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GLOSSAIRE

Glossaire

Cystite, Inflammation aigué ou chronique de la muqueuse vésicale. Une cystite
témoigne le plus souvent d'une infestation par des germes pathogenes, des bacilles
(Escherichia coli [colibacillose], Proteus mirabilis) ou, plus rarement, par un champignon
(Candida albicans).© Larousse 2006

Urétrite, Inflammation de l'urétre, essentiellement d'origine infectieuse. L'urétrite
atteint surtout I'nomme jeune. Selon le germe en cause, on distingue plusieurs formes
d'urétrite, dont les symptdmes communs sont un écoulement urétral, des brdlures locales,
accentuées a la miction, et parfois une fiévre. © Larousse 2006

Prostatite, Infection aigué ou chronique de la prostate. Une prostatite est une infection
génito-urinaire fréquente affectant les hommes de tous ages, avec une fréquence particuliére
chez les jeunes adultes.© Larousse 2006

Epididymite Inflammation aigué ou chronique de I'épididyme, le plus souvent
d'origine infectieuse. Isolée, I'épididymite est exceptionnelle ; elle est presque toujours
associee a une orchite (inflammation du testicule). © Larousse 2006

Pyélonéphrite Infection aigué, subaigué ou chronique du bassinet et du tissu
interstitiel d'un rein, beaucoup plus rarement des deux. La plus fréquente des pyélonéphrites
est la pyélonéphrite aigué.© Larousse 2006

Pyelite Inflammation aigué, subaigué ou chronique des parois du bassinet du rein, le
plus souvent d'origine infectieuse.© Larousse 2006

Idiophase : Période de la culture microbienne durant laquelle des métabolites
secondaires sont produits (Larpent, 1989)

Sclérotes : Ils se présentent sous la forme de masses mycéliennes compactes, souvent
tres dures, globuleuses, ellipsoidales ou allongées. Ils sont considérés comme des organes de
conservation (Theileux, 1993).

Synnemata : Appelées également corémies, sont des assemblages compacts d’hyphes
dressés, parfois fusionnés et portant des conidies apicales ou latérales. Les synnema ou
coremie définissent aussi des colonnes d’hyphes stériles. Cette structure est caractéristique du
genre Actinosynnema (Theileux, 1993).

Trophophase : Période de la culture microbienne caractérisée par une croissance
cellulaire active et la production de métabolites primaires (Larpent, 1989)
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INTRODUCTION

Introduction

La résistance aux antibiotiques, bien que n’étant pas un phénomeéne nouveau, est
actuellement un probleme majeur de santé publique dans le monde. Depuis plusieurs dizaines
d’années, les bactéries communément impliquées en pathologie humaine ont développé des
mécanismes de résistance vis-a-vis de tout nouvel antibiotique (Rolain et Berrazeg, 2014).
Parmi ces bactéries, plusieurs souches sont recensées: Staphylococcus aureus résistants a la
méthicilline (SARM), Enterococcus faecium résistants a la vancomycine (VRE) ainsi que des
souches de Mycobacterium tuberculosis (Livermore, 2004). L’exemple le plus marquant de
ces dernieres années est I’émergence des carbapénémases chez les bactéries a Gram négatif,
des enzymes qui conferent une résistance a quasiment toutes les béta-lactamines, dont les

carbapénémes (Rolain et Berrazeg, 2014).

Il est a noter que prés d’un quart des déces dans le monde résulte de maladies
infectieuses et un nombre grandissant d'infections est provoqué par des bactéries de plus en
plus résistantes aux antibiotiques (Mukhopadhyay et al., 2008). La surconsommation directe
de ces molécules ou indirecte via I’élevage agricole en est la principale cause. Bien que ce
phénomeéne illustre I’extraordinaire capacité¢ d'adaptation du vivant, il est devenu une
préoccupation majeure de I’humanité. Ainsi, la production de nouvelles molécules
«bioactives» sur les souches pathogeénes résistantes aux antibiotiques actuellement disponibles

fait I’objet de plus en plus de projets de recherche interdisciplinaires.

Devant cette situation alarmante, [’utilisation appropriée des antibiotiques reste
absolument nécessaire pour prolonger la durée de validité clinique de ces molécules. La
solution a long terme pour contrer les résistances microbiennes est de développer ou

rechercher de nouvelles molécules (Madigan et Martinko, 2007; Saisivam et al., 2008).

Vue la complexité de la structure chimique des molécules bioactives, le moyen le plus
utilisé pour la recherche de nouvelles molécules actives consiste a chercher ces molécules
notamment celles produites par des microorganismes. Les actinomycetes du genre
Streptomyces, sont les meilleurs candidats pour la production de métabolites secondaires
biologiquement actifs. Ce genre bactérien est a 1’origine d’environ 70% des molécules actives
produites a 1’échelle industrielle pour les applications pharmaceutiques (Wael Hozzein et al.,
2011).

Les actinomyceétes appartenant au genre Streptomyces sont connus comme étant de

grands producteurs d’antibiotiques.




INTRODUCTION

Un des objectifs de notre étude est de rechercher de nouvelles molécules antibiotiques
produites par deux souche de Streptomyces isolée localement et appartenant a la collection du
laboratoire LMA. Les stratégies de recherche de nouveaux antibiotiques passent, en premier
lieu, par la mise en évidence des différentes activités sur milieu solide, et 1’utilisation de
bactéries résistantes aux antibiotiques comme germes tests, ce qui peut aboutir a la découverte

de molécules efficaces qui peuvent étre nouvelles.

La présente étude vise également & mettre en place une collection de germes
pathogénes isolés au niveau du CHU (Bejaia) dans le but d’évaluer ’activité antimicrobienne

de deux souches Streptomyces sp. BS30 et Streptomyces sp. SY-BS05 vis-a-vis de ceux-ci.

Ce document comprend trois parties: La premiére est consacrée a une synthése
bibliographique sur les actinomycétes en général (écologie, taxonomie et importance) et sur
les Streptomyces et aux antibiotiques synthétisés par ce genre en particulier. La seconde partie
consiste a présenter les méthodes utilisées pour les prélevements et la collecte des germes, le
suivi et la mise en évidence des activités antimicrobiennes, 1’extraction des substances actives
produites et enfin la caractérisation partielle de ces derniéres. La troisiéme partie porte sur la

discussion des résultats obtenus.




Chapitre 1 Rétrospective sur les actinomycétes: Ecologie, Taxonomie et Importance

1. Généralites

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses, séptées, ramifiées a coloration de
Gram positive (Nanjwad et al., 2010), formant des colonies a morphologie complexe, avec
un coefficient de Chargaff (G+C%) supérieur a 55%, a plus de 70% chez les Streptomyces et
Frankia. Ils se développent en I’espace de quelques jours a quelques semaines. lls sont
abondamment distribués dans la nature. Les actinomycetes sont importants en raison de leur
réle dans la synthese de composés complexes comme les antibiotiques, les vitamines, les
stérols,....etc.

Les formes évoluées possédent un mycélium du substrat (nourricier), surmonté par un
mycélium aérien sporulant (reproduction asexuée) qui leur confére un aspect fongique d’ou
I’expression « ray fungi » ou « champignons rayonnants » (Lamari, 2006). Ils sont souvent
confondus avec les champignons, du fait de D’allure mycosique des maladies qu’ils
provoquent (Gazengo et al., 1998) ainsi que leur morphologie fongoide: filament ramifiés,

organe de sporulation (Reponen et al.,1998).

Les actinomycetes sont généralement aérobies a métabolisme oxydatif, plus rarement
anaérobies a métabolisme fermentatif. Ces bactéries sont hétérotrophes ou chimiotrophes
mais la plupart sont des chimio-hétérotrophes capables d’utiliser une grande variété de
sources d’énergie y compris les polyméres complexes (Zimmerman, 1990). Mais plusieurs
especes sont capables aussi de croissance chimioautotrophique utilisant 1’oxydation de
I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source de carbone
(Mariat et Sebald, 1990). Certaines ont des exigences nutritionnelles telles que les
vitamines et certains acides aminés (Crawford, 1993), et peuvent dégrader les protéines, la
cellulose et d’autres matiéres organiques comme la paraffine et les résidus des plantes dans

le sol (Lacey, 1997).
2. Ecologie des actinomycetes

Les actinomycetes sont des microorganismes tres ubiquitaires rencontres sur tous les
substrats naturels courants (Lacey, 1973; Mangamuri et al., 2011). lls représentent le groupe
de microorganismes le plus largement distribué dans la nature (Oskay et al., 2004; Narayana
et al., 2008).

La grande majorité des actinomycetes est d’origine tellurique, environ 80 genres
vivent principalement comme des saprophytes (Singh et al., 2012). C’est a partir du sol que

ces bactéries peuvent coloniser de nombreux biotopes (air, composts, eau, fourrages, fumiers,
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grains, canne a sucre,....etc) et dans des zones géographiques variées : 1’extréme nord,
I’arctique, les tropiques, les plus hauts sommets des montagnes et les déserts (Badji, 2006 ;
Pataraya et al., 2008). Leur nombre, est variable selon les biotopes, atteint souvent 10°
UFC/g de terre (Harvey, 1999, Pizzul, 2006). Le genre Streptomyces représente plus de 95%
des souches d’actinomycétales isolées dans la plupart des sols (Williams et Vickers, 1988 ;
Isik et al., 2014).

Dans les sols sahariens, les actinomycetes constituent 15 a 60% et parfois jusqu’a
85% de la microflore totale. Ce pourcentage augmente jusqu’a 91% dans les horizons situés
entre 1 et 2m de profondeur avec une prédominance des Streptomyces et parfois des
Actinomadura, des Micromonosporan et des Nocardioides (Sabaou et al., 1992, 1998).
D’autres genres peu fréquents a rares dans le monde, tels que Nocardiopsis, Saccharothrix,
Streptosporangium, Planomonospora, Planobispora sont retrouvés parfois en quantités
appréciables dans les sols des palmeraies (Sabaou et al., 1998; Boudjella, 2007).

3. Taxonomie et critéres de classification

3.1. Systématique des actinomycetes

Les actinomycetes sont des bactéries rattachées au phylum Actinobacteria, lequel
réunit des bactéries a Gram positif ayant un pourcentage élevé en « guanine-cytosine »
(supérieur a 55%). Leurs cellules tendent a se ramifier en formant un mycélium plus ou moins

différencié (Manual Bergey’s, 2012).

La taxonomie des actinomycetes repose actuellement sur I’étude des criteres

morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires.
3.2. Critéres d’identification
3.2.1. Criteres morphologiques

lls permettent de distinguer les principaux genres entre eux et englobent les
caractéristiques culturales et micromorphologiques, a savoir, le type du mycélium aérien
(MA) (fragmenté ou pas) et/ou le substrat (MS), la présence ou non de sporophores sur le
mycélium, la présence ou non de sporanges, de sclérotes ou de synnemata, la présence de
spores, leur taille, leur mobilité, leur disposition sur les hyphes, leur nombre et
I’ornementation de leur surface (spores lisses, rugueuses, epineuses, chevelues), et enfin, la
production et la couleur des pigments solubles sécrétés (PS). Parfois, il est possible de

classer une souche dans un genre donné en se basant sur des critéres micromorphologiques
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tout a fait évidents et particuliers comme par exemple pour les genres: Micromonospora,
Planobispora, Planomonospora, Spirillospora, Streptosporangium,.. etc (Manual Bergey’s,
2012).

3.2.2. Criteres chimiques

Si pour certains genres, les caractéeres morphologiques sont suffisants pour leur
reconnaissance, la grande majorité par contre nécessite une étude chimique de leurs
constituants cellulaires tels que Streptomyces, Actinomadura, Nocardia, Microtetraspora,
Nonomuraea, Nocordioides, Amycolatopsis, Pseudonocardia, Soccharothrix, Kitasatosporia,
Glycomyces (Boudjella, 2007).

Les études effectuées par Cummins et Harris (1956), Roman et Nickerson (1956) et
Hoareet worke (1957) citée par Becker et al. (1965) ont établi que les actinomycétes avaient
une paroi cellulaire de composition trés proche de celle des bactéries a Gram positif et ont
également indiqué que la composition chimique de la paroi cellulaire pourrait fournir des

méthodes pratiques afin de différencier les genres d’actinomycétes.

Becker et al.(1965), Yamaguchi (1965) et Lechevalier et Lechevalier (1970)
divisérent les actinomycetes en chimiotypes sur la base de I’analyse des acides aminés
pariétaux et des sucres cellulaires. Le tableau Il définit les chimiotypes selon lesquels a été

établie cette classification.

Les acides aminés pariétaux taxonomiquement importants sont 1’acide
diaminopimélique (forme isomérique LL ou méso DL), qui peut étre parfois remplace par la
lysine, 1’ornithine ou I’acide diaminobutyrique; la glycine peut étre présente ou absente

(Holt et al, 1994).

Les couples arabinose-galactose, xylose-arabinose, rhamnose-galactose, ou encore le
madurose (3-O-méthylgalactose), ont une importance taxonomique certaine (Lechevalier et
lechevalier, 1970; Holt et al., 1994).

Les lipides cellulaires tels que les acides mycoliques pariétaux (présence ou
absence), ainsi que les phospholipides et les ménaquinones membranaires (détermination du
type) sont aussi importants pour 1’identification des actinomycetes (Mordarska et al., 1972;
Lechevalier et al., 1977; Collins et al., 1980).
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Tableau I1: Chimiotypes rencontrés chez les actinomycetes

Chimiotype D.A.P. Gly. | Lys. | Orn. | D.AB. Sucres
Ara.+Gal. | Xyl.+Ara. | Rha.+Gal. | Mad.
LL DL

IC + - + - - - - - - -
1D - + + - - - - + - -
I B - + - - - - - - - +
Inc - + - - - - - - - -
E - + - - - - - - + -
v A - + - - - - + - - -
Vv - - - + + - - - - -
Vi - - - + - - - - - -
VIl - - + Y - + - - - -
VIl - - - - - + - - - -

I, II, 100, ..., VIII: définis par Becker et al. (1965) et Lechevalier et Lechevalier (1970) en se basant sur la forme LL ou DL de I’acide
diaminopimélique (DAP), la présence ou non de glycine (Gly.), de lysine (Lys.), de I’ornithine (Orn.) ou de I’acide diaminobutyrique (DAB).

A, B, C, D et E : définis par Lechevalier et Lechevalier (1970) en se basant sur les sucres taxonomiquement importants : ’arabinose (Ara.),
le galactose (Gal.), le xylose (Xyl.), le madurose (Mad.) et le rhamnose (Rha.).

(+) : présent. (-) : absent. v : variable suivant les especes d’un méme genre.

3.2.3. Criteres physiologiques

Ils sont basés sur la degradation de différents composés (glucides, lipides, proteines,
polymeres complexes, etc.), de résistance aux agents antimicrobiens et a divers agents

physico-chimiques (pH, température, salinité, etc.), et de plusieurs tests enzymatiques.

Les caracteres physiologiques discriminants permettent de différencier les espéces
appartenant @ un méme genre. Ces criteres ne sont cependant pas suffisants, pour
I’identification des espéces, car ils doivent étre complétés par des études moléculaires.

(Athalye et al., 1985; Meyer, 1989).
3.2.4. Criteres moléculaires

L’hybridation ADN/ADN a été réalisée pour la détermination des especes (Wayne et
al., 1987 , Euzeby, 2002), et le séquengage de I’ADN ribosomique 16S (pour 1’identification
des genres et des espéces) par la méthode de Stackebrandt et al. (1983) et le pourcentage
GC% (Stackebrandt et Woese, 1981). Ces critéres ont permis de tracer toute la phylogénie

des actinomycetes.
4. Importance des actinomycétes

La différenciation morphologique des Streptomyces est accompagnée d’une

différenciation métabolique. En effet, a la fin du cycle biologique, les Streptomyces
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produisent un grand nombre de métabolites secondaires tels que les antibiotiques, herbicides,
pesticides, antiparasites et enzymes (Hozzein et al.,, 2011), possedant des structures
chimiques et des activités biologiques trés variées qui n’existent dans aucun autre genre
bactérien. Les Streptomyces sont d’une grande importance dans I’industrie pharmaceutique,
du fait de la diversité considérable des composés biologiques actifs qu’ils produisent
(Thomson et al., 2004).

4.1. Importance dans le domaine industriel
4.1.1. Production d’antibiotiques

Les actinomycétes ont la particularité, pour un trés grand nombre d’entre eux, de
produire des antibiotiques. Depuis la découverte de la streptomycine par Waksman en 1943,
des centaines d’antibiotiques ont été isolés des actinomycétes et particuliecrement de

Streptomyces. En effet, ce genre est, de loin, le plus grand producteur (Figure 1).

Prés de 20% des antibiotiques sécrétés par les streptomycétes ont un pouvoir
antifongique, les 80% restants ont des propriétés assez diverses: antibactériennes,
antibactériennes et antifongiques a la fois, antihelminthes,....etc. (Buckingham, 1997). Le
tableau 111 (annexe 2) regroupe quelques antibiotiques produits par les actinomyceétes (Loucif,
2011).

De nombreuses autres molécules sont également élaborées par ces
microorganismes; certaines sont a activité antitumorale (carcinostatine, adriamycine,
anthramycine, daunomycine, anthracycline, etc.), herbicide, antiparasite comme 1’antimalaria
(distamycine), anticoccidienne, insecticide (avermictine, polyoxines, mylébémycine, etc.),
antivirale (mutactimycines) (Perry et al., 1990; Raty et al., 2002) et acaricide (altemicidines)
(Vandamme, 1985; Bycroft, 1988).

[
5% —_ Streptomyces

B Nocardia, Micromonospora, Actinoplanes et

Actinomadura
Genres rares

Figure 1 : Pourcentages d’antibiotiques produits par les principaux genres
d’actinomyceétes (Okami et Hotta, 1988).

(Les pourcentages sont donnés par rapport au total des antibiotiques d’origine actinomycétales).
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4.1.2. Production d’autres substances

Apres les antibiotiques, les enzymes représentent le second grand groupe de produits
d’intérét industriels synthétisés par les actinomycétes. Certaines sont utilisées en industrie
agro-alimentaire (ex : glucose isomérases) et dans les détergents (protéases) (Moreira,
2002). Les glycosidases jouent un rdle important dans la dégradation des biomasses végetales
(amylases et xylanases), animales et fongiques (chitinases). D’autres enzymes peuvent avoir
des applications medicales (neuraminidases, cholestérol oxydase), ou vétérinaires comme
additif nutritionnel pour le bétail (Oestergaard et al., 2001). Des molécules bioactives non
antibactériennes et non antifongiques sont également produites par les actinomyceétes (tableau
IV). Umezawa (1988) rapporte qu’une molécule produite par S. tsukubaensis posséde une
activité immunosuppressive semblable a celle de la cyclosporine, utilisée dans la chirurgie de
la transplantation des organes. Des antihistaminiques (Kase et al., 1986; Ohmori et al.,
1988), des antiviraux (Kim et al., 1998), des substances utilisées en neurothérapie (trouble du
systeme nerveux central et dégénérescence des neurones) (Murakata et al., 1998; Eder et al.,

2002), sont également produits.

Tableau 1V: Quelques exemples de molécules bioactives non antibactériennes et non

antifongiques produites par les actinomycetes (Loucif, 2011).

Actinomycéte producteur | Molécules bioactives \ Références
1/ Les agents antiparasitaires
Streptomyces sp. Trioxacarcine Maskeyet al., 2004
Streptomyces coelicolor Prodiginine Williamson et al., 2006
2/ Les agents antiviraux
Streptomyces antibioticus 9-B-D-arabinofuranosyladénine Madigan et al., 1997
Streptomyces sp. Panosialine Aoyagi et al., 2006
3/ L’agent hypocholestérolémique
Streptomyces hygroscopicus Rapamycine Chen et al., 1999
4/ Les agents antitumoraux
Nocardia asteroides Asterobactine Nemotoet al., 2002
Salinispora tropica Salinosporamide A Fenicalet al., 2006
Thermoactinomyces sp. Mechercharmycine Kanoh et al., 2005
Marinospora sp. Marinomycine Kwon et al., 2006
Streptomyces sp. Borrelidine Vino et Lokesh, 2008
Actinomadura sp. 1B-00208 Malet-Cascon,et al., 2009
5/ Les agents immunostimulateurs
Nocardia rubra Rubratin De boer et al.,2000
Streptomyces olivoreticuli Bestatine Ichinose et al., 2003
Kitasatosporia kifunense FR-900494 Iwamiet al., 2006
6/ Les agents immunosupprésseurs
Streptomyces filipinensis Pentalenolactone Uyedaet al., 2001
Nocardia brasiliensis Brasilicardine A Komatsu et al., 2005
7/ Les enzymes a application thérapeutique (anti-tumorale)
Streptomyces sp. L- asparaginase Saleem Basha et al., 2009
Streptomyces olivochromogenes L- glutaminase Balagurunatha et al., 2010
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4.2. Importance dans le domaine agronomique

Les actinomycétes ont un role important dans la biodégradation et le recyclage de la
matiére organique grace a leur capacité a dégrader des substances complexes et incapables
d’étre décomposées par les bactéries non mycéliennes et les champignons: les polymeéres
complexes, les polysaccharides, les lignines, les celluloses, la chitine, la kératine...etc
(Dommergues et Mangenot, 1970). lls participent donc activement a la fertilisation des sols
(Goodfellow et Williams, 1983).

4.3. Autres roles

Les actinomycétes sont impliqués dans la dégradation des hydrocarbures (Dixit et
al., 2000) et du phénol dans les déchets des industries textiles et des teintures (Bhathena et
al.,2002). Certaines especes d’actinomycetes se sont révélées capables de dégrader ou de
transformer des toxines produites par des champignons toxinogenes (mycotoxines) et de
réduire ainsi leur teneur dans les produits alimentaires (Holzapfel et al., 2002).

5. Le genre Streptomyces

Les actinomyceétes sont divisés en plusieurs genres en fonction d’un ensemble de
caractéres morphologiques (du mycélium, des conidies, des sporanges et d’autres structures)
et biochimiques (la composition en acides aminés de la paroi cellulaire, en glucides, en lipides
et en acides nucléiques (G+C%)). A partir de ces criteres, la classification de Bergey’s, 2012
réparti les actinomycétes en plusieurs groupes parmi lesquels on distingue le groupe 29 des

Streptomycetes et genres apparentés.

