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Résumé :
Les actinomyceétes, des bactéries filamenteuses & Gram positif, sont reconnus pour leur

capacité a produire des métabolites secondaires bioactifs, notamment des antibiotiques et des
antifongiques. Face a I'émergence de souches pathogénes résistantes, cette étude vise a isoleret
cribler des souches d'actinomycetes extremophiles, adaptées a des milieux hostiles comme les
sols salins ou alcalins, pour leur potentiel a produire des composés antimicrobiens. L'objectif
est d'identifier de nouvelles molécules actives contre des pathogenes.

La méthodologie a consisté en l'isolement et la purification de 25 souches d'actinomyceétes
fournies par le laboratoire de microbiologie de I'Université de Tébessa. Les techniques
utilisées incluent I'ensemencement par stries et la culture en milieux sélectifs (GYEA, LB,
Sabouraud). Les tests d'activité antimicrobienne ont été réalisés par la méthode des cylindres
d'agar contre des bactéries cibles et par évaluation de l'inhibition de levureset dechampignons
(25 souches indicatrices). Les métabolites ont été extraits a l'aide de solvants organiques
(éthanol, butanol, Dichlorométhane (DCM) et Acétat d’ethyle) pour identifier les composés
actifs. L'analyse a porté sur la mesure des diametres des zones d'inhibition aux jours 3, 7, 10
et 14, avec une sélection des souches les plus actives pour des tests approfondis.

Plusieurs souches d’actinomycéetes ont démontré une activité antimicrobienne prometteuse.
ATSP6, ATSP8 et ATP50 ont fortement inhibé E. coli, tandis qu’ATSP13 et ATP39 étaient
efficaces contre B. subtilis et S. aureus dont les zones d’inhibition allant jusqu’a 30mm .
Contre les champignons, ATP50 et GH65 ont inhibé Candida krusei, et ATSP79 s’est révélée
particulierement active contre Talaromyces amestolkiae. Les souches ATSP15, ATSP25,
ATP28, ATP41 et ATP46 ont présenté un large spectre d’action et une production stable de
meétabolites.

En conclusion, cette étude confirme le potentiel des actinomycetes extrémophiles comme
réservoir de nouveaux antibiotiques et antifongiques. Les souches sélectionnées, notamment
ATP50 et ATSP79, méritent une caractérisation approfondie, incluant l'identification des
molécules actives et des tests in vivo, pour des applications médicales ou biotechnologiques
futures.

Mots-clés:  Actinomycetes, extrémophiles, antibiotiques, antifongiques, résistance

microbienne, criblage.



Abstract:

Actinomycetes, filamentous Gram-positive bacteria,are well known for their ability to
produce bioactive secondary metabolites, particularly antibiotics and antifungals.
In response to the emergence of resistant pathogenic strains, this study aims to isolate and
screen extremophilic actinomycete strains—adapted to harsh environments such as saline or
alkaline soils—for their potential to produce antimicrobial compounds. The goal is to identify
new molecules active .
The methodology involved the isolation and purification of 25 actinomycete strains provided
by the microbiology laboratory at the University of Tébessa.
Techniques used included streak plating and culturing on selective media (GYEA, LB,
Sabouraud). Antimicrobial activitywas assessed usingthe agar cylinder method against target
bacteria and by evaluating yeast and fungal inhibition (25 indicator strains). Metabolites were
extracted using organic solvents (ethanol, butanol, DCM, and ethyl acetate) to identify active
compounds. The analysis focused on measuring inhibition zone diameters on days 3, 7, 10,
and 14, with the most active strains selected for further testing.
Several actinomycete strains demonstrated promising antimicrobial activity:ATSP6, ATSP8,
and ATP50 strongly inhibited E. coli, while ATSP13 and ATP39 were effective against B.
subtilis and S. aureus with inhibition zones of up to 30 mm. Against fungi, ATP50 and GH65
inhibited Candida krusei, and ATSP79 showed notable activity against Talaromyces
amestolkiae. Strains ATSP15, ATSP25, ATP28, ATP41, and ATP46 exhibited broad-
spectrum activity and stable metabolite production.
In conclusion, this study confirms the potential of extremophilic actinomycetes as a reservoir
of new antibiotics and antifungals.
The selected strains, particularly ATP50 and ATSP79, warrant further characterization,
including the identification of active molecules and in vivo testing, for future medical or
biotechnological applications.
Keywords: Actinomycetes, extremophiles, antibiotics, antifungals, microbial resistance,

