………………………………. 13,5 g

pH=7



Résumé

L’objectif de ce travail était d’évaluer l’activité antimicrobienne et antioxydant

d’extraits alcaloïdiques d’une souche d’actinobactérie.

L’extraction des alcaloïdes a été réalisée par macération dans de l’acétate d’éthyle

suivi de l’extraction par le chloroforme puis récupération des extraits dans du méthanol et du

DMSO. L’évaluation de l’activité antimicrobienne est déterminée par la méthode de diffusion

sur milieu solide (test des puits) et la méthode de micro-dilution (CMI). L’activité antioxydant

a été réalisée par le test du DPPH.

Aucune activité antimicroienne par la méthode des puits, les résultats ont montré une

faible activité des extraits alcaloïdiques par la méthode de microdilution (CMI), sur les

souches bactériennes testés E. coli OXA-48 et Bacillus subtilis avec une CMI de 0,03μg/ml  et 

Klebsiella pneumonae, Escherichia coli O29 avec des CMI de 0,775μg /ml  et une absence 

d’activité sur la levure Candida albicans.

L'activité antioxydant était relativement faible avec des pourcentages d’inhibitions de

32% pour l’extrait méthanolique et de 9% pour l’extrait DMSO.

Les alcaloïdes produits par les actinobactéries restent une alternative potentielle aux

antibiotiques afin de faire face au phénomène de résistance.

Mots clés : actinobactéries, activité antimicrobienne, activité antioxydant, alcaloïdes.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of

alkaloid extracts of an actinobacterium strain.

The extraction of the alkaloids was carried out by maceration in ethyl acetate followed

by extraction by chloroform and then recovery of the extracts in methanol and DMSO. The

assessment of antimicrobial activity is determined by the solid media diffusion method (well

test) and the micro-dilution method (MIC). Antioxidant activity was achieved by the DPPH

test.

No antimicrobial activity by the well method, the results showed low activity of

alkaloid extracts by the microdilution method (CMI), on the tested bacterial strains E. coli

OXA-48 and Bacillus subtilis with a MIC of 0.03μg/ml and Klebsiella pneumonae, 

Escherichia coli O29 with MICs of 0.775μg /ml and no activity on candida albicans yeast. 

L'activité antioxydant était relativement faible avec des pourcentages d'inhibitions de

32% pour l'extrait méthanolique et de 9% pour l'extrait DMSO.

Les alcaloïdes produits par les actinobactéries restent une alternative potentielle aux

antibiotiques afin de faire face au phénomène de résistance.

Keywords: actinobacteria, antimicrobial activity, antioxidant activity, alkaloids.
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