Selon le manuel Bergey’s, (2012), les Streptomyces appartiennent au phylum des
Actinobacteria (phyl. Nov) a la classe des Actinobacteria, a I’ordre des Streptomycetales
(ord.nov), a la famille des Streptomycetaceae, ou il représente le genre majoritaire (95,34 %).
Les Streptomyces sont des bactéries filamenteuses trouvées dans différents environnements,
principalement dans les sols. Etant des microorganismes immobiles, ils doivent faire face a
des conditions environnementales changeantes. Pour se développer, ils doivent rivaliser avec
d'autres micro-organismes pour les éléments nutritifs présents dans le milieu (Sa"nchez et al.,
2010). Leurs spores permettent la propagation de 1’espéce et la survie dans des conditions
défavorables. Dans certain cas il n’y a pas de production de spores, le mycélium alors se

fragmente et donne naissance a de nouveaux hyphes.
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Les Streptomyces sont des organismes aérobies strictes, a coloration de Gram
positive, chimioorganotrophes, catalase positive qui appartiennent a 1’ordre Actinomycetales
de la classe Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997). lls possédent un meétabolisme
oxydatif (Hodgson, 2000). La présence de ’acide LL diaminopimelique et de glycine et
I’absence de sucres caractéristiques est typique pour ce type de paroi cellulaire

(Stackebrandt et Schumann, 2006).

Les Streptomyces posseédent un ADN chromosomique linéaire de grande taille (>8
Méga base (Mb) en moyenne) ayant une composition en bases G et C élevée (% GC de 66 a
78%) (Madigan et Martinko, 2005), et génétiguement trés instables (nombreuses
mutations) (Dary et al., 1992).
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1. Les antibiotiques

Historique

La plupart des molécules employées pour le traitement des maladies infectieuses
bactériennes sont des antibiotiques (du grec anti : contre et bios : vie). Le mot "antibiotique"
fut utilisé pour la premiére fois en 1889 par Paul Vuillemin, qui proposa également le terme
"antibiote” pour les micro-organismes qui provoquent l’antibiose. La découverte de la

Pénicilline par Fleming ,1929 a ouvert la voie a d’autres recherches.

La période allant de 1944 a 1960 appelée "age d’or des antibiotiques”, fut marquée par
la mise en évidence des principaux antibiotiques, tels que la streptomycine (1944), la
chlorotétracycline (1945), le chloramphénicol (1947), la néomycine (1949), I’oxytétracycline
(1950), etc. Cette période est caractéerisée par le développement des premieres méthodes de
screening (Singh et Barrett, 2006).

La période entre 1960 et 1970 fut celle de la fabrication des antibiotiques semi-
synthétiques, obtenus par modifications chimiques ou enzymatiques des molécules naturelles.
L’antibiothérapie se trouva par la suite confrontée aux problemes des effets secondaires des
traitements et aux phénoménes de résistance de plus en plus importants de souches
pathogenes (Singh et Barrett, 2006).

Durant les années 70, I’amélioration des méthodes de criblage et des techniques de
purification des antibiotiques et la diversification des genres de microorganismes producteurs,
a conduit a I’augmentation du nombre d’antibiotiques nouveaux: 180 a 300 par année selon
Perlman (1977). Actuellement le nombre d’antibiotiques naturels d’origine microbienne

avoisine les 7500 molécules.
1.1. Définition des antibiotiques

Ce sont des produits du métabolisme secondaire a faible masse moléculaire
(Sa’nchez et al., 2010), généralement synthétisés a la fin de la phase exponentielle
(trophophase) et au début de la phase stationnaire (idiophase) (Bu’lock, 1965), non essentiel a
la croissance des organismes producteurs, mais trés important pour la santé humaine. Ils ont
des structures atypiques. Leur production résulte d'intermédiaires intracellulaires. lls sont
condensés en plusieurs structures complexes par des voies biochimiques définies. Leur
synthese peut étre influencée par la concentration de substances nutritives et la composition

de milieu de culture (Sa'nchez et al., 2010).
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Selon leur mode d’action sur les cellules, les antibiotiques sont bactéricides ou
bactériostatiques (Canu et Peter, 2001). Pour qu’il soit utilisable en pratique clinique, un
antibiotique doit se caractériser par une action spécifique sur les germes visés sans perturber
le fonctionnement des cellules de 1’hdte. Selon Yala et al., 2001 les antibiotiques sont définis

par leur :
* Activité antibactérienne (spectre d'activité),
« Toxicite sélective (mode d'action),
« Activité en milieu organique (pharmacocinétique),

* Bonne absorption et diffusion dans l'organisme.
1.2. Résistances aux antibiotiques

Pour étre efficace, un antibiotique doit parvenir au contact de la bacteérie, puis pénétrer
dans la cellule afin de se fixer a sa cible et perturber le fonctionnement du microorganisme,
sans étre detruit ni modifié. Les bactéries se défendent contre l'action des antibiotiques par

plusieurs mécanismes. La méme souche bactérienne peut cumuler plusieurs mécanismes:

- En se rendant imperméable a leur pénétration;

- En produisant des enzymes capables de les inactiver (Les P-lactamases, Les
céphalosporinases);

- En modifiant la structure de leurs cibles (modification des protéines liant les
pénicillines (PLP) ; modification du précurseur du peptidoglycane ; modification du
ribosome), diminution de la perméabilité de la paroi bactérienne, la mise en place

ou la multiplication de systémes d’efflux.

Ces résistances peuvent étre naturelles ou acquises consécutivement a des
modifications chromosomique ou plasmidique (mutations spontanées (20% des résistances)

ou échange par conjugaison d’un plasmide ou d’un transposon (80 % des résistances)).

2. Facteurs influencant la biosynthese des antibiotiques

2.1. Parameétres physico-chomiques

2.1.1 Effet du pH, de la température, de I’agitation et du temps d’incubation

Les conditions de culture comme le pH, la température, 1’agitation et le temps
d’incubation affectent énormément la production des métabolites secondaires (Smaoui,
2010). Selon Asanza-Ternuel et al., 1997, Chez Streptomyces aureofaciens, le changement

de pH pendant le procédé de fermentation peut induire des modifications de 1’équilibre entre
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la production du chlorotétracycline et de la tétracycline dans le milieu de culture ; un pH acide
favorise la production de chlorotétracycline et un pH basique favorise la sécrétion de
tétracycline. L’agitation affecte I’aération et le mélange des éléments nutritifs dans le milieu
de fermentation et par conséquent la production de métabolite secondaire. La concentration en

oxygene dissous est un paramétre important dans la production de métabolites secondaires.
2.1.2. Effet du taux de croissance

Beaucoup d’antibiotiques semblent étre produits a faible taux de croissance le cas pour
Saccharopolyspora erythraea, S.hygroscopicus, S.clavuligerus. C’est difficile de déterminer
le role du taux de croissance dans I’initiation de la synthése de meétabolites secondaire car il
n’est pas indépendant du phénoméne de limitation nutritionnelle. Autrement dit, une
limitation nutritionnelle provoque systématiquement une diminution du taux de croissance,
alors il n’est pas possible de faire la différence entre I’effet de limitation nutritionnelle et

I’effet du ralentissement du métabolisme primaire (Strub, 2008).
2.2. Parameétres nutritionnels influencant la production des antibiotiques

La nature et la concentration de certains composés dans le milieu de culture ont un
effet éminent sur la production des métabolites secondaires biologiquement actifs (Strub,
2008) particulierement chez les actinomycétes. Les sources de carbone, d’azote et de
phosphate affectent fortement la production d’antibiotique. L’épuisement de ces sources
nutritionnelles pourrait déclencher I’initiation de la synthése d’antibiotiques en permettant de

lever la régulation négative exercée par ces nutriments (Martin et Demain, 1980).
2.2.1. Influence des sources carbonées

Pour la plupart des microorganismes producteurs d’antibiotiques, une source de
carbone rapidement assimilable exerce une action négative sur la biosynthese (répression
catabolique ou (effet glucose)) (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990). La production
spécifique de métabolites secondaires s’avére souvent meilleure sur une source de carbone
complexe, plus difficilement métabolisable comme les polysaccharides (amidon, dextrines)
(Lebrihi et al., 1988 ; Louneés et al., 1995) et les oligosaccharides que sur une source de

carbone rapidement assimilable telle que le glucose ou le glycérol (tableau VIII Annexe 2)
2.2.2. Influence des sources azotées

La forme sous laquelle I’azote est apporté aux cultures influe sur les rendements. Les

ions ammonium exercent un effet négatif sur la production d’antibiotiques chez les
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actinomycetes, cela se traduit par un effet de la concentration d’un substrat naturel approprié

ou sous forme d’acides aminés lentement métabolisés (tableau IX annexe 2) (Loucif, 2011).
2.2.3. Influence des sources de phosphate

Si la croissance des micro-organismes réclame des concentrations en phosphate
variant 0,3 a 300 Mole, la synthése de tres nombreux métabolites secondaires est inhibée par
des concentrations trop élevées (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990). Le phosphate
inorganique inhibe la synthése des antibiotiques, chez les actinomycétes. Non seulement il
affecte le niveau de production des antibiotiques et les vitesses de formation mais il peut aussi
retarder le délai d’initiation de la synthése des métabolites secondaires (Gersh et al., 1979 ;
Dekleva et al., 1985).

2.2.4. Influence des sources de sels minéraux et d’oligoéléments

Le carbonate de calcium (CaCOg3) est souvent ajouté pour maintenir le pH aux
environs de la neutralité. Plusieurs chercheurs utilisent le CaCOj3 pour favoriser la croissance

bactérienne et augmenter la biomasse cellulaire, et par la méme, la production d’antibiotiques.

Le NaCl, augmente la perméabilité membranaire ce qui renforce 1’approvisionnement
de la cellule en précurseurs d’antibiotiques. Par exemple, la production de streptomycine et de
la tétracycline est améliorée par 1’addition de 0,5% et de 1% de NaCl respectivement, alors

que des concentrations plus élevées répriment la biosynthese.

La synthése de métabolites secondaires a une tolérance plus faible a la gamme de
concentration en oligoéléments que la croissance. Plusieurs oligoéléments (Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Zn, Mo), cofacteurs de la croissance des microorganismes, sont nécessaires a des
concentrations trés faibles environ (107M), parmi lesquels certains jouent un role important,

quantitativement et qualitativement, dans la biosynthése des antibiotiques (Strub, 2008)
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MATERIEL ET METHODES

Le présent travail a été réalisé en deux parties, la premiere a été effectuée au
laboratoire d’analyses médicales de la maternité de Targa Ouzemmour (Centre Hospitalo-
universitaire Bejaia) pour collecter des souches pathogénes. La deuxieme au Laboratoire de
Microbiologie Appliqué (LMA) de I'université Abderrahmane Mira de Bejaia qui a consisté a
tester 'activité de deux souches d’actinomycétes productrices de substances bioactives

appartenant a la collection de LMA vis-a-vis des souches collectées.
1. Collection de germes pathogenes

1.1. Prélevements biologiques
Divers préléevements biologiques ont été effectués a savoir:

1.1.1. Prélevements du pus

Ils ont été réalisés par écouvillonnage sur des abces ouverts. lls consistent, d'abord, a
nettoyer la périphérie de la plaie par de I'eau physiologique, puis, I’échantillon est prélevé sur
les traces purulentes. En leur absence, le prélevement a été effectué au fond de la plaie qui est
peu accessible aux contaminants. Deux écouvillons ont été realisés pour chaque prélévement,
un pour I'examen direct apres coloration et l'autre pour la culture. Dans le cas ou l'abces est
fermé le pus est recueilli par une seringue, apres desinfection superficielle a I'alcool (Raoult,
2013).

Les prélevements sont acheminés, immédiatement, au laboratoire d’analyse médical de

la maternité. Ils sont analysés dés I’arrivée ou conservé a +4°C.
1.1.1.1. Examen bactériologique de pus

L’écouvillon a ét¢ incubé dans 0,5ml de bouillon nutritif pendant 15min afin de
revivifier les germes prélevés. Ces derniers ont été ensemences sur milieu de culture de base
(gélose nutritive) et sur de milieu chromogéne d’orientation [CHROMagar Orientation (BD)]
pour la détermination des germes banaux. Alors que la gélose au sang frais et la gélose au
sang cuit ont été utilisés pour les bactéries exigeantes en anaérobiose. Des milieux sélectifs
ont ¢été utilisés selon 1’aspect des bactéries a la coloration de Gram, ou selon I’indication

clinique.

e Milieu Chapman: Staphylocoques ;

e Milieu Hektoen: Entérobactéries.

Les milieux aérobies ont été incubés a 37°C pendant 18 a 36 h a 37°C, alors que les

milieux anaérobies I’ont été de 2 a 5 jours a la méme température.
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1.1.2. Prélevement des Leucorrhée (pertes vaginales)

L’examen cytobactériologique des leucorrhées a consisté a prélever des cellules
endocervicales par brossage. Puis les cultures ont été effectuées sur un milieu spécifique pour

la recherche des Chlamydiae et de mycoplasme.

N.B.: Ces prélévements sont effectués par le patient lui-méme en différents endroits de
I'appareil génital. Aprés nettoyage soigneux de [’exocol, un écouvillon a été introduit jusqu’a
la cavité fusiforme de [’endocol et, par un frottement léger et prolonge, [’écouvillon va

collecter des sécrétions cervicales et des cellules endocervicales.

Ces prélevements ont été transportés rapidement pour étre ensemencés car le

gonocoque et les anaérobies ne supportent pas les transports prolongés. (Raoult, 2013).
1.1.2.1. Examen cytobactériologique de leucorrhée
a. Examen macroscopique

Cet examen consistait a révéler la couleur, I’odeur et le pH des sécrétions vaginales

qui sont des éléments important du diagnostic.

b. Examen bactériologique

La culture a éte faite sur gélose nutritive, gélose chromogéne d’orientation
[CHROMagar Orientation (BD)], sur gélose au sang cuit pour la recherche des Neisseria
gonorrheae incubée en anaérobiose, sur gélose au sang frais pour la recherche de divers
bactéries a Gram positif dont Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus et sur gélose
Hektoen pour la recherche des Gram négatifs, en particulier les entérobactéries qui ne seront

prises en considération que si elles sont abondantes, en 1’absence d’autres germes.

Les cultures aérobies ont été incubées de 18 a 36 h & 37°C, alors que les milieux

anaérobies I’ont été de 2 a 5 jours a la méme température.
1.1.3. Prélevement du liquide céphalo-rachidien

Dans le diagnostic d’une méningite aigué 1’examen cytochimique du liquide céphalo-
rachidien (LCR) permet de reconnaitre ou de suspecter une étiologie bactérienne justifiant un

traitement antibiotique immédiat.

Les ponctions lombaires ont été realisees avec une asepsie rigoureuse. Elles sont
pratiquée par un médecin spécialiste entre les vertébres L4 et L5 ou entre L3 et L4. 3ml de

LCR ont ete recueillis dans 3 tubes stériles en verre numerotes qui ont servi respectivement a
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I’examen biochimique, microbiologique et cytologique. Pour la parasitologie-mycologie, en
particulier pour la recherche de Cryptocoques, un prélevement supplémentaire a été effectue.

L’acheminement du LCR vers le laboratoire doit se faire sans délai et a 1’abri de la lumiére.
a. Examen bactériologie
e Examen direct apres coloration de Gram

Un frottis a été préparé avec une goutte du culot de centrifugation du LCR, fixé puis
coloré au Gram. Le frottis est ensuite examiné au microscope, a I’objectif X 100 a immersion.
Cet examen est trés important car il permet un diagnostic étiologique présomptif rapide. Il est

généralement positif & partir de 10* & 10° UFC/ml. 1l permet d’identifier:

- Des diplocoques en grain de café, Gram négatif intra ou extra leucocytaire évoquant
Neisseria meningitidis ou le méningocoque; Diplocoques a Gram positif, lancéolés en flamme
de bougie, capsulés, parfois en courtes chainettes évoquant le Streptococcus pneumoniae ou

pneumocoque ;

- Haemophilus influenzae se présente comme des petits bacilles ou des coccobacilles a
Gram neégatif, polymorphes.

e Culturedu LCR

Les cultures ont été réalisées sur milieux gélosés riches (Gélose au sang cuit et frais)

incubées dans des jarres d’anaérobiose, puis incubées a 37°C pendant 24 h a 5 jours.
1.1.4. Prélévement des urines

Les prélévements des urines ont été effectués sur des nourrissons par les infirmiers du
service, aprés desinfections en utilisant des collecteurs stériles, 1’urine est en suite transvasée
dans un flacon stérile. Alors que les prélevements sur les patients adultes ont été effectués par

autoprélévement sur flacon stériles, aprés sensibilisation sur la méthodologie a suivre.
1.1.4.1. Examen cytobactériologique des urines

1.1.4.1.1. Examen bactériologique

a. Isolement des germes pathogenes a partir de matériel biologique

Un volume de 0,1ml d’urine bien mélangee a été dilué dans 9,9ml d’eau distillée stérile,
puis 0,1ml de cette dilution a été étalée sur une gélose nutritive avec un rateau préalablement
stérilisé. Parallelement, 0,1ml de la méme dilution a été ensemencé sur un milieu sélectif

Hektoen, sur milieu d’enrichissement (Gélose au sang) et sur milieu Sabouraud.

17




MATERIEL ET METHODES

Les milieux ont été incubés de a 37°C pendant 18 a 36 h en conditions aérobies, alors que
les anaérobies 1’ont ét¢ de 2 a 5 jours a la méme température en conditions anaérobies (jarre

d’anaérobiose).

La numération s’est faite selon la formule de KASS :

N (bactéries /ml) = n. 102 10

Avec n: Nombre de colonies sur la boite.
10% Inverse de la dilution.
10: Inverse de I’inoculum.
Le nombre de colonie (n) sur la boite a été estimé comme suit :

- 1-9 colonies représente environs 10° Bactérie/ml: Culture négative (pas d’infection);

-10-99 colonies représente environs 10* Bactérie/ml: Culture douteuse (Présence

éventuelle d’une infection);

- plus de 100 colonies représente environs 10° Bactérie/ml: Culture positive (présence
d’une infection urinaire) (KASS, 1960).

1.5. Identification des germes pathogeénes isolés

L’identification est I’étape commune aux quatre prélévements cités plus haut qui
précéde toujours I’antibiogramme. La colonie est prélevée a partir des cultures pures
présentant des colonies différenciables par leur aspect, forme, taille, bord, surface et

chromogeneése.

Au terme de la période d’incubation, I’aspect des colonies ayant poussées sur le milieu
de culture utilisé est examiné. Si la culture est polymicrobienne, des repiquages successifs
sont réalisés afin de purifier les souches isolées. L’identification des souches purifiées est
réalisée sur la base de la coloration de Gram, la catalase, 1’oxydase et la galerie biochimique

classique.
1.5.1. Coloration de Gram

L’échantillon a été étalé sur une lame et fixé a la chaleur suivi d’une coloration de

Gram.
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1.5.2. Test de la Catalase

Pour ce test une colonie bactérienne a été étalée sur une lame de verre propre, une
goutte a 3% de peroxyde d'hydrogene est par la suite ajoutée. L’apparition d’effervescence

apres 10 secondes de contact est témoin d’une réaction positive.
1.5.3. Test d’Oxydase

Avec un écouvillon stérile, une a deux colonies de bactéries bien isolées ont été
prélevées, 1 a 2 gouttes d’oxydase ont été¢ versée sur 1’écouvillon. Une réaction positive se
traduit par le développement d’une couleur violette dans un intervalle de 10 a 30 secondes,
dans le cas contraire la réaction est négative. Les résultats ne doivent pas étre lus avant 30s

pour éviter les faux positifs qui peuvent se développer.
1.5.4. Galerie biochimique classique
1.5.4.1. La recherche de la nitrate réductase

Le bouillon nitraté permet de mettre en évidence la nitrate réductase qui réduit le
nitrate NO3 en nitrite NO,. Ce milieu a été ensemencé avec la suspension bactérienne, puis
incubé a 37°C pendant 24 a 48 h. La révélation s’est faite en ajoutant deux réactifs : NRI
(Acide sulfamilique) et NRII (a naphtylamine) et la lecture des résultats a été faite par rapport

au changement de couleur du milieu (annexe 3).
1.5.4.2. Fermentation des sucres et production de gaz

La suspension bactérienne a été ensemencée en stries serrées toute en long de la pente

et par piqlre centrale dans le culot de la gélose TSI, la lecture se fait apres 18 h d’incubation a

37°C (annexe 3).
1.5.4.3. Utilisation de citrate

La pente de la gélose Citrate de Simmons a été ensemencée par des stries
longitudinales par une suspension bactérienne. L’incubation a été effectu¢e a 37°C, pendant
24 h jusqu’a 7 jours pour certaines bactéries. L’utilisation du citrate se traduit par une

croissance sur la pente et un virage de la couleur du milieu au bleu suite a son alcalinisation.
1.5.4.4. Etude de la voie fermentaire (test RM et VP)

Afin de mettre en évidence la voie de fermentation, le milieu Clark et Lubs a été
ensemence a partir de la suspension bactérienne et incubé a 37°C pendant 24 h. A I’issu de la

période d’incubation, le contenu du tube est partagé dans deux tubes et la lecture s’est faite
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aprés I’ajout des deux réactifs VPI (solution d’alcool : a naphtol) et VPII (solution

d’hydroxde de potassium) qui induisent le changement de couleur du milieu (Annexe 3).
1.5.4.5. Etude de la mobilité et de la fermentation du mannitol

Le milieu Mannitol-mobilité a été ensemencé par piqire centrale a I’aide d’une pipette

Pasteur puis incubé a 37°C pendant 24 h.

e Lafermentation du mannitol se traduit par une coloration jaune du milieu.
e La mobilité est confirmée par la formation d’un voile qui diffuse de part et d’autre de

la strie d’ensemencement.
1.5.4.6. Recherche de I’uréase et de la production d’indole

Ces deux parameétres ont été recherchés simultanément sur le milieu Urée-Indole. A
partir d’une suspension bactérienne, le milieu Urée-Indole a été ensemencé puis incubé a
37°C pendant 24 h.

e La présence d’une uréase Se traduit par le virage de la couleur du milieu au rose.
e La production d’indole se manifeste par I’apparition d’un anneau rouge en surface

apres ajout de quelques gouttes du réactif de Kovacs.
1.5.4.7. Test de la Coagulase

Plusieurs colonies bactériennes ont été mises en suspension dans 0,5ml de plasma, la
réaction se produira plus rapidement si la suspension bactérienne est dense. L’incubation a été
réalisée a 37°C et I’examen effectué apres 2, 4, et 24 h. Si la réaction est positive au bout de 2

ou de 4 h, il n’est plus nécessaire d’incuber plus longtemps.

e Réaction positive : Gélification partielle ou totale du plasma.

e Réaction négative : Pas de prise en masse du plasma au bout de 24 h.
1.6. Antibiogramme

Les antibiogrammes ont été réalisés par la methode de diffusion en disque selon « la
standardisation de I’antibiogramme a 1’échelle nationale » (médecine humaine et vétérinaire,
2011), 6°™ Edition du document édité en collaboration avec ’OMS. Les antibiotiques utilisés

pour évaluer la sensibilité et la résistance des bactéries collectées sont énumérés dans 1’annexe

3.