screening.
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Introduction

Les actinomycétes, bactéries filamenteuses a Gram positif, représentent une source majeure
de métabolites secondaires bioactifs, notamment des antibiotiques et des antifongiques (EI
Karkouri, Ait Assou et EI Hassouni, 2019). Cesmicroorganismes, largement répandus dans
des environnements divers, y compris les milieux extrémes (sols salins, sources chaudes,
déserts, ....etc.), possedent une capacité remarquable a produire des composes antimicrobiens
en réponse a des conditions écologiques hostiles (Trenozhnikova et Azizan, 2018).
Ces dernieres décennies, I’émergence de souches pathogeénes résistantes aux antibiotiques
conventionnels a rendu cruciale la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques. Les
actinomycétes extrémophiles, adaptés a des niches écologiques extrémes (haute salinité, pH
alcalin ou acide, températures élevées), constituent une ressource prometteuse pour la
découverte de composés bioactifs innovants (Bérdy et Klement, 2021). Parexemple, des
¢tudes récentes ont isolé des souches d’actinomycetes de sols hypersalins produisant des
métabolites actifs contre des bactéries multirésistantes et des champignons pathogénes (El
Karkouri, Ait Assou et EI Hassouni, 2019).
L’objectif de cette étude est d’isoler et de cribler des souches d’actinomycétes extrémophiles
pour leur potentiel a produire des antibiotiques et des antifongiques. Nous nous concentrerons
sur des milieux extrémes tels que les salines, les sols alcalins et les écosystemes thermophiles,
en utilisant des méthodes de culture sélectives et des tests d’activité antimicrobienne contre
des souches cibles, ycompris despathogenes résistants comme Staphylococcus aureus et
Candida albicans .

Cette approche permettra d’évaluer la diversité des actinomycétes extrémophiles et
d’identifier des souches productrices de composés bioactifs potentiellement utiles enmédecine
et en biotechnologie.

En exploitant ces microorganismes adaptés a des conditions extrémes,cette étude contribuera
a élargir ler épertoire des molécules antimicrobiennes et a répondre aux défis posés par la
Résistance aux antibiotiques et aux antifongiques.



Synthese
bibliographique



Chapitrel.:
Généralitéssurles
Actinomycetes
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Chapitrel: Généralités sur les Actinomycétes
I.1. Histoire

L’histoire des Actinomycétes peut étre divisée en 5 grandes périodes. La premiére période qui
vadel877 al890 environ,aété nommée «Période médicale »du fait que I’intérét portéa ces
microorganismes ¢€tait dii presque exclusivement aux propriétés pathogeénes qu’on leur attribuait
(Baldacci, 1962).
La seconde période (1900-1940) (Mariat et Sebald, 1990) se rapporte a la mise en évidence et a
I’étude des actinomycetes du sol,avec les travaux deRossi-Doria(189091),Gasparini(1891- 94),
Krainsky (1914), Waksman (1919), Lieske (1921), Orskov (1925), Jensen (1931-33) et
Krassinikov (1938). Elle couvre la découverte des conditions saprophytiques d’habitat des
actinomycétes et les premiéres tentatives pour distinguer deux groupes : les pathogenes et les
saprophytes.
L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits par les Actinomycetes.
Elle commence en 194 Oet le nom de Waksman lui est indiscutable mentlié avec la découverte,
en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Le minor, 1989 ; Sanglier et
Trujillo, 1997). Cette période a résulté en un accroissement brusque du nombre d’espéces
décrites (Baldacci, 1962).
Ainsi, la quatrieme période (1940-1970) est caractérisée par le développement de criteres
morphologiques et biochimiques pour la classification des Actinomycétes, en parallele avec la
meilleure compréhension de la physiologie de ces bactéries et de leur intérét pour la production
de métabolites secondaires et leur potentialité de biodégradation de composés organiques.
Enfin, depuis les années 1960, I’essor des méthodes de génétique, initiées par Hopwood
(Chater,1999 ; Hopwood, 1973) puis de génomique (Hopwood, 2003) a révolutionné la
classification des especes (Ventura, 2007) puis les méthodes de découverte de métabolites
secondaires (Donadio, 2002) et d’exploration du potentiel biotechnologique de ces
microorganismes.
1.2. Définition

Les actinomycétes sont parmi les groupes les plus dispersés de micro-organismes dans la nature.
On les retrouve abondants dans tous types de sols —qu'ils soient cultivés ou vierges,fertiles
Ou pauvres ainsi que dans une grande variété d’écosystemes a travers le globe.
Ces bactéries, appartenant a la classe des actinobactéries, sont des procaryotes a Gram

positif qui présentent une morphologie et une croissance particulierement variées.
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bactéries, appartenant a la classe des actinobactéries, sont des procaryotes a Gram positif qui
présentent une morphologie et une croissance particulierement variées.

Elles sont surtout reconnues pour leur remarquable capacité a produire un large éventail de
métabolites secondaires bioactifs. Environ 70 a 80 % des composes antimicrobiens isolés a ce
jour proviennent d’actinobactéries. Environ 23 000 antibiotiques ont été découverts de
microorganismes dont 10 000 d’eux ont été isolés d'actinobacteria, soulignant leur importance
majeure dans la recherche pharmaceutique et le développement d’agents antimicrobiens.

(Nouasri, Zitouni et Toumi, 2023)

Chain ot

Mycélium aérien
ol y

Figure01:Colonie d'actinomycetes se développant sur gélose (Nouasri, Zitouni et Toumi,
2023)
1.3.  Ecologie et distribution dans la nature
Les actinomycétes sont des bactéries largement répandues dans divers écosystemes

naturels, notamment les sols, les milieux aquatiques (rivieres, lacs, eaux douces) et les
environnements marins .. lls représentent une part importante de la population microbienne du
sol, avec des densités dépassant souvent un million d'individus par gramme de sol (Bawazir et
Shantaram, 2023).