A partir d’une culture pure sur milieu d’isolement, 3 a 5 colonies isolées et identiques

ont ét¢ ensemencees dans 5 ml d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne d’une
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DO de 0,5 lue a 625 nm a été ensemencée sur milieu Mueller Hinton (annexe 3). Les

diamétres des zones d’inhibition obtenues sont mesurés avec un pied a coulisse.

2. Etude de P’antagonisme des souches de Streptomyces productrices de

substances bioactives vis-a-vis des germes collectés

2.1. Origine des souches

Afin de réaliser ce travail, deux souches d’actinomycétes du genre Streptomyces :
Streptomyces sp. BS30 et Streptomyces sp. SY-BS05 ont été utilisées. Les deux souches
appartenant a la collection du LMA de I’université de Bejaia ont été isolées par M
SOUAGUI Y. dans le cadre de sa thése de doctorat, a partir d’un sol aride du sud Algérien
[wilaya de Ghardaia (BS5) et Boussaada (BS30)].

Les souches montrent des caractéristiques typiques du genre Streptomyces. En effet,
cela a été confirmé par une identification moléculaire sur la base du séquencage du gene
ARNr 16S, une des séquences a été déposée dans la base de donnée GenBank sous le nom

« Streptomyces sp. BS30 » et le numéro d’accession (JX845561).

Elles ont été conservées dans des tubes de gélose inclinée contenant le milieu

Williams (M2), a 4°C et en plusieurs exemplaires.

2.2. Revivification des actinomycetes

Les deux souches étudiées ont été mises dans un milieu liquide M2 afin de les
revivifier, puis les ensemencements ont été réalisés jusqu’a 1’obtention d’un tapis bactérien
bien chargé. La composition de ce milieu M2 modifié est donnée en annexe 4.

2.3. Préparation de I’inoculum des Streptomyces

Les deux souches de Streptomyces ont été cultivées sur milieu M2 dans des boites de
Pétri puis incubées pendant 14 jours a 30°C. La suspension de cellule de Streptomyces a été
préparée en ajoutant 15ml d’eau distillée stérile a chaque boite de Pétri et les colonies de
Streptomyces ont été raclées avec une anse en platine. La suspension obtenue a été filtrée
stérilement sur coton cardé qui retiendra le mycélium et laissera passer les spores. La
suspension de spores a été ajustée avec de 1’eau stérile pour avoir une DO égale a 0,3 a 540nm

(Soares et al., 2007). L’inoculum a été préparé avant chaque utilisation (extemporanément).
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2.4. Etude de I’influence deux parametres physiologiques de croissance
24.1. LepH

Les souches de Streptomyces sp. BS30 et Streptomycessp.SY-BS5 ont été
ensemencées sur milieu M2 ajusté a différents pH 5, 6, 7, 8, 9, 10,11 et 12, en utilisant des
solutions d’HCI1 et de NaoH. Aprés incubation a 30°C, la croissance de la souche a été évaluée

chaque jour pendant 14 jours, en utilisant trois niveaux d'appréciation usuelle:
1/ Croissance faible ou absente (+/-).
2/ Croissance moyenne (colonies éparses) (++).
3/ Bonne croissance (tapis chargé) (+++).

2.4.2. Effet de chlorure de sodium (NacCl)

Afin de déterminer la concentration optimale de croissantes, les souches ont été
cultivées sur milieu M2 contenant des concentrations croissantes en NaCl : 0,5, 1, 2, 3, 4,5, 6
et 7% (m/v). Les boites ont été incubées a 30°C pendant 14 jours.

La croissance des souches a été évaluée visuellement chaque jour, en suivant les

mémes niveaux d’appréciation utilisés pour le test précédent.
2.5. Mise en évidence des activités antimicrobiennes des Streptomycétes testés

Pour mettre en évidence les activités antimicrobiennes des souches étudiées et essayer
de cerner leur spectre d’activité, notre collection de 86 bactéries et 2 Candida albicans
pathogénes isolées du CHU Targa Ozemmour, en plus 6 bactéries et 8 champignons

filamenteux de référence ont été utilisés.
2.5.1. Microorganismes cibles

L’activité antibactérienne des souches de Streptomyces étudiées a été mise en évidence
vis-a-vis des bactéries pathogénes collectées a partir de liquides biologiques des patients
hospitalises au niveau de CHU Targa Ozamour et de bactéries de références (ATCC) obtenues
auprés de Dinstitut Pasteur d’Alger, L’activité antilevurienne a été testée sur Candida
albicans isolées durant la premiére partie de notre travail expérimentale réalisée au CHU du

Bejaia (voir chapitre I).

L’activité antimoisissure des souches Streptomyces sp. BS30 et Streptomyces sp. SY-
BS5 a été réalisée sur les champignons filamenteux de référence provenant de I’ENS Kouba

ainsi que sur Botrytis cinerea provenant du laboratoire de mycologie de la faculté des
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Sciences de la nature et de la vie de I’université de Bejaia. Les germes utilisés sont rapportés

dans le tableau X ci-dessous.

Tableau X: Microorganismes cibles utilisés

Germes collectés

Bactéries de références

Moisissures de références

Bactéries :
Serratia marcescens
Acinetobacter baumannii
Escherichia coli
Shigella sonnei
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter diversus
Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus saprophyticus
Levure :
Candida albicans
Moisisssure :
Botrytis cinerea

Bactéries Gram négatives :
Escherichia coli ATCC 259322
Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Bactéries Gram positives :
Listeria innocua Clip 74915
Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus aureus (SARM)
ATCC 43300
Staphylococcus aureus ATCC
25923

Aspergillus parasiticus CB5
Aspergillus flavus NRRL 3251
Aspergillus ochraceus NRRL 3174
Aspergillus carbonarius A731
Aspergillus niger 939N
Mucor ramannianus NRRL 1829

2.5.2. Standardisation des inocula des germes cibles

Apres revivification des souches, un repiquage de chaque souche sur un milieu

specifique est effectué.

La méthode de standardisation des germes cibles utilisée est celle des suspensions

dilutions, accompagnée d’une mesure de la densité optique a 625 nm jusqu’a obtenir une DO
allant de 0,08 a 0,1 (CA-SFM/EUCAST, 2014) de la solution mere suivie par un
dénombrement sur boite pour les bactéries et sur cellule de Malassez pour les moisissures
(suspensions de spores). La charge de 1’inoculum utilisé est de 10° UFC/ml pour les bactéries
(Isu et Onyeagba, 2006) et C. albicans et de 10° spores/ml pour les champignons
filamenteux (Matan et Matan, 2008).

2.6. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne sur milieu solide
2.6.1. Technique des cylindres d’Agar (Tortorano et al., 1979 ; Lee et Hwang, 2002)

Les souches de Streptomyces ont été ensemencées en stries serrées a la surface du
milieu M2 a 2% de NaCl et a pH8. Aprés 10 jours d’incubation a 30°C, des cylindres de
gélose de 6 mm de diametre sont découpés stérilement a I’aide d’un emporte pieces a partir de

ce milieu et déposés a la surface du milieu Muller Hinton (4 mm d’épaisseur) semi solide (8g
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d’agar) préalablement ensemencé par ecouvillonnage avec les bactéries-tests, selon la
technique de la NCCLS, (2003). Les champignons a 5 jours d’incubation sont ensemencés a

la surface de ’extrait de malt.

Les boites de Pétri portant les cylindres d’agar sont placées deux heures a 4°C pour
permettre la diffusion des substances actives tout en empéchant momentanément la croissance
des microorganismes cibles, les zones d’inhibition sont mesurées apres 24 h d’incubation a

37°C pour les bactéries et apres 48 h a 28°C pour les champignons filamenteux.
2.7. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne sur milieu liquide

Des pré-cultures sont préparées a partir des inocula d’une DO de 0.3 a 540nm de
chacune des deux souches dans des tubes a essai contenant 5ml du milieu liquide M2, Apres 3
jours d’incubation a 30°C, 5ml de la pré-cultures (& raison de 10%) ont été utilisés pour
ensemencer 50ml du méme milieu liquide contenant dans un erlenmeyer de 250ml. Les
cultures sont incubées & 30°C pendant 14 jours sous agitation a 250 rpm/min.

2.7.1. La technique des puits (cité par Nouasri, 1996)

L’activité antimicrobienne est vérifiée par la méthode de diffusion des puits d’agar sur
gélose nutritive molle (8g d’agar) pour les bactéries et sur gélose a 1’extrait de malt pour les

champignons filamenteux.

Deux cent microlitres de surnageant de culture sont déposés dans des puits de 6mm
de diametre. Ces derniers sont réalisés dans des boites de Pétri préalablement ensemencées
avec le germe test & raison de 10° UFC/ml (bactéries) et & raison de 10° spores/ml
(champignons). Les boites sont mises 2 h a 4°C afin de permettre la diffusion des
substances bioactives tout en inhibant momentanément la croissance du germe-cible. Par la
suite, les boites sont incubées 24 h a 37°C pour les bactéries et 48 a 72 h a 28°C pour les
champignons filamenteux, le diamétre des zones d’inhibition des germes est ensuite mesuré.
Toutes les zones d’inhibition autour des puits, méme de faible diamétre, sont considérées

comme résultats positifs.
2.7.2. Technique des disques (Barry et al., 1970)

Des disques de papier Whatman n°4 stériles de 6mm de diamétre imbibés avec deux
cent microlitres de surnageant de culture par fractions, ont été prélevés dans des conditions
stériles et séchés sous un courant d’air stérile. Les disques sont, ensuite, déposés sur gélose
nutritive molle préalablement ensemencée par un microorganisme-test. Les boites sont

incubées a 37°C aprés une pré-diffusion de deux heures a 4°C. La mesure des diamétres
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d’inhibition est effectuée apres 24 a 48 h d’incubation pour les bactéries et aprés 48 a 72 h a

28°C pour les champignons filamenteux.

La lecture des résultats est réalisée aprés 24 h. Toute zone d’inhibition de la croissance

autour des disques, méme de faible diametre, est considérée comme résultat positif.
2.8. Cinétique de la production et de la biomasse

L’étude de la cinétique de production des substances bioactives et de biomasse a été

réalisée en vue de déterminer le temps de production optimale.

Afin d’évaluer quotidiennement la cinétique en évitant la contamination des cultures,

14 culture liquide ont été préparé.
2.8.1. Cinétique de croissance par mesure du poids sec

Elle consiste a peser la biomasse cellulaire contenue dans un volume de culture connu.
Pour mesurer le poids sec de chaque échantillon, 10ml de culture ont été prélevés et mis dans
des godets préalablement séchés et tarés. Ensuite les tubes ont été centrifugés a 7000 rpm
pendant 15min, le culot a été récupéré et lavé. Les godets ont été ensuite placés dans une
étuve a 40°C pendant 24 h, puis pesés apres refroidissement et déshumidification dans un

dessiccateur.

Le poids sec ainsi déterminé est rapporté a un millilitre de volume de fermentation

(exprimé en milligramme de matiére seche par millilitre de milieu de culture).
2.8.2. Cinétique de production par mesure du diamétre de la zone d’inhibition

L’évolution de la production de molécules bioactives a été réalisée suivant la méthode
précédente, le surnageant obtenu a servi pour la réalisation des tests d’activité
antimicrobienne par la méthode des puits vis-a-vis des germes les plus sensibles (bactéries,
champignons) révélés par la méthode des puits effectué précédemment.

Le diamétre des zones d’inhibition autour des puits a ¢été mesuré apreés 24h
d’incubation a 37°C pour les bactéries et 48h a 5 jours d’incubation a 28°C pour les

champignons filamenteux.
2.9. Optimisation de la production des molécules bioactives par la BS30
2.9.1. Choix du milieu de production

Les cing milieux de culture M2, ISP2, Bennett, GLM et AF avec divers sources

d’azote et de carbone (voir annexe 2 pour la composition) ont été utilisés pour déterminer
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celui qui permet d’obtenir une production optimale en substances bioactives. Les milieux
solides ont été ensemencés par I’inoculum de la souche BS30 puis incubé a 30°C pendant 10

jours.
2.9.2. Détermination des teneurs optimales des sources d’azote et de carbone

Ce test a pour but de déterminer les teneurs optimales des deux éléments qui

permettent une meilleure production des substances bioactives de la souche étudiée.

La production des substances antimicrobiennes par la souche de Streptomyces sp.SY-
BS30 sur le milieu solide M2 a différentes concentrations en source de carbone (concentration
d’amidon 8, 9, 10, 11 et 12g) et d’azote (concentration de caséine 0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 et 0,50)

a été mise en évidence par la technique des cylindres d’Agar.
2.10. Analyse statistique

Les résultats de la présente étude ont été analysés avec le logiciel STATISTICA 5.5.

L’analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée avec un risque d’erreur de 5%.
2.11. Extraction et purification partielle des molécules bioactives synthétisés
2.11.1. Extraction a partir d’une culture sur milieu liquide

Aprés avoir réalisé des cultures liquides sur Erlenmeyers pour la souche BS30 et
I’obtention du filtrat de culture, une extraction par des solvants a différentes polarités a été
effectuée sur le filtrat et le culot de culture liquide.

e A partir du filtrat de culture (Badji et al., 2006)

Afin d’obtenir le meilleur taux d’extraction, quatre solvants de polarité croissante sont
utilisés ; le n-hexane, le benzéne, n-butanol et 1’acétate d’éthyle. L’extraction des
molécules bioactives a été réalisée en mélangeant le filtrat dans une ampoule a
décanter avec un volume égal de solvant. La phases organique a été récupérée et
concentrée a sec au rotavapeur a 40°C, puis reprise dans 3ml de méthanol. Le résidu a

été stérilisé par filtration (filtre millipore 0,45um).
e A partir du mycélium

La méthode utilisée est celle de Mechlinski (1978). Le mycelium est récuperé apres
filtration et lavé 3 fois a 1’eau distillée par centrifugation a 3000 rpm pour se

débarrasser des impuretés et autres résidus du milieu. Le culot mycélien est égoutté, et

26



MATERIEL ET METHODES

immergé dans du méthanol (50 mg dans 1 ml de méthanol). Le mélange est

homogénéisé par agitation magnétique pendant 2 h a température ambiante.

L’extrait méthanolique est ensuite récupéré par filtration sous vide puis concentré a
sec a 40°C a I’aide d’un Rotavapor. Le résidu sec a été repris dans 3ml de méthanol, stérilisé

par filtration (filtre millipore 0,45um).

L’activité inhibitrice des différentes phases organiques obtenues est testée par

antibiographie (méthode des puits). Le méthanol 95% est utilisé comme témoin négatif.

La lecture des résultats s’effectue en mesurant le diameétre des zones d’inhibition

autour des puits aprés 24 a 48h d’incubation.
2.11.2. Extraction a partir d’une culture sur milieu solide (Pimentel-Elardo, 2010)

La souche Streptomyces sp.BS30 a été cultivée sur milieu M2 et incubée a 30°C
pendant 10 jours. La masse mycélienne avec le milieu ont été découpés en petits morceaux et
maceérés pendant une nuit dans 200 ml de n-butanol, la solution résultante a été filtrée en
utilisant du papier filtre Whatman N°4 sous vide, le culot obtenu a été soumis a une deuxieme
extraction avec le n-butanol dans les mémes conditions. Les deux filtrats obtenus ont été
combinés et sechés par evaporation rotative. L’extrait sec du mycélium a été récupéré dans

3ml de méthanol.

L’activité inhibitrice des différentes phases organiques obtenues est testée par

antibiographie (méthode des puits). Le méthanol 95% est utilisé comme témoin négatif.
2.12. Purification partielle des substances bioactives sur chromatographie couche mince
2.12.1. Préparation des plaques de gel de silice

Pour préparer la phase stationnaire (plaques de silices), 40 g de silice sont ajoutés a
100 ml d’eau distillée, le gel obtenu est instantanément étal¢, de maniére uniforme, sur des
plaques en verre (20 x 20 cm) en utilisant 1’étaloir de Desaga réglé de manicre a obtenir une
couche de 0,25 mm d’épaisseur. Les plaques ont été séchées durant une nuit a 37°C. Elles

sont activées a 100°C pendant 1 h avant 1’utilisation.
2.12.2. Développement des plaques et sélection du systéeme d’élution

Les cuves rectangulaires utilisées contiennent 100ml de solvants. L’atmospheére des
cuves est saturée pendant deux heures avec les vapeurs des solvants cités ci-dessous, avant

I’introduction des plaques de silice.
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Les systemes de solvants utilises sont :

- B.A.E. : n-Butanol - Acide acétique - Eau (60: 20: 20 ; (v: v: V)).

- HDM : n-Hexane - Dichlorométhane - Méthanol (70: 30: 4 ; (v: v: V)).
- A.M.: Acétate d’Ethyle - Méthanol (100: 15; (v: v)).

- Ac.: Acetone (100 (v))

100 pl des extraits butanoliques mycéliens ont été déposés sous forme de spots a 3 cm
du bord inferieur des plaques (Boudjella, 2007). Ces derniers sont séchés sous un courant
d’air entre chaque application pour donner la plus petite surface possible au dépét. La
chromatographie est arrétée lorsque le front du solvant a parcouru une distance avoisinant les
15 cm a partir du dépdt. Les plagues sont séchées avant de passer a la révélation des

chromatogrammes. Les méthodes de révélation utilisées sont les suivantes:
e Révelation sous lumiére UV

En exposant la plague a une source de radiation UV de 365 nm (fluorescence) et de
254nm (absorption), certains composés apparaissent sous forme de taches brillantes. Les
taches sont alors délimitées, ce qui permettra de situer les substances actives entre elles et par

rapport aux composés non actifs. Ceci facilitera ultérieurement le processus de purification.

e Révélations microbiologiques ou bioautographie

La méthode utilisée pour la réalisation de la bioautographie est celle de Betina (1973).
Elle consiste, d’une part, a détecter les taches actives présentes dans les extraits en
déterminant leur nombre et leur rapport frontal Rf, et d’autre part, a choisir le meilleur
systeme de solvant de migration permettant de mieux séparer les antibiotiques entre eux
ou des autres composés non actifs.

Les plaques de gel de silice sont placées a I’étuve (37°C) pour évaporer les solvants
qui empécheraient les microorganismes de croitre. Chaque plaque est ensuite placée
horizontalement sur des supports en verre dans une boite en polyéthyléne (22 x 24 cm)
contenant a sa base un papier filtre imbibé d’eau sterile qui maintiendra une atmosphere
humide et retardera ainsi la dessiccation de la gélose au cours de 1’incubation. Le dispositif est
ensuite stérilisé sous UV a 254 nm durant 45 min. Parallelement, 50 ml d’une gélose nutritive
molle en surfusion (45°C), sont ensemencés avec 1 ml d’une suspension de germe-test
Staphylococcus aureus. Le milieu ensemencé est réparti avec une pipette stérile sur les
plaques de gel de silice sous forme de film fin et uniforme. Apres solidification de la gélose,

les boites sont mises a 4°C pendant 2 h puis incubées a 37°C.
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La lecture se fait aprés 24 & 48 h. Les zones d’inhibition des taches actives sont alors

observées et le Rf (rapport frontal) substances actives est calculé selon la formule suivant :

Rf __distance de migration entre dépot et tache active
distance de migration entre dépdét et front du solvant

e Révelations chimiques des molécules bioactives (Merck, 1975)

Apres avoir choisi le meilleur solvant de migration et déterminé les Rf des
antibiotiques par bioautographie, d’autres plaques sont développées dans les mémes
conditions. Celles-ci vont servir a des réveélations par des solutions chimiques cité ci dessous

et ce, dans le but d’avoir un apercu sur la nature chimique des molécules bioactives.
- Le diphénylamine-aniline: révélateur des glucides.
- La ninhydrine: révélateur des amines, des acides aminés et des oses amines.

-La vanilline-acide sulfurique: réveélateur des alcools supérieurs, des stéroides et des

huiles éthérées.
- Le formaldéhyde-acide sulfurique: révélateur des substances aromatiques
polycycliques.

La surface des plaques est alors pulvériseée par les différents révélateurs chimiques.
Les taches apparaissent soit a froid, soit apres un chauffage de 5 a 10 min a 100°C. Les

différentes méthodes et la composition des révélateurs sont détaillées en annexe 5.
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1. Collection de germes pathogénes
1.1. Prélévement, isolement, identification des germes pathogénes

Cette partie est consacrée a 1’isolement, I’identification et 1’évaluation de la sensibilité

aux antibiotiques de germes pathogenes apres leurs préléevements et isolement.

Quatre-vingts seize prélevements pathologiques humains ont été réalisés a partir des
liquides biologiques (urine, pus, liquide céphalorachidien, leucorrhée), durant le mois de
février de I’année 2014, au niveau de la maternité Targa Ouzemmour du Centre Hospitalo-
Universitaire (CHU) de Bejaia. Le prélevement est choisi en tenant compte du type de
pathologie infectieuse, des espéces bactériennes les plus fréquemment mises en cause dans
cette pathologie et des taux de résistance vis-a-vis des antibiotiques habituellement utilisés ou

recommandés pour cette pathologie (Noussaira et Nicolas-Chanoinea, 2007).

Ces prélévements biologiques ont permis d’avoir quatre-vingts et onze isolats.
Soixante-quatre bactéries ont été trouvées dans les urines, vingt et une dans les pus et cing

dans les leucorrhées.
1.1.1. Examen bactériologique de pus

Vingt et un prélevements de pus ont été réalisés a partir de plaies chirurgicales
(césariennes, fibromes), suppuration secondaire dues a des actes chirurgicaux (surinfections a
bactéries opportunistes).

1.1.1.1.1dentification des germes isolés

Aprés avoir analysé les resultats obtenus lors des cultures sur différents milieux
d’isolement, des colonies de petites formes, pigmentées, entourées d’une auréole jaune due a
la fermentation du mannitol ont été trouvé sur milieu Chapman. Elles sont sous forme de
grosses colonies crémeuses sur gélose nutritive, correspondent aux staphylocoques. Des
colonies lisses, brillantes, de structure homogeéne ont été constatées sur gélose nutritive
révelent la présence des Entérobactéries. Cependant, les Proteus ont envahi la gélose nutritive
formant un tapis uniforme. Les Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ont la capacité de
produire un pigment diffusible la pyocyanine (bleu-vert) et une odeur caractéristique

aromatique de type seringa qui est souvent présente (Clave, 2011).

Les entérobactéries qui ont été mis en évidence sur milieu Hektoen sont Escherichia

coli (E.coli), Proteus mirabilis (P. mirabilis). Les colonies d’E.coli sont de couleur jaune
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saumon, celles de P. mirabilis sont vertes au centre noir, alors que celles de Pseudomonas

sont petites de couleur bleues ou brunéatres.

Sur milieu chromogéne d’orientation, E.coli a formé des colonies de couleur rose,
Proteus des colonies de couleur blanche. Cependant, les cultures sur gélose au sang frais et

cuit ont été négatives dues a 1’absence des germes exigeants anaérobies.

Un ensemble de tests biochimiques et un certain nombre d’antibiotiques ont été
utilisés pour la confirmation des espéces mis en evidence sur les milieux sélectifs cités
précédemment. Le test de la coagulase a permis de séparer les Staphylococcus aureus (S.
aureus) de tous les autres Staphylococcus. L’utilisation de 1’antibiotique colistine, a permis
de mettre en évidence 1’espéce P. mirabilis car cette derniére est douée d’une résistance
naturelle a cet antibiotique (Archambaud et Clave, 2004 ; CA-SFM, 2015)

L’étude bactériologique des prélévements de pus a permis d’obtenir les genres suivant
Staphylocoques, Pseudomonas et certain genre de la famille des Entérobactéries (Figure 2).
Selon Denis et al. (2007), les bactéries les plus fréqguemment isolées des infections des sites
opératoires sont les coques Gram positif (Staphylocoques et Entérocoques), les bacilles a
Gram négatif (Enterobacteries) et les bacilles a Gram négatif non fermentaire (P. aeruginosa).
Ce qui est en accord avec ceux de la présente étude.

Staphylocoques

10%

® Entérobacteries

i Pseudomonas
aeruginosa

Figure 2: Pourcentage de genres trouvés dans le pus.

L’analyse des résultats a montré la prédominance de 1’espéce S. aureus (43%) par
rapport aux autres especes ce qui corrobore les résultats trouvés par Schaechter et al. (1999).
S. aureus est le germe le plus susceptible de produire du pus dans les blessures, c’est le
représentant classique d’un groupe appelé « pyogenes », il peut étre a 1’origine d’infections

séveres des tissus profondes (Schaechter et al., 1999).
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La présence d’E.coli dans les prélévements de pus s’explique par sa capacité a
provoquer 40% a 50% d’infections nosocomiales (Verhaegen, 2004), alors que la présence de
P. aeruginosa est justifiée par son implication fréquente dans les infections opportunistes en

médecine humaine (Minchella et al., 2010).

L’examen bactériologique a révélé la présence de culture mixte dans certainS
prélevements de pus. Les cultures mixtes contenant plus de trois especes bactériennes
refletent généralement une contamination, une colonisation ou un transport différé. Les
prélevements de morsure sont polymicrobiens. Si les plaies superficielles ou les prélevements
de la sphere abdominale contiennent plus de trois bactéries et qu’aucune ne soit
prédominante, les cultures sont considérées mixtes en attendant la confrontation avec la

clinique (Flandrois et al., 1988).
1.1.1.2. Antibiogrammes des germes isolés et identifiés

Apreés I’isolement et I’identification des bactéries, un antibiogramme a été réalisé afin
d’évaluer leur résistance et leur sensibilité aux antibiotiques. Les résultats des antibiogrammes

sont rapportés dans les tableaux ci-dessous.

Tableau XI: Profil de résistances des S. aureus isolées des préléevements de pus

Bactéries Code Résistantes a Sensibles a
S. aureus 4735 OX1, TE, E15. FA, P, FF, VA, TP, C.
S. aureus SA-R SP, E, FC, CN, RP, OX1, O0OX5, VA,
CIP, CD, GEN.
S. aureus 7932 P, OX1, E. VA, Gm, DO, L, PT.
S. aureus 982 SP, E, FC, CN, RP, OFX1, OFX5, OX1, CIP,
/ / CD, VA, GEN.
S. aureus 4460 P, C, FF, SXT, RA, PT, FA, TE, E15, VA, OX1,
OX5.
S. aureus 4401 OX1, OX5, P, E. VA, SXT.
S. aureus 193 COT. SP, COT, E15, FC, CN, PP, OFX, OX1, CIP,
CD.
S. aureus 1651 SP, COT, E15, FC, CN, PP, OFX, OX1, CIP,
/ / CD.
S. aureus 5481 Fa, P, TE. 0X;, OXs, PT, E, VA, C, RA, FF

Dans les prélevements de pus, des E.coli sont révélées résistantes a un certain nombre

d’antibiotiques. Le tableau ci-dessous montre les profils de résistances de ces isolats.
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Tableau XI1I: Profil de résistances des Escherichia coli isolées des prélevements de pus

Bactéries Code Résistantes a sensibles a
E. coli 8424 / / CS, CN, AK, Cm, OTX, P, E, CTX,
Cs, NA.
E. coli 9097 OTX, ORO, NA, Cip, CTX,PFT, AK, SXT, C, TX, CN, CZ,
Cs. Amc, CN.
E. coli Cip, C, Cs, AK, Na, FT, CTX, ORO,
9624 / PEF, Cm, NA, SXT, CZ, Amc.
E. coli 9268 Amc. Cip, Cs, AK, FT, CTX, ORO, C, PEF,
Cm, NA, SXT, CZ.
E. coli Cip, C, Cs, AK, Na, FT, CTX, ORO,
9590 Amc. PEF, Cm, NA, SXT, CZ, CN.

Les bactéries les plus fréquemment isolées des infections des sites opératoires sont les

bacilles & Gram négatif (Enterobactéries) dont P. mirabilis. Les isolats de la présente étude

montre des profils de résistances regroupés dans le tableau XIII.

Tableau XI11: Profil de résistances des P. mirabilis isolées des prélevements de pus

Bactéries Code Résistantes a Sensibles a

P. mirabilis 6741 Amc, Cs. Gm, AK, C, ORO, CN, FT, OTX, CZ,
Na, CTX, PEF, SXT, Cip.

P. mirabilis 2460 FT, Cs. C, SXT, CZ, CN, Amc, ORO, Cip,
AK, Na.

P. mirabilis 8617 ORO, Cs, FT. C, Cm, AK, Amc.

P. mirabilis 5482 Cs, CZ, CN, Amc. Gm, AK, PEF, Na, ORO, C, Cip,
CTX, OTX.

P. mirabilis 5419 FT, C, Cs, SXT, CZ. CN, Amc, ORO, Cip, AK, Na.

Tableau XIV: Profil de résistance des Pseudomonas aeruginosa

Bactéries Code Résistantes a Sensibles a
P.aeruginosa 8665 NI, ORO, FT. CTX, Amc, C, Cm, AK.
P. aeruginosa PA NI, ORO, FT, CTX, Cm, AK.

Amc, C.
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1.1.2. Examen cytobactériologique de leucorrheée

L’examen bactériologique de routine des sécrétions vaginale a pour but d’effectuer le
diagnostic de quatre pathologies: mycoses, infections a Trichomonas vaginalis, vaginoses

bactériennes et vaginites bactériennes (Denis et al., 2007).
1.1.2.1. Identification des germes isolés

Cing prélevements ont été réalisés auprés de femmes enceintes. Les cultures
bactériennes de ces prélévements ont montré la prédominance de Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae), dont les colonies sont grosses bombées et visqueuses sur gelose nutritive, de
couleur jaune saumon sur milieu Hektoen et de couleur bleue sur milieu chromogéne (Figure
3 (aeth)).

La recherche des levures a été réalisée sur milieu Sabouraud, qui a permis de mettre en

évidence deux isolats de Candida albicans (Figure 3c).

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae (K)
Sur gélose nutritive (a) Sur milieu chromogeéne (b)

Candida albicans
Sur milieu Sabouraud (c)

Figure 3: Photographie montrant I’aspect de Klebsiella pneumoniae

sur gélose nutritive, sur milieu chromogeéne et de Candida albicans sur milieu Sabouraud.

Selon le Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Frangais (CNGOF,
2011) les infections genitales basses sont dues essentiellement aux champignons de la famille

des Candida; Candida albicans dans 85 - 90% des cas, plus rarement Candida tropicalis,
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Candida krusei ou Candida glabrata. Elles peuvent étre également dues a un parasite:
Trichomonas vaginalis ou a une bactérie Gram négative: Gardnerella vaginalis (en
association avec d’autres germes anaérobies type Bacteroides ou Peptostreptococcus), ce qui
est en accord avec les résultats de la présente étude. Cependant, la présence de K. pneumoniae
qui est une entérobactérie peut étre d0 a une contamination lors du prélevement (mauvaise
hygiéne), car ces derniers ont été effectué pas le patient lui-méme (autoprélevement), aussi, sa

dissémination entre les patients pourrait étre due a l'utilisation d'équipements non stérilisés.

La flore bactérienne dominante de la cavité vaginale est composée d’une diversité de
Lactobacilles. Les espéces les plus souvent retrouvées sont Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii et Lactobacillus iners mais de tres hombreuse
especes différentes continuent a étre décrites. La concentration usuelle des lactobacilles en
I’absence de pathologie est située entre 10° et 10° bactéries par gramme de sécrétions
vaginales, soit entre 1 et 1000 bactéries par champ microscopique a I’examen d’un frottis des
sécrétions vaginales grossierement étalées sur une lame colorée par la coloration de Gram
(Denis et al., 2007). Un bon marqueur de I’infection vaginale est la présence de nombreux
polynucléaires altérés et I’absence de lactobacille de Doderlein (Bactérie spécifiques de la

cavité vaginale) (CNGOF, 2011).
1.1.2.2. Antibiogrammes des germes isolés et identifiés

Des isolats identifiés a partir de préléevement de leucorrhée, ont été soumises a un
antibiogramme a fin d’évaluer leur profil de résistance aux antibiotiques. Les résultats obtenus

sont représentés dans le tableau XV.

Tableau XV : Le profil de résistances des bactéries et levures isolées des prélevements de

leucorrhée.
Bactéries Code  Résistantes a Sensibles a
CN, OTX, FT, CZ, CTX, Cs, CN,
K. pneumoniae 2962 / / AK, Cm, Cip, ORO, NA, Amc,
SXT, C.
Cip, CZ, SXT, CN, NA, PEF, Cs, Cm, CTX, AK, Amc,
K. pneumoniae 2750 ORO, FT. OTX.
K. pneumoniae 5481 ORO, FT, PEF, Cs, Cm. Cip, CZ, SXT, CN, NA.
Candida 521 / / / /
albicans
Candida CA / / / /
albicans
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1.1.3. Examen cytobactériologique de liquide céphalorachidien (LCR)

Cinqg prélévements de LCR ont été effectués a partir des nouveau-nés pour éliminer
toute atteinte méningée secondaire en cas d’infection materno-fcetale, syndrome méningé ou

pour contréle en cas de méningite néonatales.

L’examen bactériologie du liquide céphalorachidien n’a révélé aucune infection
bactérienne ce qui exclu la méningite dans tous les prélevements effectués. Ces résultats sont
le fruit des vaccins qui ont un réle important dans la lutte contre les méningites bactériennes.

Il existe des vaccins commercialisés contre Neisseria meningitidis (N. meningitidis),
Haemophilus influenzae (H. influenzae) et Strepotococcus pneumoniae (S. pneumoniae), mais
la protection offerte par chacun est spécifique de la bactérie et limitée a certains sérogroupes
ou sérotypes. Tous ces vaccins se sont revélés inoffensifs et efficaces, leurs effets secondaires
étant peu fréquents et bénins (Guide de la lutte contre les méningites bactériennes

communautaires, 2010).

En pédiatrie, il a été observé en 2007 a la fois une décroissance majeure des cas de
méningite a H. influenzae sérotype B du fait de I’instauration de la vaccination anti H.
influenzae sérotype B, et une augmentation des méningites a S. pneumoniae de sensibilité
diminuée au B-lactamines. Dans le cas des méningites iatrogenes, les germes en cause sont le
plus souvent des S.aureus a coagulase négative, et des bacilles a Gram négatif

(entérobactéries ou bacilles non fermentant) (Denis et al., 2007).
1.1.4. Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

Dans cette étude, soixante quatre prélevements d’urine ont €té réalisés sur des femmes

hospitalisées et sur les nouveaux nés au niveau de la maternité Targa Ouzemmour.

Tous les prélévements d’urines réalisés pendant la période de stage révélent un
examen bactériologique positif. Apres examen direct, plusieurs prélevements ont été refaits
pour cause de présence de cellules uro-épithéliales en grande quantité, qui signifie un
prélévement de mauvaise qualité et s’accompagnent généralement d’une contamination par la
flore péri-urétrale (AFSSAPS, 2008). L’examen direct des urines au microscope permet un

dépistage et un diagnostic rapide.

L’ECBU permet d’apprécier de facon quantitative et qualitative la présence
d’¢éléments figurés (leucocytes, hématies, cellules épithéliales) et de micro-organismes
(bactéries, Candida). La majorité des infections urinaires est caractérisée par la présence
d’une bactériurie et d’une leucocyturie significatives (AFSSAPS, 2008).
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1.1.4.1. Identification des germes isolés

Les résultats obtenus lors de I’examen direct des prélévements effectués ont révélé la
présence des bactéries correspondant & une bactériurie > 10° UFC/ml, qui nécessite un
examen bactériologique complémentaire (Surveiller et prévenir les infections associées aux
soins, 2010).

L’utilisation de milieux de cultures chromogénes facilite la détermination des genres et le
choix des tests biochimiques. Les résultats des différents tests biochimiques sont présentés dans
le tableau XVI (annexe 6). La plupart des milieux chromogenes utilisent un jeu de differents
substrats permettant une bonne différenciation des colonies et une identification présomptive de
ou des especes bactériennes présentes dans l'urine.

Les milieux chromogénes permettent une discrimination directe plus fine des colonies et
donc une meilleure sensibilité de détecter des urines polymicrobienne (Denis et al., 2007). lls
permettent une identification directe d’E.coli, Enterococcus sp. et P.mirabilis. A I’aide des tests
complémentaires simple (indole, état frais) permettant une identification plus rapide et une

éventuelle adaptation de 1’antibiothérapie (Figure 3).

Colonies de Klebsiella pneumoniae (K) Colonies d’Escherichia coli (E)

Proteus mirabilis (P)

Colonies d’Escherichia coli (E)
Streptocoque du groupe D (S)

Figure 4: Cultures sur milieu chromogeéne d’orientation (Denis et al., 2007)
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Les Colonies d’entérobactéries apparaissent sur gélose nutritive généralement
bombeées, de 1 a 3 mm de diamétre, lisses et brillantes, opaques et blanchatre. Par contre P.
vulgaris et P. mirabilis ont un aspect particulier, ils envahissent la gélose en voile montrant
des vagues successives. Des colonies naines s’observaient rarement, de méme que des
colonies rugueuses ou des colonies mugueuses ressemblant a des colonies de Klebsiella.
Salmonella donne des colonies petites et transparentes, a centre noir sur milieu Hektoen. Ces

colonies peuvent se confondre a d’autres comme les Proteus (Le Minor, 1992).

Sur 64 prélévements d’ECBU, 18 E. coli (11.52%), 17 bactéries du genre Proteus
(10.88%) (16 P. mirabilis et 1 Proteus sp.), 13(8%) K. pneumoniae, 6 (9.37%) P. aeroginosa,
4 (6.25%) Staphylococcus (S. aureus et S. saprophyticus), 2 (3.13%) Entrococcus feacalis (E.
feacalis) et autres tel que Citrobacter diversus (C. diversus), Acinetobacter baumannii (A.
baumannii), Serratia marcescens (S. marcescens), Shigella sonnei (S.sonnei) ont été isolés
(Figure 4).

L’analyse de ces résultats, révele que les bactéries isolées de ces prélevements ECBU
appartiennent majoritairement a la famille des Enterobactériaceaes. Cette derniere présente la
famille responsable a 80% d’infections urinaires nosocomiales, particuliérement E. coli et P.
mirabilis et les plus rarement S. aureus, E. faecalis, P. aeroginosa et A. baumannii. Ces
résultats sont en accord avec les études réalisées par Vincent et al. (1995), Richards et al.
(1999) et Hauer et al. (1996) cité par Mimoz, (2001), qui ont reporté que ces especes sont

souvent responsables des infections urinaires.

H P.mirabilis et P.sp

H K.pneumonae

M E.coli

® P.aeruginosa

M S.aureus, S.saprophyticus
u E faecalis

M Autre

3,13%

Figure 5 : Proportion des bactéries responsables des infections urinaires.

E. coli est I'une des espéces bactériennes les plus souvent rencontrées en pathologie

humaine. La plupart sont commensales, mais certaines souches possedent des facteurs de
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virulence qui leur permettent de déclencher des diarrhées. A c6té des infections intestinales,
elle est responsable d’infections extra-intestinales diverses: urinaires, abdominale, méningées

et bactériemies (Avril et Fauchére, 2002).

P. mirabilis est I’espéce la plus fréquemment isolée de prélévements cliniques.
(Lamnaouer, 2002), apres E. coli, c’est la bactérie la plus souvent isolée des urines. P.
mirabilis est a ’origine d’infections nosocomiales grace a son uréase puissante qui alcalinise

les urines (Mahrouki et al., 2009).

Les cultures d’ECBU révelent la présence de K. pneumoniae. Selon Savita et al.
(2012), K. pneumoniae est 1I’espéce la plus fréquemment retrouvée en clinique humaine. Aussi
I’étude révele la présence de Serratia marcescens qui provoque habituellement des infections

nosocomiales (Basilio et Ania, 2009).

L’étude réalisée par Tiouit et al. (2001) sur des patients externes a montrée que les
Entérobactéries représentent plus de 80% des étiologies avec E.coli qui prédomine largement
avec un pourcentage de 60,99%. Francois et al. (2013) ont rapporté que les germes les plus
souvent responsables des infections urinaires sont E. coli (75-85%) selon les études et les
pays, et d’autres entérobactéries (Klebsiella sp. et Proteus sp.) qui comptent pour environ 4%
chacune, et jusqu’a 25% dans des séries frangaises. Ces résultats corroborent avec ceux
trouvés dans ce travail. Le Staphylocoque coagulase négatif (S. epidermidis et S.
saprophyticus) est retrouvé dans moins de 4% des infections urinaires simples (jusqu’a 15%

dans les séries américaines) (Frangois et al., 2013).
1.1.4.2. Antibiogrammes des germes isolés et identifiés

Des bactéries identifiées a partir de prélevement des urines, ont été soumises 1’action
des antibiotiques a fin d’évaluer leur profil de résistance aux antibiotiques. Les résultats de

I’antibiogramme sont représentés dans le tableau XV.
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Tableau XVI: le profil de résistance des Klebsiella pneumoniae isolées des urines.

Bactéries Code Résistantes a Sensibles a

K. pneumoniae 4742 Amc. PEF, Gm, Na, AZ, CN, C, CTX, ORO,
OTX.

3003 C, Na, CZ, CTX, Cip, Cs, ORO, OTX,
K. pneumoniae CN, CZ PFS, Ni, XT, FT, AK, OFX, Cm, Amc.
8156 Cip, FT, Cm, OTX, C, AK, Na, ORO,

K. pneumoniae SXT, CN, Amc, CZ. CTX, Cs, PEF.

K. pneumoniae 5792 Amc. C, Na, CZ, CTX, Cip, Cs, ORO, OTX,
PFS, CN, Cm.

K. pneumoniae 8109 / C, Na, CZ, CTX, Cip, Cs, ORO, OTX,
PFS, CN, Cm, Amc.

K. pneumoniae 2962 / CN, OTX, FT, CZ, CTX, Cs, CN, AK,
Cm, Cip, ORO, NA, Amc, SXT, C.

K. pneumoniae 2750 Cip, CZ, SXT, CN, NA, PEF, Cs,Cm, CTX, AK, Amc, OTX.

ORO, FT.

K. pneumoniae 5481 / Cip, CZ, SXT, CN, NA, ORO, FT, PEF,
Cs, Cm, CTX, AK, Amc, OTX.

K. pneumoniae 8653 ORO, NI, FT, CM. CTX, Amc, C, AK.

K. pneumoniae 8654 / / C, N, ORO, FT, Cm, AK, CTX, Amc.

K. pneumoniae 7621 N, AIC, Amc, C. FT, ORO, Cm, CTX, PFT.

K. pneumoniae 9078 FT. CTX, Amc, C, NI, ORO, Gm, AK, OFX,
Cip, PEF.

K. pneumoniae 7668 C, CN, CZ, Amc. CTX, Cs, Na, RO, Cm, AK, SXT, Cip,
PEF, FX, FT.

K. pneumoniae 6395 / / C, NI, ORO, FT, CM, Amc, CTX.

K. pneumoniae 8266 C, CN, CZ, ORO. CTX, Amc, Cs, Na, Cm, AK, SXT, Cip,

PEF, FX, FT.

Tableau XVII: Le profil de résistance des Escherichia coli isolées des urines.

Bactéries Code Résistantes a sensibles a
E. coli
9441 Amc, SXT, CZ, CN. C, NA, FT, AK, OTX, CTX, Cs, ORO,
PFE, Cip.
E. coli
8824 Amc, SXT. AK, OTX, C, ORO, Cs, CTX, FT, CN,
PFT, CZ.
E. coli AK, OTX, C, ORO, Cs, CTX, FT, PFT,
10020 Amc CZ, Na, Cm, SXT, Cip.
E. coli AK, OTX, C, Cs, CTX, FT, CN, PFT, CZ,
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E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

m

.coli
. coli

m

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

9884

1998
5799

9152

318

6219

9237

2245
5799

6175

6833

793

4673

9939

ORO, Cip.