1.3.1Habitats Principaux

Sols: Ils dominent dans les sols riches en matiére organique, ou ils jouent un réle clé dans

la décomposition de la cellulose, la lignine, la chitine et d'autres polymeres complexes.



Chapitrel Généralitéssurles Actinomycetes

Milieux aquatiques:Présents dans les sédiments marins et les eaux douces,bieng u'endensités
plus faibles que dans les sols.
Environnements extrémes : Certaines espéeces sont adaptées aux sols acides (pH < 5), aux
déserts arides, aux sols salins et aux sources chaudes (GopalakrishnanetAl.,2021)
1.3.2.Facteurs Environnement aux Influencant leur Distribution
pH:Les neutrophiles dominent dans les sols neutres,tandis que les acidophiles (comme
Streptomyces acidophilus) prospérent dans les sols acides
Température et humidité:Les actinomycetes mésophiles (25-30°C) sont communs, mais des
thermophiles (40°C) existent dans les composts et les sols désertiques
Teneur en matiere organique : Les sols forestiers et les rhizosphéres abritent des
communautés diversifiées, notamment des genres rares
comme Micromonospora et Actinoplanes (Meenakshi et Al, 2024).
1.3.1. Réles Ecologiques
Recyclage de snutriments:lls dégradent les matiéres organiques complexes ,participant aux
cycles du carbone et de l'azote .
Interactions biologiques:Certains actinomycetes forment des symbioses avec des plantes
(fixation d'azote viaFrankia)ou des insectes (production dantibiotiques pour proteger les
fourmis champignonnistes contre les pathogenes) .
Production de métabolites bioactifs : Antibiotiques, enzymes industrielles et composeés
antifongiques,essentiels pour la compétition microbienne(Lewin,Carlos,Chevrette,Horn,
McDonald, Stankey, Fox et Currie, 2016).
I.1.2. Taxonomie et classification

Les actinomycetes (ou Actinomycetes) sont un groupe de bactéries filamenteuses a Gram
positif, caractérisées par une croissance en filaments semblables a des mycéliums fongiques.
Historiquement,leur morphologie a conduit a les classer parmi les champignons,d'ou leur nom,

dérivé du grec aktinos (rayon) et mykes (champignon) (Wikipedia, 2025).
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Actuellement, les actinomycétes sont classes dans le phylum Actinomycetota, au sein du
domaine des Bacteria. Ce groupe est d'une grande importance écologique, économique et
médicale. Ils jouent un rble clé dans la dégradation de la matiere organique dans les sols,
contribuant ainsi au recyclage des nutriments. De plus, ils sont une source majeure
d'antibiotiques naturels ,tels que la streptomycine et la tétracycline,produits principalement par le
genre Streptomyces (Wikipedia, 2025).

La classification des actinomycetes a évolué au fil du temps, passant d'une approche basée sur
descriteres morphologiques et chimiques a une taxonomie moléculaire fondée sur l'analyse du
géne 16SrRNA et des données génomiques.Cette évolution a permis de mieux comprendre les
relations phylogénétiques au sein de ce groupe et de reclasser certaines especes dans de
nouveaux genres, tels que Schaalia et Boudabousia (Nouioui et Al., 2018).

Ainsi,les actinomycetes représentent un groupe bactérien d'une grande diversité,essentiel pour
les écosystemes terrestres et d'une importance considérable pour la santé humaine et I'industrie

pharmaceutique.

Tableau01:Classification des actinomycetes(ParteetAl.,2020)

Niveau Classificationactuelle

taxonomique

Regne Bacteria

Phylum Actinomycetota(anciennement Actinobacteria)

Classe Actinomycetia(anciennement Actinobacteria)

Ordre Actinomycetales(ordre validé parBuchananen1917)

Familles Actinomycetaceae,Nocardiaceae,Micromonosporaceae,

principales Streptomycetaceae,Frankiaceae,Dermatophilaceae,etc.

Genres Streptomyces,Nocardia,Mycobacterium,Corynebacterium,Frankia,
représentatifs Micromonospora,Actinoplanes,Kitasatospora,Saccharothrix,

Amycolatopsis, Rhodococcus, Tsukamurella, etc.

I.4. Critéres actuels d’identification
1.4.1. Caractéres culturaux
Avec un temps de génération moyen de 2 a 3 heurs, les actinomycetes ont une croissance lente
par rapport aux autres bactéries (Kitouni , 2007). Au laboratoire, les colonies visibles
apparaissent au bout de 3adjours,le mycélium aérien mature,portant les spores,peut prendre 7 a
8
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14 jours pour se développer, d’autres actinomycétes plus lentes exigent plus d’un mois
d’incubation (Kulkarni, 2003).

Lorsqu’ils croissent sur un substrat solide comme le sol ou la gélose, les actinomycétes
développent un réseau ramifié d’hyphes poussant a la fois a la surface et a I'intérieur du substrat
pour former un tapis dense d’hyphes qu’on I’appelle mycélium végétatif. Chez beaucoup
d’actinomycetes, les hyphes végétatifs se différencient en hyphes poussent vers le haut et
forment un mycélium aérien qui s’éléve au-dessus du substrat. C’est a ce moment-la, ou les
composés médicalement utilisés sont synthétisées (Prescoott et Al, 2010 ).