Amc

Amc
Amc
Amc

SXT, Amc.
/

Amc.

CN, SXT, CZ, Amc.

NI, C, Amc, SXT, PEF,

FT.

NI, C, Amc, SXT.

SXT, Amc.

Na, Cm, Amc, SXT.

Cm, CTX, FT, CIP, C, NI, ORO, CZ, NA,
OFX, AK, SXT, PEF.

Cip, C, Cs, AK, Na, FT, CTX, ORO, PEF,
Cm, NA, SXT, CZ, CN.

Cip, Cs, AK, FT, CTX, ORO, C, PEF,
Cm, NA, SXT, CZ, Amc, CN, OTX.

Cip, Cs, AK, FT, CTX, OXT, ORO, C,
PEF, Cm, NA, Cn, Cs, SXT, CZ.

FT, CTX, CN, PEF, AK, OTX, Gm, C,
Cip.

Cs, AK, C, OTX, CTX, Cip, TX, Cm, CN,
NA, ORO, SXT, CZ, PEF.

ORO, NI, C, CIP, Cs, Cm, CT.

FT, CTX, CN, PEF, AK, OTX, Gm, C,
Cip, Amc.

Cm, CTX, FT, CIP, C, NI, ORO, CZ, NA,
OFX, AK, PEF.

OTX, CIP, CTX, C, NA, PEF,Cs, ORO,
AK, FT

ORO, Gm, CTX, FX, Cs, NA, OTX, AK.

ORO, Gm, CTX, FX, Cs, PEF, FT, NA,
OTX, AK.

AK, Cm, CTX, Na, PEF, CIP, ORO, C,
Cm, Cs, CZ, FT, CN.

Tableau XVII1: Le profil de résistances des Proteus mirabilis isolées des urines

Bactéries Code Résistantes a sensibles a

Proteus sp Cs, Amc, FT, C. OFX, CZ, C, AK, Na, ORO, Cip, CTX,
SXT.

P. mirabilis 2093 FT, SXT, CZ, Cs. ORO, NI, C, Amc, Cm, CTX, AK, PET,
Na, OTX.

P. mirabilis 4115 Cs, AM. OFX, CAZ, NA, C, CTX, NET, Cl, OP, L.

P. mirabilis 4401 Cs, AM, CI, OP, L. OFX ,CAZ, NA, C, CTX, NET.

P. mirabilis 6755 Amc, Cs. Gm, AK, C, ORO, CN, FT, OTX, CZ, Na,
CTX, PEF, SXT, Cip.

P. mirabilis 5913 Amc, Cs, Na, OTX, PEF, C, Cip, CTX, Cm, AK.

ORO, FT, CN.
P. mirabilis S Cs, Amc, SXT, CL. CTX, FT, CAZ, C, CIP.
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P. mirabilis

P. mirabilis

P. mirabilis

P. mirabilis

P. mirabilis

P. mirabilis

P. mirabilis

P. mirabilis

8491

PM

8578

Lk

7651

8364

9483

694

Cs, SXT, Amc, C.

Amc, C, NI, FT.

Cs, SXT, Amc.

C, Cs, Amc, SXT, CN,

CZ

Na, Cs, Amc, CZ, STX,

C, CN.
Cs, Amc.

FT,Cs, T.

Na, ORO, Cip, CZ, PEF, FT, OTX, Cm,
CTX, AK, CN.

ORO, Gm, AK, CTX.
FT, ORO, OFX, AK, CZ, NA, C.

Cm, ORO, FT, OTX, CTX, AK, Na, Cip,
PEF.

CTX, PEF, Cm, AK, OTX, Cip, ORO,
AK, FT.

FT, NA, PFE, CN, FI, SXT, OTX, Cip,
CZ,ORO, CTX, C, Cm.

OFX, CZ, C, AK, Na, ORO, Cip, CTX,
SXT

Le tableau XIX montre que

les S.aureus isolés des urines sont résistantes a la

pénicilline du fait de la production d’une pénicillinase. Cependant une sensibilité remarquable

a d’autres antibiotiques.

Les infections a E. faecalis sont de plus en plus observées avec I’utilisation large des

lincomycine (L) qui entrainent la sélection de ces germes auxquels ils sont naturellement

résistants. Aucune résistance a la vancomycine n’a été notée bien que cette résistance soit

rapportée dans de nombreux pays a des fréquences variables.

Tableau XIX: Le profil de résistances des coques Gram positives (Staphylococcus aureus,

saprophyticus et Enterococcus faecalis)

Bactéries Code Résistantes a Sensibles a

S. aureus 6923

S. aureus 4671 RA, P, OX5. FF, VA, TE, FA, C, TP, E15.
S. saprophyticus 2517 Amc, SXT. DO, Cm, VA, L, PT, E.

S. saprophyticus 9968 P, OX. DO, Cm, VA, L, PT, E.
Enterococcus 5400 P, TP, OXs, OXi1, VA.

feacalis Eis L.

E. feacalis AA L, Cs. AM, VA.
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Tableau XX : Le profil de résistances des Pseudomonas aeruginosa

Bactéries Code Résistantes a Sensibles a
SXT, PT, RA, CL, CIP, TOB,Cs,PI.
P. aeruginosa / AM, CAZ.
P. aeruginosa 6092 Cip, Amc,Cm, OTX, C, Na,Cs, CZ, ORO, FT, CTX, AK, CN.
PEF.
C, Amc, CN, FT, CZ, Cip, OTX, Cm, AK, PEF, Cs, CTX.
P. aeruginosa 8056 Na, ORO.
P. aeruginosa 8260 C, Amc, CN, FT. Cip, OTX, Cm, AK, PEF, Cs, CTX, CZ,
Na, ORO.
C, Amc, CN, FT, CZ, Cip, OTX, Cm.
P. aeruginosa 8266 Na, ORO, AK, PEF,
Cs, CTX.
Cip, Amc, Cm, OTX, C, Na,Cs, CZ, ORO.
P. aeruginosa 9178 PEF, FT, CTX, AK,

CN.

Tableau XXI: Le profil de résistances les bacilles Gram négatifs (Serratia marscencens,

Citrobacter diversus, Acinetobacter baumannii, Shigella sonnei)

Bactéries Code Résistantes a Sensibles a

Serratia NINA CL. AM, CTX, C, Cs, FF, SXT, Cip, NA,
marscencens CAZ.

Citrobacter 16mm  CTX,COT25. Cl, OFX, AMP, IMI, NA, AUG, AMC,
diversus 11982 CIP, NIT, CN.

Acinetobacter WAHIB FA, PT, 0X;,0Xs C,CsE

baumannii A VA TE.

Shigella sonnei AKILA / / AM, CL, C, Cs, FF, SXT, Cip, NA, CAZ,

Va.

1.2. Antibiogrammes des bactéries identifiées

Toutes les souches ont été testées vis-a-vis de 27 molécules d’antibiotiques

commerciales appartenant a 7 familles différentes dont 18 B-lactamines, 5 aminosides, 3

quinolones, 3 macrolides, un phénicole, la colistine et le triméthoprime/sulfamethoxasole.

Au sein des prélevements, I’analyse globale des résultats d’antibiogramme a montré

une différence de taux de résistance. En effet pour la majorité des antibiotiques, les taux de

résistance sont plus importants aux prélévements d’urine par rapport aux autres prélévements
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pus et leucorrhée. Cependant, on note que les taux de résistance pour 1’ampicilline/acide
clavulanique 20/10ug et la colistine sont plus élevés, cela est en rapport avec le nombre de

souches P. mirabilis isolés a partir de ce prélévement.

Les résultats illustrés dans les tableaux, ont fait ressortir 1’émergence des souches
résistantes. Un pourcentage qui dépasse 52% d’entérobactéries (32/61) résistantes vis-a-vis
I’ampicilline/acide clavulanique 20/10ug (AMC) appartenant a la famille des -lactamines (16
E. coli, 11 P. milrabilis et 5 K. pneumoniae) et une résistance de 30% d’Enterobactéries
(18/61) vis-a-vis triméthoprime/sulfaméthoxazole (7 E. coli, 7 P. milrabilis et 4
K.pneumoniae), contrairement & la colistine qui reste inactive avec une résistance totale
(100%) due a une résistance naturelle des souches Proteus (spécificité de 1’espéce mirabilis) a
cet antibiotique (Cattoir, 2006) (Figure5).

H E.coli
# P.mirabilis

i K.pneumoniae

Nombre de bactéries résistantes

Antibiotiques testés

Figure 6: Résistance des bactéries a Gram négatif aux différents antibiotiques utilisés.

Les résultats des profils de résistances des souches a Gram positif (Figure 5) montrent
que E. faecalis isolées présentent une résistance a une batterie d’antibiotiques telque
Lincomycine (L), Oxacilline (OX1 et OX5), Erythromycine(E) et Pénicilline (P).

La résistance de ces souches peut étre expliquée par sa résistance naturelle a
I'oxacilline, seul I'amoxicilline et la piperacilline appartenant aux groupes des pénicillines
sont les plus actives.

Les E. faecalis présentent une résistance naturelle aux lincosamides (Lincomycine) et
aux streptogramines (Archambaud, Clave, 2007 ; CA-SFM / EUCAST, 2015).
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@ S.saprophyticus
H E. faecalis

i S.aureus

Nombre de bactéries résistantes

Antibiotiques testés

Figure 7: Résistance des bactéries a Gram positif aux différents antibiotiques utilisés.

Les S. aureus présentent une résistance a une gamme d’antibiotiques de différentes
familles essentiellement vis-a-vis les B lactamines tels qu’oxacilline (OX1), et pénicilline (P)
et vis-a-vis les Macrolides tel qu’erythromycine (E). Cette résistances est acquise fréquente
car S. aureus ne présente pas de résistance naturelle particuliére : c’est une espéce sensible
aux [-lactamines, aminosides, macrolides, synergistines, lincosamides, fluoroquinolones,
glycopeptides, rifampicine, acide fusidique, fosfomycine, cotrimoxazole. Cependant, La
majorité des souches secrétent une pénicillinase qui hydrolyse la pénicilline G ce qui explique
la résistante aux pénicillines (Clave, 2013).

Pour les aminosides (la gentamicine et I’amikacine), on remarque une sensibilité de la
majorité des bactéries isolées. En ce qui concerne les fluoroquinolones (quinolone de 2°™
génération), les taux de résistance étaient de 0% pour la ciprofloxacine ainsi que 1’acide

nalidixique (quinolone de lere génération).

2. Etude des souches productrices de substances bioactives

Dans ce qui suit, seront abordés les résultats et discussion concernant la mise en
évidence de I’activité antimicrobienne des deux souches actinomycetales utilisées, la
production, la cinétique, [’optimisation du milieu de production, I’extraction et la

caractérisation partielle des substances bioactives synthétisees.
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2.1. Etude de deux parameétres physiologiques de croissances
2.1.1. Croissance a différents pH

Les résultats de la croissance des deux souches de Streptomyces étudiées présentés
dans le tableau XXII, révélent une aptitude de croissance pour les deux souches sur le milieu
M2 a différentes valeurs de pH allant de 5 a 12. L’analyse des résultats montre que la
meilleure croissance (exprimée par un tapis chargé) de Streptomyces sp. BS30 a été constatée
a pH 8, tandis que pour Streptomyces sp.SY-BS5 elle a été constatée a pH 10. Ces résultats
indiquent que les souches Streptomyces sp. BS30 et Streptomyces sp.SY-BS5 sont a caractere
alcalophile. Des résultats similaires ont été rapportés par Singh et al. (2009) dans leurs étude
de la souche Streptomyces tanashiensis A2D isolé du sol du lac Loktak de Manipur (Inde),
cette derniére pouvait croitre sur une gamme de pH comprise entre 6,5 et 9,5, avec un

optimum a pH 8.

Selon Zhang et al. (2013), une souche de Streptomyces EGI 80050T alcalophile isolée
du sol aride de Xinjiang, du nord-ouest de la Chine est capable de se développer a un pH de 7
a 11, avec un optimum de croissance entre PH 9 et 10, ce qui concorde sensiblement avec nos

résultats pour la souche BS5.

Streptomyces sp. BS30 et la Streptomyces sp. SY-BS5 ont montré une aptitude a
produire des pigments diffusibles de différentes couleurs en fonction du pH du milieu de
culture. Sur milieu solide, la BS5 a produit des pigments de couleur verte dans un intervalle

de pH compris entre 5 et 8 et des pigments de couleur marron foncé a pH 9, 10, 11 et 12.

La Streptomyces sp. BS30 a produit un pigment de couleur marron a des pH de 5 et 6,

de couleur vert foncé a pH 7 et 8 et de couleur marron foncé a des pH allant de 9 a 12.
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Tableau XXII: Caractéristiques culturales des colonies de la Streptomces sp. BS30 et de la
Streptomces sp. SY-BS5 sur M2 a différents pH.

Croissance Mycélium Mycélium Pigment Photo
pHI du aérien substrat
milieu
BS5 BS30 BS5 BS30 BS5 BS30 BS5 BS30 BS5 BS30
5 ++ + Blanc Blanc Blanc Blanc Vert marron
6 ++ + Blanc Blanc Blanc Blanc Vert marron
7 ++ ++ Blanc Blanc Blanc Blanc Vert Vert
foncé
8 AR et Rose  Blanc Beige Blanc  Vert Vert
foncé
9 +++ +++ Beige Blanc Blanc Blanc Marron Marron
foncé foncé
10 ++ + Blanc Blanc Blanc Blanc Marron Marron
foncé foncé
11 + - Vert Beige Beige Beige  Marron Marron
foncé foncé
12 +/- - Vert Beige Beige Beige  Marron Marron  /
foncé foncé

1/ Croissance faible ou absente (+/-).

2/ Croissance moyenne (colonies éparses) (++).

3/ Bonne croissance (tapis chargé) (+++).

47




RESULTATS ET DISCUSSION

2.1.2. Teneur en chlorure de sodium (NacCl)

Ce test est réalisé pour déterminer la concentration en NaCl de croissance tolérée par
les deux souches éetudiées sur milieu M2 solide. Les résultats de ce test sont rapportés dans le
tableau XXIII.

Ces Streptomyces ont présenté une tolérance a des concentrations en NaCl comprises
entre 0,5% et 5%, et aucune pour des concentrations de 6% a 7%. Ces données montrent que
les souches testées sont halotolérantes. La meilleure croissance (tapis chargé) de Streptomyces
sp. BS30 a été constatée a 2% de NaCl, tandis que la meilleure croissance de Streptomyces sp.

SY-BSO05 I’a été a une concentration de 3%.

Selon Singh et al. (2009), Streptomyces tanashiensis A2D peut tolérer des
concentrations de NaCl allant de 0 a 7% avec un optimum de croissance a 2 % de NacCl, ce
qui en accord avec nos résultats pour la BS30. La souche Streptomyces EGI 80050T (Zhang
et al., 2013), est capable de se développer a une concentration de NaCl comprise entre 0 a
7,5%, et un optimum de croissance a une concentration allant de 2,5 a 5%.

Les souches Streptomyces sp. BS30 et Streptomyces sp. SY-BS5 n’ont pas ’aptitude
de produire des pigments diffusibles quelque soit la concentration en NaCl testée.
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Tableau XXIII: Caractéristiques culturales des colonies de la Streptomces sp. BS30 et

Streptomces sp. SY-BS5 a différentes concentration de NaCl.

Croissance Mycélium Mycélium Pigment Photo
Concentration aérien substrat
NaCl (%)

BS5 BS30 BS5 BS30 BS5 BS30 BS5 BS30 BS5 BS30
0,5 + + Blanc Blanc  Blanc Blanc / / / /
1% ++ + Blanc Blanc Blanc Blanc / /
2% +++ +++ Blanc Blanc  Blanc Blanc / /
3% ++ ++ Rose Blanc  Beige Blanc / /
4% + +/- Beige Blanc  Blanc Blanc / / / /
5% +/- +/- Blanc Blanc  marron Blanc / / / /
6% - - / / / [ / / /
7% - - / / / / / / / /

1/ Croissance faible ou absente (+/-).
2/ Croissance moyenne (colonies éparses) (++).

3/ Bonne croissance (tapis chargé) (+++).
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2.2. Mise en évidence des activités antimicrobiennes de Streptomyces sp. BS30 et

Streptomyces sp. SY-BS5

Pour mettre en évidence les activités antimicrobiennes des deux souches Streptomyces
sp. BS30 et Streptomyces sp. SY-BS5 identifiées et essayer de cerner leur spectre d’activité,
il était nécessaire de les cultiver sur un milieu de culture pour Streptomycétes puis de les
mettre en présence de divers microorganismes-tests en faisant appel, en cas de besoin, a plus
d’une technique. Ainsi, I’activité antibactérienne et antifongique des souches Streptomyces sp.
BS30 et Streptomyces sp. SY-BS5 a été mise en évidence par deux méthodes de diffusion en

milieu gélosé ; la technique des cylindres d’Agar et la technique des puits.

2.2.1. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne sur milieu solide par la méthode des

cylindres d’agar

Les souches étudiées ont été testées contre plusieurs microorganismes saprophytes
et/ou pathogenes pour I’homme (bactéries pathogene et champignons filamenteux) et pour les
plantes (Botrytis cinerea, Fusarium polyferatum). L’utilisation de souches bactériennes
sensibles aux antibiotiques comme germes cibles, vise la détection de toutes substances
antibactériennes, alors que 1’utilisation de germes résistants aux B-lactamines, aux sulfamides,
a la tétracycline, a la vancomycine et au cotrimoxazole, vise la recherche d’antibiotiques a
structures particuliéres pouvant contourner le mécanisme de résistance. En effet, la recherche
d’antibiotiques actifs contre des germes multirésistants constitue une des meilleures stratégies
dans la decouverte de nouveaux antibiotiques (Ceylan et al., 2008 ; Rajan et Kannabiran,
2010).

Les souches de levure et de champignons inférieurs utilisées pour la détection rapide

d'une activité antifongique ont été choisies pour les raisons suivantes:
-Candida albicans, trés souvent impliquée dans les infections fongiques.

-Mucor rammanianus, champignon sensible aux substances antifongiques (Bastide et
al., 1986).

- Aspergillus niger, champignon responsable des mycoses invasives (Badji, 2006).

Le développement d’un germe test, ensemencé dans la gélose (Gélose nutritive molle
8g d’agar pour les bactéries et extrait de malt pour les champignons), permet aprés incubation,

de déceler la présence d’une substance inhibitrice qui est matérialisée par une zone translucide
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au niveau de la zone de diffusion de la molécule bioactive, alors que partout ailleurs, le

développement du microorganisme est visible.

Il a été constaté que c’est la souche Streptomyces BS30 qui présentait une bonne
activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries pathogénes (Gram positif et Gram négatif)
testées sensibles ou résistantes aux antibiotiques et des bactéries de références, une activité
antimoisissures sur les champignons filamenteux, et une activité antilevurienne contre la

levure candida albicans (Figure 8).

Aspergillus carbonarius A731 (d) Mucor rammanianus NRRL 1829(e)

Figure 8 : lllustration des activité antagoniste de la souche BS30 révélées par la technique des

cylindres d’agar vis-a-vis de S. aureus 7932 (a), E. faecalis ATCC (b), P. mirabilis 8491 (c), Candida
albicans 521 (d), Aspergillus carbonarius A731 (e) et Mucor rammanianus NRRL 1829 (f).
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Selon les diameétres des zones d’inhibitions obtenus, il en ressort que sur les 94
bactéries testées, 50 se sont révélés sensibles avec des diametres importants des zones
d’inhibitions. Sept des huit-champignons utilisés ont présenté une sensibilité a la BS30 avec
des zones d’inhibitions intéressantes, de méme pour les deux levures testées (Figure 9). En
effet, une forte concentration de molécules bioactives libérées diffuse plus rapidement que la

croissance de la souche-test ce qui conduit a une zone d’inhibition importante (Koch, 1999).
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Figure 9: Taux de germes cible sensibles et résistants aux molécules bioactives synthétisées

par la Streptomyces sp. BS30.

L’analyse des résultats obtenus démontre que la souche Streptomyces BS30 est douée
d’une++ activité antibactérienne et antifongique.

L’activité antagoniste de la Streptomyces sp. SY-BS30 vis-a-vis de 50 bactéries
pathogénes (Gram positif et Gram négatif), 7 champignons filamenteux pathogénes et 2
levures sur milieu solide montre qu’elle est caractérisée par un large spectre d’action.

Les résultats de cette étude concordent avec ceux de plusieurs études; Singh et al.
(2009) ont rapporté qu’un actinomycéte alcalophile (Streptomyces tanashiensis A2D)
présentait un large spectre antimicrobien contre des bactéries et des champignons, les études
de Devi et al. (2013), réalisées sur la souche Streptomyces AC 23 révelent une activité
antagoniste vis-a-vis des bactéries et des champignons pathogénes. Selon Bouras, (2013), la
souche Streptomyces PP14 isolée du sol canadien présente une activité contre divers micro-

organismes (mycetes phytopathogene et mycotoxigéne et bactéries multi-résistantes).

Les résultats de I’activité antibactérienne obtenus, montrent que les bactéries a Gram

positif apparaissent plus sensibles aux molécules bioactives synthétisées par la souche étudiée
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en comparaison avec les bactéries & Gram négatif, (Figure 10), des résultats en accord avec
ceux de Hasavada et al. (2006) ; Atta et al. (2009) et Bouras et al. (2013), malgré les
précautions prises pour augmenter la sensibilité de la méthode. La densité optique a été fixee
a une absorbance d’environ 0,1 a 625 nm aprés avoir effectué des essais faisant intervenir
différentes concentrations de cellules microbiennes (CA-SFM, 2014). En effet, la densité de
I’inoculum des souches-tests est connue dans la littérature comme étant un facteur
influencant la sensibilit¢ de la technique (Iwai et Omura, 1982; Brooks et al., 1995;
Madigan et al., 1997). Par ailleurs, la diffusion des molécules bioactives a été favorisée par
’utilisation d’un milieu faiblement gélosé et par la mise des boites a +4°C pendant 2 heures

avant I’incubation comme le préconisaient Tortorano et al. (1979).

M Bactéries a Gram négatif

actéries a Gram positif

20

Nombre de germes
S
(@]

cibles Germes

résistantes Germes

sensibles

Germes cibles

Figure 10: Activité de la BS30 sur les bactéries.