En culture liquide sans agitation, les hyphes formés apres la germination des spores mentent en
surface pour croitre en contacte de 1’air. Cependant en milieu liquide avec agitation et /ou par
injection d’air ou d’oxygéne. Les Streptomyces croissent par élongation des filaments et peuvent
présenter trois types de morphologies : des hyphes ramifiés forment des enchevétrements ; ou
encore des pelotes dont la taille peut varier de 0.1um a plusieurs millimétres (Figure 02)
(Saffroy, 2006).

1.4.2. Caracteres morphologiques

Les membres des Actinobacteria sont deux types : unicellulaires tels que les genres
Micrococcus (coques) et Arthrobacter (batonnets irréguliers) et d’autresgenres qui produisent
des filaments multicellulaires quise développent sur et dans le milieu (mycélium végétatif) ou a
la surface, au dessus du substrat (mycelium aérien) tels que le genre Streptomyces(Aouar, 2006).

1.5.2.1.Streptomyces

Le terme Streptomyces provient du grec Strepto(courbé,tordu) et Myces(champignon)
(PresscottetAl.,2010).
La structure complexe des colonies de Streptomyces (Figure 03) montre le degré de
différenciation d'un tel organisme.Sur milieu solide,débute par la germination d’une spore qui
donne naissance a un mycélium végétatif formé d’hyphes multi-nucléoide, ramifiés et ancrés
dans le milieu. Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium végétatif, en utilisant ce
dernier comme substrat.En effet,le mycélium vegétatif s’autolyse et les produits de la lyse sont
cannibalisés par le mycélium aérien (Miguélez et Al., 1999). La croissance des hyphes est
apicale(Flardh, 2003),et s’accompagne de la formation de septa ,Les cellules se différencient
ensuite pour former des spores. Cela se traduit par I’épaississement des parois cellulaires (qui
rend les spores plusrésistantes a la dessiccation).En milieu liquide,les cellules se développent
uniqguement sous forme de mycélium végétatif, méme si certains Streptomycetes peuvent
sporuler dans cet environnement (Hodgson, 1992).
1.5.2.2.Arthrobacter

Le genre Arthrobacter contient des batonnets aérobies. Le caractere le plus distinctif de ce
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genre est un cycle de développement batonnet-coque.En phase de croissance exponentielle,les
Avrthrobacters ont des batonnets irréguliers ramifiés et peuvent se diviser par un processus qu’on
appelle division par cassure. Lorsqu’elles entrent en phase stationnaire, les cellules prennent une

forme coccoides (Figure 02)(Presscott et Al., 2010).

Mycélium libre Enchevétrements Pelote

Figure02:Morphologies rencontrées au cours de cultures liquides(Amanullah etAl.,2000).
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Figure03:Cycle de développement de Streptomyces sur milieu solide
(HopwoodetAl., 1985).
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I.5. L’importance des actinomycétes

Les actinomycétes sont largement reconnus pour leur capacité a produire une diversité
exceptionnellede métabolites primaireset secondaires d’intérét médical, agricoleet industriel.
Parmi ces métabolites figurent des antibiotiques, des antifongiques, des antis tumoraux et des
enzymes industrielles (Bérdy, 2012). Le genre Streptomyces, a lui seul, est responsable de la
production de plus des deux tiers des antibiotiques d’origine naturelle actuellement utilisés en
médecine humaine et vétérinaire (Hopwood, 2007). Outre leur potentiel biotechnologique, les
actinomycétes jouent un role écologique crucial dans la dégradation de la matiére organique et
la transformation de composés complexes comme les hydrocarbures et les pesticides,
contribuant ainsi au maintien de la fertilité des sols et & la depollution environnementale
(Goodfellow et Williams, 1983 ; Hamedi et Al, 2011). Leur présence dans des
environnements extrémes,tels que les zones arides et salines,atteste de leur grande adaptabilité
et en fait une source prometteuse de nouvelles souches aux activités bioactives encore
méconnues (Okoro et Al., 2009 ; Boubetra et Al., 2013).
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Les actinomycétes, notamment les Streptomyces, sont des bactéries filamenteuses présentes
principalement dans le sol. 1ls sont responsables de la production de nombreux antibiotiques et
antifongiques naturels, représentant environ 75 % des antibiotiques microbiens connus. Parmi
les plus célebres, on trouve la streptomycine, I'érythromycine, la rifamycine, la nystatine et
I'amphotéricine B.

Ces composes sont essentiels dans le traitement des infections bactériennes et fongiques,et
leur production par fermentation est une activité industrielle majeure. Les actinomycétes sont
également une source importante de métabolites secondaires bioactifs,utilisés en médecine,en
agriculture et dans I’industrie (Antibiot Tokyo,2005).

I1.1-Métabolismes des actinomycetes

11.1.1.Metabolisme primaire des actinomycetes

Le métabolisme primaire des actinomycétes regroupe 1’ensemble des réactions biochimiques
indispensables a leur croissance, a leur survie et a la production de biomasse. Il englobe les
processus cataboliques et anaboliques qui permettent la transformation des nutriments en
énergie et en composants cellulaires essentiels( Bensefia Kharfiya, 2015).

Concretement, ce métabolisme assure la dégradation des substrats organiques tels que les
sucres, les acides aminés ou les lipides, afin de produire de 1’énergie sous forme d’ATP ainsi
que des molécules porteuses d’¢électrons nécessaires aux réactions de biosynthése.Cette
énergie et ces précurseurs servent ensuite a assembler les monomeres - acides amines,
nucléotides, sucres simples - en macromolécules structurales et fonctionnelles comme les
proteines, les acides nucléiques, les polysaccharides et les lipides.

Chez les actinomyceétes, ces processus métaboliques sont particulierement efficaces pour
dégrader des substances complexes telles que la cellulose ou la chitine, ce qui leur permet de
prospérer dans des environnements variés,notamment dans les sols riches en matiére
organique.

Ce métabolisme primaire constitue la base essentielle avant que les actinomycétes n’entrent
en phase de production de métabolites secondaires, tels que les antibiotiques et antifongiques,
qui font leur renommée (Kieser et Al,2000).

I1.1.2-Metabolisme secondaire des actinomycetes

Le métabolisme secondaire des actinomycétes correspond a I’ensemble des voies
biochimiques impliquées dans la synthése de composés organiques a faible poids moléculaire,
qui ne sont pas directement nécessaires a la croissance ou a la survie immédiate des cellules.

Ces métabolites secondaires sont généralement produits lors de la phase stationnaire du cycle
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De vie bacterien,période durant laquelle la division ellulaire ralentit et les ressources nutritives
deviennent limitées ( Mohamed Mahmoud Abdou ;2016).

Ces molécules jouent un rdle crucial dans les interactions écologiques des actinomyceétes,
notamment en tant qu’agents de défense contre d’autres microorganismes ou en tant que
médiateurs de la communication intercellulaire. Chez les actinomyceétes, particuliérement au
sein du genre Streptomyces, le métabolisme secondaire est d’une grande richesse et diversité,
englobant laproduction d’antibiotiques, d’antifongiques, d’enzymes, depolysaccharides, ainsi
que d’autres composés bioactifs tels que des alcools,des acides aminés modifiés,des composés
aromatiques et des antioxydants,dont beaucoup présentent un intérét industriel et
thérapeutique majeur (Mohamed Mahmoud Abdou ;2016).

,

Actinomycetes :

- 75,5 % Streptomyces sp
24.5 % Actinomycétes rares

B Antibiotiques issus de bactéries non actinomycetales

[l Bactéries actinomycétales @hampignons microscopiques

Les génes responsables de la biosynthése de ces métabolites sont souvent regroupés en
clusters génétiques spécifiques, dont I’expression est finement régulée par des facteurs
environnementaux,dessignaux moléculairesinternesetdesmécanismesdecontrélegénétique
complexes.Par exemple, la production d’antibiotiques peut étre déclenchée ou modulée par des
molécules de signalisation comme 1’A-factor,ou par des conditions de culture particuliéres (
Chater, K. F. 2016).
11.1.Production des molécules bioactives

Depuis 1940, les actinomycetes, spécialement les Streptomyces retiennent I’attention des
scientifiques par la production des antibiotiques et de différents métabolites. Le tableau 02
illustre les différents métabolites produits par les actinomycetes.

Les actinomycetes ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives entre
autres des antibiotiques, En fait, 45% des antibiotiques connus, sont naturellement issus des
actinomycetes et plus particulierement du genre Streptomyces (Figure 04) (Sibanda et
Al.,2010). Parmi les antibiotiques qui ont des applications thérapeutiques on peut citer: les
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aminoglycosides, les anthracyclines, les glycopepetides, les beta-lactamines, les tetracyclines,

les macrolides,...etc.

£
Actinomycetes :

75.5 % Streptomyces sp
24 5 % Actinomycétes rares

B Antibiotiques issus de bactéries non actinomycetales

B Bacteries actinomycetales @hampignons microscopicques

Figure 04 : Originesdesantibiotiques(Berdy,2005)

Tableau02:Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomycétes

(Loucif, 2011)

Streptomyces nodosus

Amphotéricine B

Actinomycétes producteurs Amntibiotiques Références
1/Les agents antibactériens
Micromonospora sp. Clostomycine Takahashi et al., 2003
Streptomyces griseus Candicidine Jinenez et al., 2009
Streptomyces lydicus Streptolydigine Linet al., 2007
Streptomyce lindensis Retamycine Inoue et al., 2007
Marinispora sp. Marinomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
Verrucosispora sp. Abyssomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
2/ Les agents antifongiques
Streptomyces Blasticidine Fukunaga et al., 2008
griseochromogenes
Streptomyces humidus Phenylacetate Hwang et al., 2001
Nocardia transvalensis Transvalencine Mukai et al., 2006

Carle et al., 2003

3/Les bioherbicides et bioinse cticides produits par les actinomycétes

Williamson et al., 2006

Spinosad. Insecticide

triazol-3-one

Saccharopolyspora spincsa
neunrot oxigque
Actinomadura sp Herbicides. Schmitzer et al., 2000
Exemple 1. 2,4 Dihydro-4-
{B-Dribofuranosyl)-
1,2, 4(3H)-