2.2.1.1. Activité antagoniste de la BS30 vis-a-vis des bactéries Gram négatives

Sur les 74 bactéries gram négatif, 36 souches soit 49% sont sensibles a I’activité
antibactérienne de la BS30, plus de la moitié présente une résistance a cette derniére bien
qu’elle soit sensible aux différentes familles d’antibiotiques. En général, les bactéries Gram
négatives sont plus résistantes aux composés antibactériens que les bactéries Gram positives.
Selon Gupta, (2011), plusieurs études ont prouvé que la membrane externe des bactéries
Gram négatives (doubles membranes) contient beaucoup de mécanismes protecteurs contre
des antibiotiques (Figure 11). L'activité des Streptomyces vis a via des bactéries Gram

positives ont été largement rapporté (Park et al., 2009) , mais il semble que l'activité contre
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les bactéries Gram négatives, levures et champignons ne 1’est que rarement (Nguyen et al. ,
2010).

Yadav et al. (2009) ont montré que toutes les souches isolées du sol (Inde) ont
présenté un effet antagonique vis & vis des bactéries Gram positive (M. luteus, B. subtilis et
S. aureus). D'ailleurs, seule la souche A161 a montré une bonne activité antagonique contre
quatre importantes bactéries gram négatives (E. coli, K.pneumoniae, P. vulgaris et P.

aeruginosa).

H Bactéries sensibles

M Bactéries résistantes

Nombre de germes

Germes cibles

Figure 11: Activité de la BS30 vis-a-vis des bactéries Gram négatives.

La résistance des bactéries Gram négative aux molécules bioactives synthétisés par la

BS30 est remarquable essentiellement dans le cas de 1’activité contre E. coli et P. aeruginosa.
a. Activité antagoniste vis-a-vis de E. coli

L’activité antagoniste de la souche BS30 a été testée vis-a-vis de 24 isolats d’E. coli,
cependant seules 6 (25%) se sont réveélées sensibles et 18 (75%) résistances aux molécules
bioactives synthétisées par la souche étudiée. Parmi les bactéries sensibles, 4 ont été isolees
du prélévement d’urines et dont les meilleurs diamétres d’inhibition ont été notés avec les
souches E. coli 10020 (20mm) et E. coli 8824 (16mm), et 2 souches isolées de pus dont E.
coli 8424 représente la bactérie pathogéne la plus sensible avec un diameétre de zone
d’inhibition égale a 18mm (Figure 12). Les diamétres des zones d’inhibition sont rapportés

dans le tableau XXIV

La BS30 ayant une activité inhibitrice vis-a-vis de E. coli pathogéne n’a aucun effet
antagoniste sur E.coli ATCC 25922. Cependant, la souche MITS 1005 isolée du sol (Gwalior)
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par Singh et al. (2012), présente une activité vis a vis de la méme bactérie avec une zone

d’inhibition de 14mm de diamétre et vis-a-vis des germes pathogenése tels que S. aureus

Méthicilline Resistant (MRSA) et Enterococcus Vancomycine Reésistante (VRE).

Une résistante remarquable a été notée pour la majorité des E.coli isolées malgré leurs

sensibilités aux autres antibiotiques utilisés a 1’exception de 1’ampicilline/acide clavulanique

20/10ug (AMC). Cette résistance peut étre expliquée par leur facteur de pathogénicité: les

adhésines qui peuvent induire une adhésion a des globules rouges ou a des cellules

épithéliales, et sa capacité a produire des toxines (Nauciel, 2000).

E.coli 8824 (16mm)

E.coli 8424 (18mm)

Figure 12: Activité de Streptomyces sp. SY-BS30 sur Escherichia coli

Tableau XXIV: Activité antimicrobienne contre les E.coli

Prélevement Bactérie Diamétres des zones d’inhibition (mm)
E. coli 8424 16
Pus
E. coli 9097 15
E. coli 10020 20
E. coli 8824 16
Urine E. coli 9441 15
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E. coli 9884 10

b. Activité antagoniste vis-a-vis de P. aeruginosa

L’activité antibactérienne de la souche étudiée sur les bactéries Gram négatives non
fermentaire, P. aeruginosa est trés faible vu le nombre de souches résistantes, soit: 6 sur 9
(66%) et le diametre des zones d’inhibition obtenu avec les souches sensibles. Aouiche et al.
(2012), ont constaté que 1’isolat PAL111 a une forte activité antimicrobienne contre la plupart
des champignons filamenteux toxinogénes, des levures, des bactéries a Gram positif et a
Gram négatif, a I’exception de Pseudomonas aeruginosa, ce qui pourrait étre expliqué selon
Normank et Normark, (2002), par la présence d’une résistance naturelle (intrinseque) a de
nombreuses P-lactamines, une mauvaise permeéabilit¢é membranaire, 1’existence de
mécanismes d’efflux actif et la production d’une céphalosporinase chromosomique inductible.
Les B-lactamines actives sont les carboxypénicillines (ticarcilline), les uréidopénicillines
(pipéracilline), certaines céphalosporines (ceftazidime, cefépime), les carbapénémes

(imipénéme, méropéneme, doripéneme) et les monobactams (aztréonam) (Clave, 2011).

On trouve que P. aeruginosa est également résistante aux aminopeénicillines,
céphalosporines de 1ére et 2éme génération, céfixime, céfuroxime, céfotaxime, ceftriaxone,
ertapénéme, kanamycine, tétracyclines, chloramphénicol, triméthoprime et les quinolones
(CA-SFM, 2015). Les Pseudomonas sont donc des bactéries qui cumulent de nombreux
mécanismes de résistance aux antibiotiques tels que imperméabilité, hyperexpression efflux
actif, modification de la cible (PLP), hydrolyse Enzymatique (pénicillinases, céphalosporinase

et imipénémase) imposant une analyse réguliere de leur activité (Auajjar et al., 2006).
c. Activité antagoniste vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae

La majorité des souches testées de Klebsiella pneumoniae se sont révelées sensibles

(7/8) avec des zones d’inhibitions plus ou moins importantes (tableau XXV).

Certaines souches isolées du prélevement d’urine présentent une résistance plus ou
moins importante par rapport aux autres souches isolées du méme prélevement. Des diamétres
des zones d’inhibition de 26mm et de 24mm ont été observé avec K. pneumoniae 3003 et
K.pneumoniae 8109 respectivement isolées d’urine. K. pneumoniae 2962 isolée de pus

présente un diamétre de 20mm (Figure 13).

Klebsiella spp., produit naturellement des B-lactamases. Cette enzyme est présente

dans I’espace périplasmatique de la bactérie et conduit a la destruction d’antibiotiques comme
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les pénicillines A, avant que ceux ci ne puissent atteindre leur cible bactérienne (Lozniewski
et Rabaud, 2010). La résistance naturelle est caractéristique d’une espéce bactérienne. Elle

délimite le spectre naturel de 1’antibiotique et constitue une aide a I’identification.

K. pneumoniae 8109 (24mm)

K. pneumoniae 2962 (20mm)
Figure 13: activité de la BS30 vis-a-vis de K. pneumoniae.

Tableau XXV : Activité antimicrobienne contre les K. pneumoniae

Prélevement Bactéries Diamétre des zones d’inhibition (mm)
K. pneumoniae 2962 20
Leucorrhée K. pneumoniae 2750 18
K. pneumoniae 4742 19
K. pneumoniae 3003 26
K. pneumoniae 8156 18
Urine K. pneumoniae 5792 18
K. pneumoniae 8109 24
K. pneumoniae 2750 18
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d. Activité antagoniste vis-a-vis de P. mirabilis

Sur les 22 bactéries appartenant a ’espece P. mirabilis majoritairement isolées
d’urine, 15 (68%) révelent une sensibilité importante aux molécules bioactives synthétisées
par la BS30. D’ailleurs, les meilleurs diamétres des zones d’inhibitions sont enregistré contre
P. mirabilis 5913 et P. mirabilis 8491 atteignant 40 mm et un peu moins contre P. mirabilis
8578 (35mm), P. mirabilis 4115 et P. mirabilis 2460 avec 28mm chacune (Figure 14). Cette
espece est dotée d’une résistance naturelle a la tétracycline (TET), la colistine (Cs) et la
nirofurane (FT) et une trés grande sensibilité aux antibiotiques appartenant a la famille des -
lactamines, aminosides, quinolones, cotrimoxazole, chloramphénicol (CA-SFM, 2015) ce

qui justifie les grandes zones d’inhibition obtenues.

P. mirabilis a une résistance naturelle a la colistine, les cyclines (spécificité de l'espéce
mirabilis) et les furanes. Les autres antibiotiques testés sur les bacilles a Gram négatif type
Entérobactéries sont habituellement actifs (B-lactamines, aminosides, quinolones,

cotrimoxazole, chloramphénicol) (Archambaud et Clave, 2004).

L’activité antibactérienne la plus importante de la souche BS30 vis-a-vis des bactéries

Gram négatif a été enregistrée vis a vis Proteus mirabilis.

Proteus mirabils 5913(40mm) Proteus mirabils 4115 (28 mm)

Proteus mirabils 8578 (35mm)

Figure 14: Activités antibiotiques de la souche étudiée vis-a-vis de Proteus mirabilis
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Boughachiche et al. (2005) et Boudemagh et al. (2005), expliquent que les variations

des zones d’inhibition sont dues au fait qu’une souche d’actinomycéte peut produire plusieurs

molécules antimicrobiennes (différents spectres daction) dont la nature dépend de la

composition du milieu de culture. Les diamétres des zones d’inhibition sont présentés sur le

tableau suivant :

Tableau XXIV: Activité antimicrobienne contre les P. mirabilis

Préléevement Bactéries Diamétres des zones d’inhibition (mm)
P. mirabilis 6741 18

Pus P. mirabilis 2460 28
P. mirabilis 8617 20
P. mirabilis 2093 14
P. mirabilis 4401 16
P. mirabilis 4115 28

Urine P. m!rab!l!s 6755 14
P. mirabilis 5913 40
P. mirabilis 8491 40
P. mirabilis S 13
P. mirabilis PM 18
P. mirabilis 8578 35
P. mirabilis 3539 18
P. mirabilis 7651 09
P. mirabilis 8364 16

2..2.1.2. Activité antagoniste de la BS30 vis-a-vis des bactéries a Gram positif

De méme, nos résultat montre que S. aureus est sensible aux molécules secrétées par

la Streptomyces sp. BS30 avec un pourcentage de 58.33% (Figure 16).

Nombre de geres

—_
o

Germes cibles

M Bactéries sensibles

H Bactéries résistantes

Figure 15: Activité de la Streptomyces sp. BS30 vis-a-vis les bactéries Gram positives
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La meilleure activité a été enregistré vis-a-vis les S. aureus isolés des prélévements de
pus et le plus important diamétre est enregistré vis-a-vis S.aureus 7932 (58mm) (Figure 16).
Les diamétres des zones d’inhibition sont rapportés dans le tableau XXI. Cependant aucune
activité détectée vis a vis SARM contrairement aux résultats obtenu en utilisant la souche
Streptomyces sp.MITS 1005 isolée du sol (Gwalior) par Singh et al. (2012) qui présente une
activité vis a vis des germes pathogenese tel que le S. aureus Méthicilline Résistant (MRSA)

et Enterococcus Vancomycine Résistante (VRE).

Staphylococcus aureus 7932 Enterococcus faecalis ATCC 29212

Figure 16 : Activité de la Streptomyces sp. BS30 vis-a-vis Staphylococcus aureus 7932 et
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Des zones d’inhibition importantes ont été enregistré vis-a-vis des bactéries de
références B. subtilus ATCC 6633 (39mm), L. innocua Clip 74915 (20mm), E. faecalis
ATCC (48mm) (Tableau XXV).

Les résultats obtenus sont en accordent avec ceux de Sahin et U¢ur (2003) qui ont
isolé des souches de Streptomyces du sol de la Turquie avec une activité vis-a-vis de S. aureus
de 11 a 30 mm. Des souches d’actinomycétes du méme origine révélent une inhibition entre
08 et 16mm pour les S. aureus et entre 3 et 10 pour E. faecalis (Oskay et al., 2004). Une
activité plus importante de 22 mm a été obtenu avec une Strepomyces isolé du sol vis-a-vis S.
aureus (Samer et Al-Hulu, 2015). Devi et al. (2013) a été constaté que la Streptomyces AC23

montre un large spectre d’action en particulier vis-a-vis Staphylococcus aureus (38mm).
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Tableau XXV: Activité de la Streptomyces BS30 vis-a-vis des bactéries & Gram positif.

Nature de préléevement Bactérie Diameétres des zones d’inhibition (mm)
S.aureus 7932 58
S.aureus 5481 22
Pus S.aureus 982 18
S.aureus 4735 16
S.aureus 13
S.aureus 6923 22
Urine S.saprophyticus 2517 20
S. saprophyticus 9968 13
E.faecalis 16
E.faecalis ATCC 48

2.2.1.3. Activité antifongique de la BS30

L’activité antilevurienne de la souche BS 30 vis-a-vis Candida albicans est
intéressante et atteint 17 mm de diamétre (Candida albicans 521) et 22mm (Candida albicans
AA) (figure 17).

Figure 17 : Activité de la Streptomyces sp. BS30 vis-a-vis Candida albicans 521

Il est intéressant de noter que les champignons toxinogenes et phytopathogénes sont
fortement inhibés (Figure 18), comme dans le cas d’Aspergillus carbonarius A731 dont le
diamétre de la zone d’inhibition est de 30mm, Mucor rammanianus NRRL 1829 (20mm),
Aspergillus parasiticus CB5 (20mm) et Aspergillus niger 939N (20mm), a un degré moindre
Aspergillus flavus NRRL 3251 (10mm) et Fusarium polyferatum (10mm). Une résistance de
Botrytis cinerea et Aspergillus ochracus NRRL 3174 a été enregistré.

Les travaux de Badiji et al. (2005), montrent une importante activité antilevurienne de
la souche Actinomadura sp. AC 170, contre Candida albicans (21 mm) et en particulier

contre les champignons filamenteux. Ceci corrobore avec les résultats de la présente étude.
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Aspergillus flavus NRRL 3251

Mucor rammanianus NRRL 1829 Fusarium polyferatum

Figure 18: Activité de la Streptomyces sp. BS30 vis-a-vis les moisissures.
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2.2.2. Mise en évidence de I’activité antibiotique de la Streptomyces sp. BS30

sur milieu liquide

Selon le diamétre des zones d’inhibitions ainsi que le spectre, la souche BS30 présente
des activités antibactériennes et antifongiques importante sur milieu solide, d’ou I’intérét de
réaliser des cultures liquides dans le but de déterminer sa capacité a produire des molécules
actives dans ce milieu, d’étudier la cinétique de la production, d’extraire et d’essayer de semi

purifier les molécules bioactives synthétisées.

L’analyse des résultats obtenus lors du premier criblage par la méthode des cylindres
d’agar basée sur I’importance du diamétre de la zone d’inhibition en tenant compte des profils
de résistance des germes cibles a permis de choisir des bactéries qui sont révélées sensibles
aux molécules bioactives synthétisées par la Streptomyces sp. BS30 et résistantes a une

batterie d’antibiotiques pour la suite de ce travail expérimental.

La souche étudiée a été testée vis-a-vis de 5 bactéries a Gram positif, 6 bactéries a

Gram négatif et une levure. Les germes retenus sont reportés dans le tableau suivant :

Tableau XXVI: Germes retenues pour 1’activité antagoniste de la BS30.

Bactéries Gram positif Bactéries Gram negatif Levure
Staphylococcus aureus ; Escherichia coli 9097 ; Candida albicans ;
Staphylococcus saprophyticus Proteus mirabilis 5913 ;
2517 ;

Acinetobacter boumannii ;

Enterococcus faecalis ; ] )
Klebsiella pneumoniae 2750.
Listeria innocua clip 74915; )
Pseudomonas aeruginosae 8665 ;

Bacillus subtilis ATCC 6633; ) o
Citrobacter diversis 11952 ;

Des cultures liquides ont été préparées afin d’évaluer I’activité antibactérienne, la
cinétique de la production, de la croissance et de la variation du pH des substances actives de
la BS30.

Pour la mise en évidence de I’activité antibactérienne, deux techniques de diffusion

ont été adoptées ; la méthode des puits et la méthode des disques.
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2.2.2.1. Etude de la cinétique de la croissance, de la production et du pH
a. Cinétique de la croissance

Les résultats de la cinétique de la croissance de la souche BS30, cultivée sur le milieu

liqguide M2, sont présentés sur la figure 19. La culture a duré 14 jours.

Durant la phase de croissance le poids sec augmente rapidement pendant les 24
premiéres heures jusqu’a 2.33mg/ml. Entre le premier et le cinquiéme jour, une diminution
du poids sec a été observée a 1.8mg/ml qui peut étre expliquée par la faible précision de la
technique. Selon Martin et McDaniel, (1975), le dosage des acides nucléiques représente
I’'une des techniques les plus favorables permettant de suivre la croissance avec plus de

précision chez les microorganismes filamenteux.

L’allure du graphe de la figure 19 montre que la phase de latence est pratiquement
inexistante, ce qui pourrait étre expliquée d’une part, par le fait que la souche s’est adaptée
aux constituants du milieu lors de la préculture et d’autre part a la présence du glucose dans le
milieu M2 a raison de 1g/l, comme source de carbone, facilement assimilable, connue comme
étant un excellent stimulant de la croissance microbienne (Hermans et al., 1989) .

Oeme

Un optimum de croissance a été constaté au 1 jour avec un poids sec de 6.16

leme

mg/ml. La phase de déclin commence dés le 11 jour avec une réduction considérable du

poids sec qui a atteint 2.97mg/ml.

L’analyse des résultats obtenus a permis de constater que la souche BS30 est capable
de croitre dans ce milieu liquide. De nombreuses especes de Streptomyces produisent un
grand mycélium lorsqu’elles sont cultivées dans des milieux liquides, ce qui est un
inconvénient pour une application industrielle car il est associé a une croissance lente et a une
mauvaise utilisation des nutriments (Van Dissel, 2015). Tandis que, Badji et al. (2005)
rapportent que certains actinomycetes tels que la souche Actinomadura sp. AC 170 a la
particularité de ne pas croitre dans les milieux liquides, aussi bien complexes que synthétiques
et dans différentes conditions (aération, température, pH, lumiére,...etc.), Cependant ce

phénomene n’a jamais été signalé chez les actinomycetes.
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Figure 19: Cinétique de la croissance de la Streptomyces sp. BS30 sur milieu liquide.
b. Cinétique du pH

La mesure des pH des milieux effectuée quotidiennement pendant les 14 jours
d’incubation de la souche étudiée a permis de déduire que cette derniére tend vers une
neutralisation du pH qui passe de 8 (pH initial) le 1% jour a 7.04 au 9 jour, suivie d’une
alcalinisation du milieu qui remonte a pH 8 le 10°™ jour (Figure 20). Cette diminution de pH
du milieu de culture pourrait étre due a la libération d’acides organiques (Reghioua et al.,
2008). La phase stationnaire commence apres 10 jours de fermentation ou le pH atteint son
maximum 8. Elle est caractérisée par une faible augmentation du pH (Basique) qui est
probablement due a la dégradation des sources azotées (Reghioua et al., 2008). Ces résultats
sont en accord avec ceux de Boughachiche et al. (2005), qui confirment I’abondance des

actinomycetes dans les milieux faiblement acides.

L’acidification du milieu de culture au cours de la fermentation affecte la stabilité des
antibactériens mais pas celle des antifongiques, sachant que la plupart des antifongiques
connus sont stables a pH acide ou faiblement acide (Holmberc, 1978). Alors que la
production d’antibactériens est plutot favorisée par un pH alcalin du milieu de culture

(Pandey et al., 2005).
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Figure 20: Cinétique du pH de la souche BS30.

c. Cinétique de la production des molécules bioactives.

L’activité de la souche BS30 en fonction du temps est réalisée sur milieu M2. Cette
activité est suivie par la méthode des puits et la méthode des disques, en utilisant le bouillon

de culture brut, non concentreé. Les résultats sont illustrés par les figures 21, 22 et 23.

Listeria innocua Clip 74915 Klebsiella pneumoniae 2750

Figure 21: Mise en évidence de I’activité de la Streptomyces sp.SY-BS30 sur milieu liquide
testée par la méthode des disques. (A) sur Listeria innocua Clip 74915, (B) sur Klebsiella
pneumoniae 2750

L’activité antibactérienne de la souche BS30 sur milieu liquide apparait dés le 8™

jour d’incubation vis-a-vis Klebsiella pneumoniae 2750 et Enterococcus faecalis avec des
diamétres de zone d’inhibition de 9 et 7mm respectivement. Cette activité atteint son
maximum au 10°™ jour contre Pseudomonas aeruginosae 8665 (33mm), Klebsiella

pneumoniae 2750 (27mm), Enterococcus faecalis (26mm), Escherichea coli 9097, Listria
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innocua Clip 74915 (28mm), Proteus mirabilis 5913 (37mm) et Staphylococcus
saprophyticus 2517 (19mm). Les résultats de cette étude sont en accord avec ceux de Atta et
al. (2012) qui ont rapporté la biosynthése maximale des substances antimicrobiennes
produites par Streptomyces crystallinus AZ-A151 a été obtenue aprés 10 jours d’incubation, et
avec ceux de Sejiny, (1991) qui a déterminé le coefficient de corrélation entre le temps
d’incubation et le diametre des zones d’inhibition. En effet, il a ainsi déduit qu’un temps
d’incubation de 10 jours permettait d’avoir des zones d’inhibition importante. Et d’une
maniére générale, les premiers jours (4-7 jours) d’incubations sont caractérisés par la
formation de biomasse alors que la production maximale d’antibiotiques est enregistrée durant

la phase stationnaire de la croissance (Sejiny, 1991).
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Figure 22 : La cinétique de la production de la BS30 vis-a-vis des bactéries a Gram positives.
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Figure 23: La cinétique de la production de la BS30 vis-a-vis des bactéries & Gram négatives.
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Les activités débutent au 8°™ jour, fin de la phase exponentielle pour atteindre des

maximales au 10°™

jour. Pour les deux souches Listeria innocua Clip 74915, Klebsiella
pneumoniae 2750 [I’activité persiste jusqu’a la fin de la culture. Cela indique que ces
activités sont des métabolites secondaires. Aucune activité n’a été constaté du 1* au 8 jours
d’incubation, alors que certains travaux rapportent que plusieurs antibiotiques synthetisés par

des souches de Streptomyces apparaissent au premier jour de culture (Seo et al., 2010).

Durant les tests d’activité, il a été remarqué que la souche étudiée avait perdu son
potentiels antagonistes et inhibiteurs vis-a-vis de certains germes cibles (Bacillus subtilis
ATCC 6633, Staphylococcus aureus et Candida albicans) sur milieu liquide, ce qui pourrait
étre due a la faible concentration de I’agent antimicrobien dans le milieu. Ces souches se sont
révélées sensibles sur milieu solide. Ces résultats concordent avec ceux de Maruyama et al.
(1975) et Arasu et al. (2009), cependant lors de leur étude sur des souches d’actinomycétes,
ils ont rapporté que I’activité antibiotique a été constatée uniquement sur milieux solides.
D’aprés Moncheva et al. (2002) cela peut étre di a ’inadéquation du milieu de culture

liquide utilisé pour la production d’antibiotiques.

D’autres études ont présentés des résultats comparables. En effet, Nedialkova et
Naidenova, (2005) et Singh et al. (2006) ont observé une réduction voir une absence
d’activité en milieu liquide en comparaison avec celle observée par la méthode des cylindres

d’agar (en milieu solide).

L'activité antibactérienne du surnageant de culture n’a pas pu €tre détectée par la
technique des puits a cause de la faible concentration des substances antibactériennes dans ce
dernier. Ce phénomene pourrait étre expliqué par le fait qu’en milieu liquide lors de
I’agitation, les filaments se fragmentent en petits fragments incapables de produire des
quantités importantes d’antibiotiques (Bushell et al., 1997; Martin et Bushell ,1996 ;
Reghioua et al., 2008).

Shomura et al. (1979) et Ilwai et Omura, (1982) ont également remarqué que le
passage des milieux solides aux milieux liquides pose quelque fois des problémes. Ce qu’ils
expliquent par le fait que la répartition des nutriments dans les milieux liquides varie avec le
temps alors que leur distribution autour des colonies poussant sur les milieux solides ne varie

pas ou varie tres peu.

Shomura et al. (1979) et Haj-Husein (2013) ont noté également une relation étroite

entre la morphologie des filaments mycéliens et la productivité. En effet, le mycélium
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végétatif prend une forme filamenteuse lorsque 1’antibiotique est produit en milieu solide, il

est cependant fragmenté en milieu liquide et aucune activité antimicrobienne n’est détectée.

L’analyse globale des données obtenues lors des activités antimicrobiennes des
souches testées a permis de constater que ces résultats sont mieux exprimés par la méthode
des cylindres d’agar. Cette méthode permet une meilleure visualisation et observation des

zones d’inhibitions sur milieu solide.

11.3. Optimisation de la production des molécules bioactives par la souche Streptomyces
sp. BS30

a. Choix du milieu de production

Cing milieux de culture (M2, ISP2, GLM, AF et Bennett (composition donnée en
annexe 2) ont été utilisés afin de déterminer le milieu nutritif optimal pour la production des

substances bioactives par la souche Streptomyces sp.BS30.

Aprés 20 jours d’incubation, la souche BS30 s’est développée sur la plupart des
milieux de culture utilisés (Figure 24), avec une trés bonne croissance sur milieu M2 et AF,
tandis que la croissance constatée sur les trois autres milieux 1SP2, GLM et Bennett est plus

modeste.

La croissance de la souche BS30 a été constatée durant 5 jours d’incubation sur milieu
M2, ce qui correspond a la durée la plus courte, tandis que sur les milieux ISP2, Bennett,
GLM, AF, la croissance a duré pres 20 jours d’incubation. Vu la courte durée d’incubation
constatée sur milieu M2 et les résultats de la mise en évidence de I’activité de la souche BS30

(partie 1.1), sur ce méme milieu M2; ce dernier a été retenu pour la suite du travail.

De nombreuses études d’optimisation ont été effectuées; 1’étude de Badji et al,
(2006), menée sur 8 milieux de culture, parmi lesquels figure le milieu Williams (amidon-
caseine-agar), ainsi le taux de production le plus important a été observé sur milieu ISP2. En
2005, la méme équipe a également effectué une optimisation de la production en testant 5

milieux différents pour en conclure a I’efficacité du milieu GYEA.

Selon Qmura et Tanaka (1986), la qualité et la quantité des composés du milieu

influencent significativement la production d‘antibiotique.
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Milieu GLM Milieu Bennett

Milieu ISP2

Milieu M2 Milieu AF

Figure 24 : Croissance sur les 05 milieux de culture utilisés pour 1’optimisation

2.3.1. Détermination des teneurs optimales des sources d’azote et de carbone nécessaires

La synthese de métabolites secondaires biologiquement actifs (antibiotiques,

antifongiques,..) est generalement liée et influencée par la composition de milieu de culture.

En utilisant comme milieu de base le milieu M2, cing concentrations de la source de
carbone (I’amidon) a 1% (m/v) et cinq concentrations de la source d’azote (la caséine) a 1%
(m/v) ont été utilisées. Le milieu optimum de la production est choisi sur la base des
diamétres des zones d’inhibition obtenues lors des tests d’activités vis-a-vis des germes
révélés sensibles afin de déceler les moindres variations. Les résultats sont présentés dans le
tableau XXVI.
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Les résultats de cette étude corroborent ceux de :

a) Atta et al. (2011) qui montrent que le glycerol, I'amidon, et le maltose étaient
d’excellentes sources de carbone pour la production de la néomycine par Streptomyces

fradiae,

b) Atta et al. (2012) réalisée sur Streptomyces crystallinus. A151 AZ qui indiquent que

I'amidon est 1’excellente source de carbone pour la production d'antibiotiques.

Mellouli et al. (2003) ont rapporté que la production des antibiotiques na été observee

lorsque l'amidon est utilisé comme source de carbone.

Une étude statistique par analyse de la variance (ANOVA) des résultats obtenus a démontré
que I’apparition des différentes activités antimicrobiennes chez la souche BS30 est fonction
des milieux de culture et des microorganismes cibles utilisés, ce qui concorde avec les
résultats de Boughachiche et al. (2005). Elle a démontré que les facteurs : souche
productrice, milieu, souche-test et les interactions < souche productrice/milieu >, < souche
productrice/souche-test >, < milieu/souche-test > et < souche productrice/milieu/souche-
test > sont significatifs sur I’apparition des activités antibactériennes. Les diametres des

zones d’inhibition les plus importants sont obtenus avec le milieu M2 avec des concentrations

de 10g d’amidon et 0.1g de caséine pour tous les germes testes.

Pour la suite, le milieu utilisé a ét¢ le M2 a 10g d’amidon et 0.1g de caséine.
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Tableau XXVI: Diamétre des zones d’inhibitions (mm) par souche cible en fonction des

concentrations en amidon et caséine.

Germe cible: Staphylococcus aureus 7932

AMIDON
CASEINE 129 11g 109 9 89
0.1g 11 13 17 13 13
0.29 13 15 15 14 13
0.3g 13 16 15 13 13
0.4g 13 13 13 13 14
0.59 17 16 15 15 16

Germe cible: Proteus mirabilis 5913

AMIDON

CASEINE 129 11g 10g 9 89
0.1g 14 15 17 17 17
0.29 12 17 17 17 17
0.39 15 16 17 17 17
0.49 15 17 17 17 17
0.59 16 17 17 17 17

Germe cible : Bacillus subtilis ATCC 6633

AMIDON

CASEINE 129 11g 109 9 89
0.1g 11 11 17 11 13
0.29 14 13 17 13 13
0.3g 14 15 15 13 13
0.4g 14 15 11 13 13
0.5 15 13 14 14 15
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La performance sur milieu GBA (expliciter ce milieu) , trés utilisé dans la mise en
évidence de D’activité antimicrobienne (Shomura et al., 1979 ; Hilali et al., 2002)
s’expliquerait, d'une part, par la présence, dans ce milieu d’amidon et de glycérol, qui sont
considérés par plusieurs chercheurs comme des composants & consommation lente
augmentant la production de métabolites secondaires (Aharonowitz, 1980; Volker et Altaba
, 2001 ; Hasavada et al., 2006), et d'autre part, par la présence du carbonate de calcium qui a
le role d’agent tampon, neutralisant toute acidification du milieu ce qui conduit a une
meilleure production d’antibiotique (Tanaka , 1992). Les résultats trouvés confirment que la
composition des milieux de culture, en particulier la nature et la concentration des sources de
carbone et de nitrogéne, influent considérablement sur la quantité et la qualité des substances
antimicrobiennes sécrétées par les actinomycetes (Arasu et al., 2009; Song et al., 2012). Une
faible modification de la composition du milieu de culture peut favoriser ou inhiber la
production. En effet Kauffmann, (1962) indique qu’une production intense d’un antibiotique
par une souche d’actinomycete est observée sur un milieu renfermant de ’extrait de malt et
1% de farine de soja. Cette production n’a pas lieu sur le méme milieu avec 0.5% de farine de
soja, bien que la croissance de la souche soit identique sur les deux concentrations de farine
de soja. Ripa et al. (2009), ont indiqué que la production maximale des molécules
antimicrobiennes par une souche de Streptomyce sp. RUPA-08PR, est observée quand le
milieu est supplémenté avec 2% de glucose. En plus des facteurs nutritionnels, d’autres
facteurs, influents sur la production des molécules antimicrobiennes, en particulier le pH, la
température, et I’inoculum (Goodfellow et Williams, 1983, Muiru et al., 2007 ; Atta et al.,
2010).

La production d'antibiotiques et d'autres métabolites secondaires exige souvent des
cultures avec une substance nutritive limitante pour la croissance (Bu'Lock, 1974 ; Bushell,
1983). En genéral, le métabolisme secondaire débute lorsque le taux de croissance cellulaire
diminue; ceci peut conduire, en culture discontinue, a un découplage entre croissance et
production de [I’antibiotique (Liao et al., 1995). Néanmoins, lors de -cultures de
Saccharopolyspora erythrae, la production d’érythromycine est associée a la croissance en

limitation ou non d’oxygene.
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2.4. Extraction des substances bioactives de Streptomyces sp.BS30
2.4.1. Extraction a partir du milieu liquide

L’extraction des molécules bioactives a partir du filtrat de culture nécessite le choix
d’un solvant non miscible a I’eau. Cinq solvant d’extraction de polarité¢ différentes ont été

utilisé; n- butanol, 1’acétate d’éthyle, benzéne et le n-hexane.

Les activités antibiotiques des extraits organiques de la souche Streptomyces sp.BS30
testée ont été décelées dans les phases organiques de quatre solvants : acétate d’éthyle,
benzéne, n-hexane, et n-butanol (Figure 25). Elles sont plus ou moins importantes en fonction
du solvant organique utilisé.

L’apparition de I’activité antibactérienne dans un solvant polaire (le butanol) et un
autre apolaire (I’hexane), suppose qu’il s’agit soit de plusieurs molécules de polarité
différente (soluble chacune dans un solvant différent) ou bien une ou plusieurs molécules
solubles dans des solvants varies. Cette derniére hypothese est plus plausible puisque selon
Guernet et Hamon (1981), les antibiotiques dont la structure est généralement complexe
comprennent des caracteres polaires et apolaires entrainant une affinité pour des solvants tres
divers. Différent types de substances antimicrobiennes de Streptomyces sp. ont ete décrites,
incluant les aminoglycosides, les macrolides, les nucléosides, les polyenes, les polyester et
des tetracyclines (Mellouhi, 2003).
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Figure 25(a): Effet des extraits organiques sur la croissance des bactéries a Gram négatif
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Figure 25 (b): Effet des extraits organiques sur les bactéries a Gram positive

Figure 25 : Effet de solvants d’extraction sur 1’activité de la BS30 vis-a-vis des

germes cibles

Les résultats obtenus avec 1’extrait brut au n-butanol du surnageant de la culture de la
souche BS30 montrent des activités inhibitrices vis-a-vis toutes les bactéries-tests Gram
positives, Gram négatives utilisée et la levure Candida albicans.
brut au n-butanol avec des diametres importants (18mm) enregistrés vis-a-vis de L. innocua
Clip 74915 et de S. saprophyticus 2517, également vis-a-vis de E. faecalis (12mm). Cette
sensibilité a été constatée pour les bactéries Gram négatives avec des diamétres d’inhibition
important particulierement P. aeruginosa 8665 (16mm) et Escherichia coli 9097 (13mm). Par
contre A. baumannii était résistante.

L'activité antilevurienne a été constatée sur Candida albicans avec un diamétre de

zone d’inhibition de 16mm.
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Enterococcus faecalis

(a) : Effet des extraits bruts butanoliques vis a vis les bactéries Gram positif

Escherichea coli 9097 Pseudomonas aeruginosa 8665

(b) : Effet des extraits bruts butanoliques vis a vis les bactéries Gram positif

(c) : Effet des extraits bruts butanoliques vis a vis Candidad albicans

Figure 26: Effet des extraits bruts butanoliques sur les germes cibles.
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Les résultats obtenus avec ’extrait a 1’acétate d’éthyle du surnageant de la culture de
la souche BS30 présente une activité antagoniste sur toutes les bactéries-tests Gram positifs
utilisées et sur les bactéries Gram négatifs a 1’exception d’E. coli 9097, P. mirabilis 5913 et
C. diversis 11952. L’activité antibactérienne apparait aussi avec les extraits bruts a 1’hexane et
au benzeéne. Dans ce dernier, 1’activité antibactérienne a ¢té enregistrée vis-a-vis des bactéries
a Gram positif S. aureus (8mm), S.saprophyticus (10mm) et L. innocua Clip 74915 (10mm) et
les bactéries a Gram négatif E. coli 9097 (14mm), P. aeruginosa 8665 (9mm) et K..
pneumoniae 2750 (9mm).

A T’exception de ’extrait brut hexanique, les résultats obtenus montent une absence
d’activités antibactériennes vis-a-vis da majorité des germes cibles Gram positif. Seul L.
innocua Clip 74915 s’est avérée sensible avec un diameétre d’inhibition de 8mm. Alors que
4/6 bactéries a Gram négatif ont été sensibles a cet extrait avec des diametres d’inhibition
plus au moins important obtenus avec E. coli 9097 (12mm), P. aeruginosa 8665 (10mm),
C.diversis (10mm) et K.a pneumoniae 2750 (10mm).

L’analyse des résultats a permis de conclure que le meilleur solvant d’extraction est le
n-butanol. Ce dernier a présenté une activité inhibitrice vis-a-vis de tous les germes cibles
avec des diamétres d’inhibition important en comparaison avec d’autres extraits. De
nombreux travaux ont confirmé l'efficacité du n-butanol par rapport aux autres solvants
utilisés, entre autres, celle réalisée par Boudjella et al. (2006) sur le genre Streptosporangium,
Zitouni et al. (2005), sur le genre Saccharothrix et Nocardiopsis. Bouras et al. (2013) sur la
Streptomyces sp. PP14. Alors que Badji et al. (2006), ont rapporté que le Benzéne était le
meilleur solvant d’extraction des substances actives des souches actinomycetales du genre
Actinomadura. L’acétate d’éthyle pour Streptomyces sp. GZ024 (Kiran et al., 2015, Samer
et Al-Hulu, 2015).

L’activité antilevurienne vis-a-vis de Candida albicans a été détectée dans tous les
extraits a ’exception de I’extrait brut au benzeéne. Ces résultats corroborent ceux de Franco et
Countinho, (1991) et Augustine et al., (2005), ou la plupart des antibiotiques antifongiques
connus, sont surtout extraits par 1’acétate d’éthyle. Alors que, Augustine et al. (2005), ont
obtenu les meilleures activités vis-a-vis des champignons filamenteux en utilisant 1’hexane

comme solvant d’extraction a partir de Streptomyces albidoflavus.
2.4.2. Extraction a partir du mycélium

Dans [’extrait méthanolique du mycélium, les activités contre tous les germes cibles

utilisés sont absentes.
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2.4.3. Extraction a partir de milieu solide

Les résultats du test de I’activité antibactérienne de 1’extrait brut butanolique a partir
du milieux solides sont illustrés par la figure 27 qui montre une activité inhibitrice sur tout les
germes cibles (bactéries @ Gram positif et a Gram négatif). Ces résultats confirment ceux
trouves dans la partie extraction sur milieu liquide. Le diamétre le plus important a été
constaté vis-a-vis de S. saprophyticus 2517 (30mm) suivi de S. aureus (22mm), B. subtilis
ATCC (20mm) et L. innocua Clip 74915 (19mm).

Bacillus subtilis ATCC Listeria innocua Clip 74915.

Figure 27 : Effet de ’extrait butanolique sur les bactéries a Gram positives.

Des diametres important ont été constatés aussi vis-a-vis des bactéries Gram négatifs
(Figure 28).; K. pneumoniae 2750 (23mm), P. aeruginosa (22mm), P. mirabilis 5913
(20mm), E. coli 9097 (18mm) suivi de C. diversis 11952 (16mm)
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Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae 2750

Escherichea coli 9097 Citrobacter diversis 11952

Figure 28: Effet de I’extrait n-butanolique sur les bactéries a Gram négatives.

L’extrait organique brut au n-butanol de la souche BS30 présente des activites
antibactériennes importantes, ce qui montre que l’extraction a partir de milieu solide est
largement plus rentable qu’a partir d’un milieu liquide. Plusieurs auteurs ont remarqué que la
production des antibiotiques sur milieux solides est nettement meilleure et le passage au
milieu liquide pose quelques problémes, soit par I’arrét de la synthése des antibiotiques
(Shomura et al., 1979), ou par une diminution de leur production (Radhika et al., 2011 ;
Sharma et al., 2011 ; Singh et al., 2006). Cette différence est due a la morphologie de la
croissance dans les deux milieux (Bushell, 1993); en milieu liquide, les hyphes des
Streptomyces fragmentent ce qui diminue leur capacité a produire des antibiotiques (Stocks et
Thomas, 2001; Reghioua et al., 2008) car généralement la production d’antibiotiques est
corrélée avec la taille des fragments mycéliens (Olson et Ratzkin, 1999), contrairement au

milieu solide ou le mycéliums n’est pas fragmenté ce qui favorise une production importante
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d’antibiotiques (Gurung et al., 2009). Ceci explique les grands diamétres d’inhibition

obtenus.
2.5. Détection et semi-purification des antibiotiques

Les activités antibiotiques sont d’abord détectées sur une plaque de gel de silice. La
phase organique active ayant montré les meilleures activités antibiotiques est analysée par

chromatographie sur couche mince de gel de silice (0,25 mm d’épaisseur).

La caractérisation chimique des molécules bioactives sécrétées par la
Streptomyces BS30 est réalisée par chromatographie sur couche mince, en utilisant quatre
systemes de solvant: n-Butanol /Acide acétique /Eau (B.A.E) (60: 20: 20 ; (v: v: V)), n-
Hexane /Dichlorométhane / Méthanol (HDM) (70: 30: 4; (v: v: v)), Acétate d’Ethyle/
Méthanol (A.M.) (100: 15; (v: v)) et. Acétone (Ac) (100 (v)).

2.5.1. Révélation sous lumiére UV

Les plaques sont observées sous lumiere UV afin de localiser les taches présentant une
absorbance a 254 nm et une fluorescence a 366 nm. Le meilleur systetme d’élution sera
sélectionné pour sa capacité a séparer les extraits bruts d’antibiotiques. Les résultats obtenus

sont illustrés sur la figure 29.

En exposant la plaque a une source de radiation UV de 254nm (absorption), certains
composés apparaissent sous forme de taches brillantes. Les taches sont alors délimitées, ce qui
permettra de situer les substances actives, entre elles et par rapport aux composés non actifs.

Ceci facilitera ultérieurement le processus de purification.

D’apres la figure 29, il est évident que le meilleur systéme d’¢élution ayant permis une
bonne séparation, des constituants de I’extrait brut butanolique de la Streptomyces BS30 est
n-Hexane /Dichlorométhane / Méthanol (HDM) avec un rapport de (70: 30: 4; (v: v: V))
(Figure 29a). Avec certains systemes utilisés, les extraits sont : soit restés au point de spot
(cas de n-Butanol /Acide acétique /Eau (B.A.E) (60: 20: 20 ; (v: v: Vv)), et Acétone (Ac) (100
(v)) (Figure 29b), soit ils ont migré jusqu’au front du chromatogramme (cas de 1’acétate
d’éthyle/Méthanol (100 : 15. v/v)) (Figure 29c).
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(a) (b)

Figure 29: Aspect des substances actives sous la lumiére UV.

(©)

Quatre taches ont été obtenues pour le systeme de solvant n-Hexane /Dichlorométhane
/ Méthanol (HDM) (70: 30: 4 ; (v: v: v)) qui ont été révelees par la lumiére UV a 254 nm
(Figure 29a), I'une migre rapidement et se caractérise par un Rf de 0.73, une autre moins
rapide avec un Rf de 0.33 et deux autres avec un Rf de 0.26 et 0.066, cette derniere a migré

d’un centimetre a partir de I’emplacement du dépot ou spot.
11.5.2. Bioautographie

Aprés avoir sélectionné les solvants d‘extraction ayant permis une meilleure
récupération des activités antibiotiques par antibiographie, et aprés avoir procédé au choix du
systéme d’élution qui permet une bonne séparation des substances présentes dans les extraits
bruts de n- butanol a savoir n-Hexane/Dichlorométhane/Méthanol (HDM) (70: 30: 4 ; (v: v:
v); les phases organiques sont analysée par chromatographie sur couche mince de gel de
silice. Les antibiotiques sont détectés par bioautographie vis-a-vis de B. subtilis ATCC 6633.

Bien que la migration des substances soit bonne, il a été impossible de distinguer
I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis du germe test utilisé, aprés plusieurs tentatives.
Ce qui pourrait s’expliquer, par une faible quantité d’antibiotiques produits, une bonne partie

des substances actives serait perdue durant les étapes successives d’extraction.
11.5.3. Révélation par solution chimique

Apres avoir choisi le meilleur solvant de migration et déterminé les Rf des substances
bioactives, d’autres plaques ont été préparées dans les mémes conditions, qui vont servir a des
révélations par des solutions chimiques dans le but d’avoir un apercu sur la nature chimique

des molécules bioactives. La surface des plaques a été pulvérisée par les différents
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révélateurs chimiques qui sont le diphénylamine-aniline, la ninhydrine, la vanilline-acide

sulfurique et le formaldéhyde-acide sulfurique.