Omura et al., 2006

Streptomyces hygroscopicus -

Exemple 2. Herbimycine
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11.3.Les antibiotiques
11.3.1.Définition
Les antibiotiques produites par les actinomycetes sont des substances naturelles biosynthétisées par
ces bactéries filamenteuses,principalement du genre streptomyces.Ces composés présentent une activité
antimicrobienne ,inhibant ou tuant d’autres micro-organismes,et sont utilisés pour traiter les infections
bactériennes chez I’homme , les animaux et les plantes.Les actinomycetes sont une source prolifique
d’antibiotiques, produisant environ les deux tiers des antibtioiques connus.
11.3.2.Classification
Les antibiotiques d'actinomycétes peuvent étre classés en fonction de leur structure chimique
et de leur mécanisme d’action, voici quelques classes principales :
Aminoglycosides: Streptomycine,néomycine,gentamicine
Macrolides: Erythromycine
Ansamycines:Rifamycine
Béta-lactamines: Thiénamycine
Peptides: Viomycine, actinomycine
Tétracyclines:Chlortétracycline,oxytétracycline
Nucléosides: Puromycine
Polyénes: Nystatine,amphotéricineB
11.3.3. Moded’action
Les antibiotiques des actinomyceétes, en particulier les Streptomyces, produisent une grande
variété dantibiotiques aux modes d'action divers, ciblant des processus essentiels des
microorganismes pathogeénes.
11.3.3.1. Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire
Cibles:Précurseurs du peptidoglycane(acétylmuramique, D-alanine).
Exemples:
B-lactames(ex.céphalosporines):Inhibent les transpeptidases(PBP),bloquant la réticulation du
peptidoglycane .

Glycopeptides(vancomycine):SelientauD-alanyl-D-alanine,empéchant la polymérisation
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Des chaines peptidoglycanes(Chater,2021).
11.3.3.2. Inhibition de la synthése protéique
Cibles:Ribosomes bactériens(70S,sous-unités30S/50S).
Exemples :
Aminosides(streptomycine):Se fixent a la sous-unité30S,induisant des erreurs de lecture de
I'ARNmM
Macrolides(érythromycine):Bloquent le tunnel de sortie des peptides naissants sur 1a50S
Tetracyclines:Inhibent la fixation de I'ARNL a la sous-unité30S(Adamek,Spohn,Stegmann et
Ziemert, 2019)
11.3.33.  Altération de la membrane cellulaire
Cibles : Lipides membranaires (phospholipides).
Exemples :
Polyénes(amphotéricineB):Se lient a I'ergostérol des membranes fongiques,créant des pores
Polymyxines:Détruisent la membrane des Gram-négatifs en interagissant avec les
lipopolysaccharides (LPS) (Adamek, Spohn, Stegmann et Ziemert, 2019).
11.3.34. Inhibition de la synthese d’ADN/ARN
Cible:Topoisomérases,ARNpolymérase.
Exemples :
Rifamycines:Inhibent I'ARN polymérase bactérienne
Quinolones (dérivés synthetiques inspirés des métabolites naturels) : Ciblent les
topoisomérases Il (gyrase) et 1V (Adamek, Spohn, Stegmann et Ziemert, 2019;Chater,
2021)
11.3.35. Résistanceauxantibiotiquesetadaptations
Les actinomyceétes produisent aussi des molécules pour contourner les résistances,comme:
Modification enzymatique (ex. B-lactamases).
Pompes a efflux(ex.tétracyclines)(Adamek,Spohn,StegmannetZiemert,2019; Chater,
2021)
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Figure05:Principaux cibles et modes d'action des antibiotiques(Davieset Mazel,1997)

I1.4. Les antifongiques
11.4.1. Définition:

Les antifongiques des actinomycetes sont des metabolites secondaires spécialisés,

synthétiseés principalementpar des bacteries filamenteuses
de I’ordre des Actinomycetales (notamment Streptomyces,
Micromonospora et Amycolatopsis), qui  inhibent  sélectivement la

croissance ou la viabilité des champignons pathogenes. (Hopwood, 2007).
11.4.2. Classification:

Les agents antifongiques sont classés selon leur structure moléculaire et leur mode
d'action. Il faut noter les inhibiteurs de la biosynthése de I’érgostérol (azolés, polyeénes),
inhibiteurs de la squalene-époxidase (terbinafine), inhibiteurs de la glucane-synthase
(Echinocandines) Ils peuvent également étre classés en fonction de leur spectre antifongique et
de leur mode d'administration (Bouaziz, 2018) :

Lespolyenes(L'amphotéricineB+Lanystatine) Les
nikkomycines
La Piramicine

Cycloheximide
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11.4.3.Mode d’action

Les modes d'action des antifongiques sont diversifiés et ciblent principalement lesstructures
essentielles des champignons pathogénes. Voici les principaux mécanismes :
11.4.3.1.Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire fongique

Certaines actinobactéries produisent des composés similaires aux échinocandines, qui
inhibent la B-(1,3)-glucane synthétase, une enzyme clé pour la biosynthése de la paroi
cellulaire fongique. Cela entraine une perturbation de lintégrité structurale et une lyse
cellulaire( Vanreppelen et Al.,2023) .
Exemple: Les souches de Streptomyces isolées du sol rhizosphérique produisent des
metabolites capables de détruire la structure cellulaire de Fusarium oxysporum, agent
responsable de la fusariose du bananier(Qi et Al., 2021)
11.43.2. Altération de la membrane cellulaire

Les polyenes (ex. : amphotéricine B) produits par Streptomyces se lient a l'ergostérol,
principal stérol des membranes fongiques, formant des pores et provoquant une fuite des ions
et des molécules essentiels. Ce mécanisme est fongicide(Ghannoum et Rice, 1999 ; Santos et
Al., 2012).
11.4.3.3. Inhibition de la synthése des stérols

Certains métabolites d'actinobactéries ciblent des enzymes de la voie de biosynthése de

I'ergostérol, comme la lanostérol 14a-déméthylase (ciblée par les azoles) ou la squaléne
époxydase (ciblée par les allylamines) (Ghannoum et Rice, 1999).
Ces inhibitions entrainent une accumulation de stérols toxiques et une carence en ergostérol,
perturbant la fluidité membranaire (Santos et Al., 2012)
11.4.3.4. Interférence avec la synthese des macromolécules

Certaines actinobactéries produisent des analogues de pyrimidines (ex. : 5-fluorocytosine),
quisontin corporés dans I'ARN fongique ou inhibent la synthése del’ADN via l'inhibition de la
thymidylate synthase, Ce mécanisme est souvent fongistatique et peut étre synergique avec

d'autres antifongiques comme les polyénes (Ghannoum et Rice, 1999 ; Santos et Al., 2012)
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Matériel et Méthode

Cette étude a été faite afin d’isoler et de sélectionner des souches d’actinomycetes
extrémophiles capables de produire des composés a activité antibiotique et antifongique. Ce
travail a été réalisé au sien du laboratoire de Microbiologie de I'université Tebessa, sous la
direction de Mme BENHAD)J et la doctorante Mme LIMAMI , pendant la période allant du
01/03/2025 au 10/06/2025.

1.1 Matériels utilisée
.11 Matériels non-biologique
1.1.1.1  Grands matériels

[
Piedacoulisse

Agitateur
LoupeBinoculaire
EtuverC
Plaquechauffante
Autoclave
Balancedeprécision
Bain .
marieCVortexRéfrig
érateur
Haute
Evaporateur rotatoir
1.1.1.2 Petitsmateériels
CAnse de
platineCBarreaux
magnétiqueBec bunsen
Boites de Pétri(grands et minies boites).
Portoirs
CEntonnoirC
CMicropipette”
Eppendorf Papier
parafilm
CPipettes Pasteur
C Cure dents™
Spatule
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Pied a coulisse
Verreries:béchers gradués,éprouvettes graduées,tubes a essai stériles,les flacons et Verre a

pied
I.1.2-Matériels biologiques
1.1.2.1Les actinomycetes

Les 25 isolats d’actinomycétes étudiés ont été fournis par notre encadrante Mme Benhadj M
.(Tableau 03)

Les suivantes

Tableau03:les souches d’actinomycetes étudiées

ATSP6 ATSP24 ATP40

ATSP8 ATSP25 ATP41
ATSP11 ATSP26 ATP46
ATSP12 ATP28 ATP48
ATSP13 ATP36 ATP49
ATSP15 ATP37 ATP50
ATSP18 ATP39 GH57

GHG65 OS 66 ATSP78
ATSP79

11.1.2.1.Les souches indicatrices

Lesbacteries:E.coli,K.Pneumo348,K.Pneumo899 , Pseudo ATCC , B.Antra,
L.Monocytogenes , B.Subtilis , S.Epidermidis , S.Aureus , B.Cereus , Microccoccus
Leschamingions:C.Albicans, CNC4,C.Krusei,CreptoLCR,ICF44,Rabdoturella
Leslevures:A.Sclero,A.FlavATCC,A.Nomiae,A.Fumig, T.Rubrum, Talo.aml

11122 :Les milieux de culture utilisés

Le milieuGYEA(Glucose Yeast Extract Agar)

Le milieu LB molle (Luria-Bertani)

Le milieu ISP2 molle(International Streptomyces Project2)
Le milieu chapman

Le milieu Sabouraud

La gélose nutritive(GN)
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Le milieu ISP 2 liquide
Le milieu de Mackconkey
NB:La composition de chaque milieu est présentée dans la partie annexe.
11123 :Les solutions et les solvants utilisés:
L’cau distillée stérile
L’cau physiologique stérile
Ethanol
Buthanol Dichlorométhane
Acetate d'ethyle
11.2.Méthode du travail
I1.2.1-Origines des souches

Les 25 isolats d’actinomycétes étudiés ont été fournis par notre encadrante MmeBenhadj.