La révélation chimique a permis d’obtenir, pour la premiere et la deuxiéme
tache, une réaction positive pour la ninhydrine et le formaldéhyde-acide sulfurique et pour la
troisieme et la quatrieme, la révélation était positive uniquement pour le formaldéhyde-acide
sulfurique, tandis que la réveélation par La vanilline-acide sulfurique et par Le diphénylamine-

aniline étaient négative pour toutes les autres taches (Figure 30).

La ninhydrine est un révélateur des amines, des acides amineés et des oses amines. La

Couleur rose de la premiére tache suppose que ce produit est glycosylé (Figure 30a).

La révélation par le formaldéhyde-acide sulfurique a donné une tache de couleur brun,
formant un smeer, tout au long du trajet de la migration ce qui permet de conclure que la
substance active produite par la BS30 est composée des aromatiques polycycliques (Figure

30b). Pareille pour la troisieme et quatriéme tache.

Révélation par la ninhydrine (a) Révélation par formaldéhyde/ acide sulfurique (b)

Figure 30: Chromatogramme des substances de la Streptomyces sp. BS30.
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Conclusion

La résistance microbienne aux molécules constitue un probléme important lorsqu’elle
concerne des microorganismes pathogenes. Cette résistance se traduit par la capacité acquise
d’un microorganisme a résister aux effets d’un agent chimiothérapeute pour lequel il est
normalement sensible; la propagation de ses bactéries est devenue une préoccupation sanitaire
majeure. La recherche de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’activité

serait plus large tout en étant moins agressif pour 1’h6te semble toujours indispensable.

Les actinomycetes sont d’importants producteurs d’antibiotiques (70% par
Streptomyces) et autres métabolites secondaires. Les deux tiers des quelque six mille

antibiotiques isolés sont produits par les actinomycetes.

Dans le but de disposer d’une collection germes cibles 96 des isolats, 2 levures et 8
champignons ont été isolés au niveau de centre Hospitalo-Universitaire Targa Ouzemmour
Bejaia, deux souches de Streptomyces: Streptomyces sp.BS30 et Streptomyces sp.SY-BS05
ont ¢été utilisées. L’¢tude de leurs activités antibiotiques, 1’extraction et la caractérisation

partielle des molécules bioactives synthétisées ont été réalisées.

Les résultats de I’étude des paramétres physiologiques montrent que les deux souches
étudiées sont alcalophiles (pH 8 pour la Streptomyces sp.BS30 et pH 10 pour et la

Streptomyces sp.SY-BS5), et halotolérantes a des concentrations entre 0,5% et 5% de NaCl.

L’analyse des résultats obtenus montre que la souche Streptomyces sp.BS30 est douée
de deux activités antimicrobiennes sur milieu solide. L’activité antagoniste de Streptomyces
sp. BS30 vis-a-vis de 50 bactéries pathogénes (Gram positif et Gram négatif), 7 champignons
filamenteux pathogenes et 2 levures sur milieu M2 solide démontre qu’elle est caractérisée
par un large spectre d’action. Elle a montré une action antagoniste contre les bactéries a Gram
positif et contre les bactéries a Gram négatif ce qui est rare chez les actinomyceétes, avec une

capacité a produire des substances bioactives sur les deux milieux.

L’optimisation des milieux de culture et les sources de carbones et d’azotes suivies
d’une analyse statistique de la variance (ANOVA) ont révélé que la meilleure activité
antimicrobienne est obtenue sur milieu M2 avec une concentration de 10g d’amidon et 0.1g

de caséine.

La Streptomyces BS30 a la capacité de synthétiser deux substances bioactives extraite

pas le solvant organique le n- butanol, ces molécules se sépare trés bien dans un systeme
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d’¢lution le n-Hexane /Dichlorométhane / Méthanol (HDM)). La structure chimique probable
des ces substances actives produites est constituée de composés glycosylé et aminé et de

composés aromatiques polycycliques revélés par des tests chromogéniques.

Afin de compléter ces travaux, il serait intéressant de pousser 1’investigation dans

cette direction, en réalisant des analyses et test complémentaires a savoir :

» La purification de substances apres bioautographies et HPLC et une caractérisation
plus poussée avec la RMN, I’'IR, la spectroscopie de masse...etc, afin de déterminer
éventuellement leurs structures chimiques et leur originalité..

> Enfin, la réalisation de tests de génotoxicité vis-a-vis des cellules animales, avant de

prétendre a une application possible de ces antibiotiques.
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ANNEXES

ANNEXE 1

Tableau 111 : Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomycétes

(Loucif, 2011).

Actinomycétes producteurs

Antibiotiques

Références

Micromonospora sp.

Streptomyces griseus
Streptomyces lydicus
Streptomyces lindensis
Marinispora sp.

Verrucosispora sp.

Streptomyces griseochromogenes
Streptomyces humidus
Nocardia transvalensis

Streptomyces nodosus

1/Les agents antibactériens
Clostomycine

Candicidine
Streptolydigine
Rétamycine
Marinomycine
Abyssomycine

2/ Les agents antifongiques

Blasticidine
Phenylacétate
Transvalencine

Amphotéricine

Takahashi et al., 2003

Jinenez et al., 2009

Liu et al., 2007

Inoueet al., 2007
Sturdikova et Sturdik, 2009
Sturdikova et Sturdik, 2009

Fukunagaet al., 2008
Hwanget al., 2001
Mukaiet al., 2006
Carle et al., 2003

3/Les bioherbicides et bioinsecticides produits par les actinomycétes

Saccharopolyspora spinosa

Actinomadura sp

Streptomyces hygroscopicus

Spinosad.Insecticide
neurotoxique
Herbicides.

Exemple 1.
2,4-Dihydro-4-(B-D-
ribofuranosyl)-1, 2, 4 (3H)-

triazol-3-one

Herbicides.

Exemple 2.

Herbimycine

Williamson et al., 2006

Schmitzer et al., 2000

Omura et al., 2006
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ANNEXE 2

Composition des milieux de culture

Composition de milieu Williams (M2):

Amidon.................. 10g
Caséine................... 0.3g
KNOz .o, 02g
NaCl .....oooiiiiiiiin, 50/75g
KoHPOs4 covvvee . 02g
MgSo4, 7THO ............ 0.05¢g
CaCoz.evvvvviniininnnn. 0.02¢g
FeSo, ,7HO ............. 0.01g
Glucose .................1g
Eau distillée.............. 1000mL
Agar............oiel 18¢g
PH .o 7.6
Composition de milieu AF
Extrait de malt .......... 10g
Extrait de levure........ 049
Glucose ................0 2¢g
NaCl ..., 2,5¢
CaCoz ..o, Olg
Agar........ooiiiiiinl. 15¢
Eau distillée ........... 1000mL
PH . 7,2
Composition de milieu ISP2
Extrait de levure ....... 049
Extrait de malt ......... 10g
Glucose ..........ceuenn 049
Agar ...l 209
Eau distillée ............ 1000mL
pPH . 7,2
Composition de milieu GLM
Extraitde malt ............... 3g
Extrait de levure............. 3g
Peptone ... S5¢g
Glucose .......coovvvvnnnnne. 10g
Agar 20g
Eau distillée ............... 1000mL
pH 7,2

Composition de milieu Bennett
Extrait de viande .............. 01g
Peptone ...............ooeil. 02¢g
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Glucose .....covvviiniinnnnn.. 10g

Agar ... l6g

Eau distillée ................ 1000mL

PH .o 7,2
Composition de la gélose nutritive

Extrait de viande................ 059

Peptone...............ooeeen. o 10g

Chloride de sodium............. 059

Agar agar bactériologique......159

Phoooo 7.5+0.2

Ou dissoudre 28g dans 1 litre d’cau distillée.

Composition de la gélose de conservation

Extrait de viande ................ 03g
Peptone protéose................. 10g
Chloride de sodium.............. 03g
Disodiumphosphate.............. 0.8g
Agar......oooiiiiiiii e, 10g
Composition du bouillon nutritif
Peptone ...........cooeiiiiiiiiiininn, 1509
Extraitde levure...................... 3,09
Chloride de sodium................. 6,09
Dglucose.......coovvviiiiiniinninn, 1049
Phooo 7.5+0.2

Dissoudre 25g dans un litre d’eau distillée

Composition de milieu extrait de malt
Extraitde malt.............coooveiieinnnns 30,09
Agar agar bactériologique.............. 15049

Mettre en suspension 45,0 g de milieu déshydraté (BK045) dans 1 litre d’eau distillée
ou déminéralisée. Ajuster le pH a 4,5 par addition d’une solution stérile d’acide
lactique a 10%.
Le pH du milieu est ajusté avant la stérilisation par 1’autoclavage a 120°C
pendant 20minutes. Le milieu est ensuite coulé dans les boites de pétri.
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ANNEXE 3
Les antibiotiques utilisés

Sigle Antibiotique Famille Charge du disque (ng)
AM Ampicilline Aminopénicilline 10
AMC Amoxicilline + acide clavulanique Aminopénicilline 25/10
AMX Amoxicilline Aminopénicilline 25
AN Amikacine Aminosides 30
ATM Aztréonam Monobactame 30
AZM Aziththromycine Macrolides 15
B Bacitracine Polypeptides 130
C Chloramphénicol Phénicolés 30
CAZ Ceftazidime Céphalosporine 3éme génération 30
CB Carbénicilline Carboxypénicilline 100
CEC Céfaclor Céphalosporine 1ére génération 10
CED Céfradine Céphalosporine 1ére génération 30
CEF Céfépime Céphalosporine 3éme génération 30
CF Céfalotine Céphalosporine 1ére génération 30
CFM Ceéfixime Céphalosporine 3éme génération 10
CFP Cefopérazone Céphalosporine 3éme génération 30
CFR Cefadroxil Céphalosporine 1ére génération 30
CFS Cefsulodine Céphalosporine 3éme génération 30
CFT Céfatrizine Céphalosporine 1ére génération 10
CIP Ciprofloxacine Fluoroquinolone 5
CL/CS Colistine Polvpeptide 50
CM/CC Clindamycine Lincosamides 2
CN Cefalexine Céphalosporine 1ére génération 30
CPD Cefpodoxime-proxetil Céphalosporine 3éme génération 10
CPO Cefpirome Céphalosporine 3éme génération 30
CRO Ceftriaxone Céphalosporine 3éme génération 30
CS Colistine Polypeptide 50
CRO Ceftriaxone Céphalosporine 3éme génération 30
CS Colistine Polypeptide 50
CTF Cefotiam Céphalosporine 3éme génération 30
CTT Cefotétan Ceéphalosporine 2éme génération 30
CTX Ceéfotaxime Céphalosporine 3éme génération 30
CXM Céfuroxime Céphalosporine 2éme génération 30
CZ Céfazoline Céphalosporine lére génération 30
D/DO Doxvcycline Tétracyclines 30
E Erythromycine Macrolides 15
ENX Enoxacine Fluoroguinolone 5
ETP Ertapénéme Carbapénéme 10
FA Acide fusidigue Divers 10
FAM Ampicilline + sulbactam Aminopénicilline 10/10
FEP Cefépime Céphalosporine 3éme géneration 30
FOS Fosfomycine Divers 50
FOX Céfoxitine Céphalosporine 2éme géneration 30
GEN Gentamicine forte charge Aminosides 500
GM Gentamicine Aminosides 10
IPM Imipénéme Carbapénéme 10
Sigle Antibiotique Famille Charge du disque (ng)
ISP Isépamicine Aminosides 30
K Kanamycine Aminosides 30
KAN Kanamycine forte charge Aminosides 1000
L Lincomycine Lincosamides 15
LOM Loméfloxacine Fluoroquinolone 5
LVX Lévofloxacine Fluoroguinolone 5
MA Cefamandole Ceéphalosporine 2éme génération 30
MEC Meécillinam Amidinopénicilline 10
MEM Méropénéme Carbapénéme 10
MNO Minocvcline Tétracyclines 30U1
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MINO Minocycline Tétracyclines 30 UI
DMNIOX Latamo=xef Cephalosporine 3 éme géncération 30
MTR Meétronidazole Divers 16
MZ Mezlocilline Acyluréidopénicilline 75
™ MNeomycine Aminosides 30
NA M cide nalidixique Quinolones lére génération 30
NET MNetilmicine Aminosides 30
NI MNitroxoline Davers 20
NOR MNorfloxacine Fluoroquinclone 5
OA Acide oxolinigue Quinolones lére génération 10
OFX Ofloxacine Fluoroquinolone 5
oT Oxytétracyeline Tétracyclines 30U
OX O=acilline Pénicillines 1 ous
P Pénicilline G Pénicillines 6
PB Polymyxine B Polypeptides 50
PEF Pefloxacine Fluoroguinolone 5
PI Acide pipémidique Quinolones lére génération 20
PIPF Pipéracilline Pénicillines 75
PR/PT Pristinamycine Streptogramines 15
RA Rifampicine Divers 30
I Streptomycine Aminosides 10
sSP Spiramycine Macrolides 100
SPT Spectinomyvcine (N, gonorrhioeas) Aminosides 100
SPX Sparfloxacine Fluoroguinolone 5
588 Sulfamides Sulfamides-Triméthoprime 200
STR Streptomycine forte charge Aminosides 500
SXT Triméthoprime/sulfaméthoxazole Sulfamides-Triméthoprime 1.25/23.75
(cotritnoxazole)

TCC Ticarcilline + acide clavulanigue Carboxypénicillines T5/10
SPX Sparfloxacine Fluoroquinolone 5
58S Sulfamides Sulfamides-Triméthoprime 200
STR Streptomycine forte charge Aminosides 500
SXT Triméthoprime/sulfaméthoxazole Sulfamides-Triméthoprime 1.25/23.75

(cotrimoxazole)
TCC Ticarcilline + acide clavulanique Carboxypénicillines 75/10

TE Tétracyeline Tétracyclines 30

TEC Teicoplamne Glycopeptides 30
TIC Ticarcilline Carboxypénicillines 75
™ Tobramycine Aminosides 10

TMP Triméthoprime Sulfamides-Triméthoprime 5
TZP Pipéracilline + tazobactam Pénicillines 73/10
UB Fluméquine Quinolones lére geénération 30

VA Vancomycine Glycopeptides 30
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ANNEXE 4

a. La recherche de la nitrate réductase

Une nitrate réductase positive se traduit par une coloration rouge. Si la réaction est
négative on ajoute une petite quantité de la poudre de zinc au milieu incolore. On agite puis
on laisse le tube incliné pendant 5mn. Aprés ce temps, on observe s’il ya apparition d’une
couleur rouge, cela confirme que la souche étudiée ne possede pas une nitrate réductase.

Si le milieu reste incolore, cela indique que la souche étudiée possede, en plus de la nitrate
réductase, une nitrite réductase qui réduit le nitrate jusqu’au stade azote atmosphérique N2.

b. Fermentation des sucres (glucose, saccharose et lactose), la production d’H2S et le gaz

L’utilisation de 1’un des sucres contenus dans le milieu est révélée par le virage de
I’indicateur de couleur, le rouge de phénol, du rouge au jaune. La lecture des résultats est faite
comme suit :

Fermentation de glucose : couleur jaune du culot
Fermentation de lactose : couleur jaune de la pente
Fermentation du saccharose : couleur jaune au centre du tube
Production d’H2S : noircissement de tout le milieu ou apparition d’un anneau
Ou un précipité noir juste au-dessous de la pente.
e Production de gaz (CO; ou H,): se traduit par le soulevement ou fracturation
de la gélose, ou par ’apparition de bulles de gaz.
d. Etude de la voie fermentaire (test RM et VVP)

A T’issu de la période d’incubation, le contenu du tube est divisé en 2 et la lecture se
fait apres 1’ajout de deux réactif VPI et VPII qui se manifeste par le changement de couleur
du milieu comme suit :

e Tube 1 : on ajoute 5 gouttes de VPI et 5 gouttes de VPII. La suspension est chauffée
et laissée 10 mn avant la lecture. L’apparition d’une couleur rouge cerise indique une
réaction positive.

e Tube 2 : on ajoute quelques gouttes du réactif RM. La lecture est immédiate, un

virage au rouge indique une réaction RM positive.

f.Antibiotique
e Ensemencement

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne déja préparée, 1’essorer
puis le frotter sur la totalité de la surface des boites contenant la gélose Mueller-Hinton, de
haut en bas, en stries serrées, répétée 1’opération deux fois, en tournant la boite a chaque fois
sans oublier de pivoter 1’écouvillon sur lui méme, finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Puis, les disques d’antibiotiques a tester selon les
germes isolés sont déposés a la surface de la gélose, a 1’aide d’une pince stérile. Enfin,
I’incubation est effectuée a 37°C pendant 24 heures.



ANNEXES

ANNEXE 5

e Révélations chimiques des molécules bioactives des plagues CCM

Aprés avoir choisi le meilleur solvant de migration et déterminé les Rf des
antibiotiques par bioautographie, d’autres plaques sont développées dans les mémes
conditions. Celles-ci vont servir a des révélations par des solutions chimiques cité ci dessous
et ce, dans le but d’avoir un apergu sur la nature chimique des molécules bioactives.

* Le diphénylamine-aniline: révélateur des glucides.

* Solution a vaporiser : dissoudre 4 g de diphénylamine, 4 ml d’aniline et 20 ml d’acide
phosphorique dans 200 ml d’acétone

* Traitement complémentaire : chauffer pendant 5 min a 100°C. Les taches apparaissent
roses, violettes ou bleues.

* La ninhydrine: révélateur des amines, des acides aminés et des oses amines.

* Solution de vaporisation : dissoudre 0,2 g de ninhydrine dans 100 ml d’acétone.

* Traitement complémentaire: chauffer a 105 °C jusqu’au développement optimal des taches
(Couleur violette, rose).

* La vanilline-acide sulfurique: révélateur des alcools supérieurs, des stéroides et des huiles
éthérées.

* Solution de vaporisation : dissoudre 1 g de vanilline dans 1000 ml de H2SO4 concentré.

* Traitement complémentaire : chauffer a 120°C pendant 5 a 10 (couleurs violette, rose ou
grise).

* Le formaldéhyde-acide sulfurique: révélateur des aromatiques polycycliques.

*Solution de vaporisation : dissoudre 0,2 ml d’une solution de formaldéhyde (37%) dans 10
ml de H2SO4 concentré.

Les taches apparaissent de divers couleurs (brunes, blanches...)
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Tableau V111 : Effet inhibiteur de certaines sources de carbone rapidement assimilable sur la biosynthése d’antibiotiques

Famille chimique

Antibiotiques

Producteurs

Source de carbone ayant un effet négatif
sur la production des antibiotiques

Références

Béta- lactamine

Céphamycine C

Streptomyces lactamadurans

Glucose

Cortes et al., 1986

Streptomyces clavuligerus Glycérol Lebrihi et al., 1988
Aminoglycosides | Gentamycine Micromonospora purpurea Glucose, Xylose Escalante et al., 1992
Macrolides Spiramycine Streptomyces ambofaciens Glycérol Louneés et al., 1995
Anthracycline Rétamycine Streptomyces lindensis Glucose Inoue et al., 2007

Tableau IX: Production d’antibiotiques chez les actinomycétes favorisée par les acides aminés

Famille chimique

Antibiotiques Producteurs

Acides aminés

Références

Aminoglycosides
Béta-lactamines
Phénicolés
Macrolides

Streptomycine
Céphamycine
Chloramphénicol
Spiramycine

Streptomyces griseus Proline
Streptomyces clavuligerus | Asparagine / Glutamine
Streptomyces venezuelae Proline
Streptomyces ambofaciens | Valine

Dulaney, 1948
Branaetal., 1985
Shapiro et Vining, 1985
Untrau et al., 1994




Résumé

Dans le cadre de la recherche de nouveaux antibiotiques élaborés par des actinomycetes vis-a-vis de germes
pathogénes, deux souches du genre Streptomyces (Stréptomyces sp.BS30 et Stréptomyces sp.SY-BS5) ont été
utilisée. 96 souches bactériennes et 2 levures ont été recueillies a partir de différents prélévements (pus, urines
et leucorrhée) au niveau du laboratoire de microbiologie du CHU Targa Ozemmour de Bejaia. L’étude
physiologique des deux souches de Streptomyces a montré que ces souches étaient alcalophiles et
halotolérantes. Leurs activités antibactériennes sur milieux solides et liquides ont été mise en évidence contre les
germes pathogenes collectés, ce qui a révélé des activités antimicrobiennes et antifongiques de la souche
Streptomyces sp. BS30 dont I’importance varie selon le milieu de culture et des souches tests employées. Les
résultats obtenus ont montré que le milieu M2 contenant 10g d’amidon et 0.1g de caséine a permis d’obtenir la
meilleure activité antimicrobienne. Ils montrent également que La Streptomyces sp.BS30 a la capacité de
synthétiser des substances bioactives, qui ont été extraites par le n- butanol. Ces molécules qui séparent tres bien
dans un systéme d’élution n-Hexane/Dichlorométhane/Méthanol (HDM)), seraient constituées de composés
glycosylés, aminés et aromatiques polycycligues.

Mots clés: Collection de germes ; Germes pathogénes ; Streptomyces ; Activité antimicrobienne; Substances
actives.

Abstract

Reserching for a new antibiotics produced by Actinomycetes against pathogens, two Streptomyces strains,
namely Streptomyces sp.BS30 and Streptomyces sp.SY-BS5 were used. 96 bacterial strains and 2 yeasts were
collected from various samples (pus, urine and vaginal discharge) at the microbiology laboratory of the
University Hospital center of Targa Ozemmour Bejaia. The physiological study of these two Streptomyces
strains showed that they were alkalophilic and halotolerant. Their antibacterial activities on solid and liquid
cultures has been demonstrated against the collected pathogens, which revealed antimicrobial and antifungal
activities of Streptomyces sp. BS30, which importance varies by the culture medium used and the strains tested.
The results showed that the M2 medium containing 10g of starch and 0.1g casein yielded the best antimicrobial
activity. They also show that the Streptomyces sp.BS30 has the ability to synthesize two bioactive substances,
which were extracted by n-butanol. These molecules that separate fine in an elution system n-hexane /
dichloromethane / methanol (HDM)) would consist of glycosylated compounds, amines and polycyclic
aromatic.

Keywords: Germ collection; Pathogens germ; Streptomyces; Antimicrobial activity¢ Active substances.
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