11.2.1. Ensemencement et purification des isolats d’actinomycétes

La premiere étape de notre étude consiste a purifier les souches d’actinomycetes
sélectionnées.Cette phase est cruciale,car elle permet d’obtenir des cultures pures,nécessaires
pour la suite du travail. La purification se fait par repiquage successif sur un milieu frais, en
I’occurrence le milieu ISP2, solidifié en boites de Pétri. Pour I’ensemencement, nous utilisons
la méthode des stries d’épuisement: a 1’aide d’une anse de platine, un fragment de mycélium
ou quelques spores sont prelevés a partir de la colonie a purifier,puis ensemencés sur le
nouveau milieu. Les boites sont ensuite incubées a 30 °C pendant 7 jours. Ce temps
d’incubation relativement long s’explique par la croissance lente des actinomycétes, comparée

a celle d’autres bactéries.
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Figure07:La méthode d’ensemencement en stries serrés.

11.2.2.Préparation de I’inoculum
La méthode recommandée pour la standardisation des germes cibles repose sur la technique

Des suspensions diluées ,accompagnée de la mesure de la densité optique(DO)de la
suspension bactérienne. Cette mesure doit étre effectuée a 1’aide d’un spectrophotometre
(modele Shimadzu UV mini 1240), a une longueur d’onde de 625 nm, correspondant a la
plage spécifique aux germes cibles,ou la densité optique doit se situer entre0,48 et
0,49.L’inoculum a utiliser doit présenter une concentration de 10” UFC/ml.
Préparation des champignons/Levures

Les levures et les champignons sont ensemenceés sur un milieu solide de Sabouraud, un
milieu selectif et légerement acide,riche en glucose,qui favorise la croissance des
champignons tout en inhibant celle des bactéries.Les boites sont ensuite incubées a 30°C
pendant 48 heures, une tempeérature optimale pour permettre le développement des levures
(colonies crémeuses et lisses) et le debut de croissance des champignons filamenteux.
Préparation des bactéries

Les bactéries sont ensemencees sur des milieux solides sélectifs et différentiels adaptés a

leur genre : le milieu Chapman pour I’isolement des Staphylococcus ., le milieu MacConkey
pour les entérobacteries,et de GN pour les autres bactéries.Les boites sont ensuite incubées a
35 + 2 °C pendant 24 heures afin de favoriser la croissance bactérienne.
Meéthode des cylindres d*agar

Cette méthode consiste a ensemencer les isolats d'actinobactéries par stries tres serrées
a ’aide d’une anse de platine, de mani¢re homogene, a la surface du milieu GYEA (Glucose
Yeast Extract Agar). Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant une période appropriée
(généralement 5a7jours,selon la croissance).Une fois I’incubation terminée,des cylindres de
gélose contenant la culture d’actinobactéries sont découpés d’une maniére aseptique. Ces
cylindres sont ensuite déposés a la surface d’un milieu ISP2 molle préalablement ensemencé
par levures et champignons et a | asurface d’un milieu LB molle ensemencé par bacteéries,afin

d’évaluer I’activité antimicrobienne potentielle des isolats.
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Prélévement de

cylindre de 6mm

incubation

Culture d’ Actinomycete
ensemencé strie trés serré

ISP2 molle
préalablement
encemencé par
le germe cible

Incubation

Zone d’inhibition

Figure08:Méthode de cylindres d’agar

11.2.3. Extraction des molécules bioactives

Pour réaliser 1’étape d’extraction, nous avons choisi des solvants de polarités variées afin
d’optimiser la récupération d’un large éventail de molécules bioactives produites par les
actinomycetes.Cette diversité de solvants permet de maximiser 1’extraction decomposés aux
propriétés chimiques différentes.

Les solvants utilisés sont:1’éthanol,lebutanol,le dichloro méthaneetl’acétated’éthyle. Avant
I’extraction, nous avons sélectionné :

Les souches les plus actives

Le meilleur jour de production

Les différentes souches d’actinomycétes Ssélectionnées ont été ensemencées en stries tres
serrées a la surface du milieu GYEA , coulé dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre.
Aprés une incubation de 10 jours a 30 °C, le contenu de chaque boite a été découpé en petits
cubes et transféré dans des fioles Erlenmeyer contenant 20 mL d’un solvant organique.
L’extraction a été réalisée sous agitation pendant 2 heures a température ambiante.

Les phases organiques ont ensuite été filtrées puis évaporées sous vide a 39 °C a I’aide d’un
évaporateur rotatif.Les résidus secs (extraits bruts) ont été récupérés a I’aide d’une

micropipette et resuspendus dans 2 mL du solvant correspondant.
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Matériel et Méthode

Les extraits obtenus ont été conserves dans des tubes Falcon stériles,a4°C,en vue de leur
utilisation dans les tests d’activité antimicrobienne.
112.3.1. Préparation des inocula pour test
11.2.3.1.1.Préparation des bactéries
Les bactéries indicatrices ont été repiquées chacune dans le milieu favorable pour sa

croissance et ensuite incubées a 35 + 2 °C pendant 24 heures
11.2.3.1.2. Préparation des champignons et levures
Les champignons et levures ont été repiqués dans le milieu sabouraud solide et incubé
en25°C pendant 3jours .
11.2.4. Recherche de Pactivité des extraits
1124.1. Méthode des disques

L’activité antimicrobienne des extraits organiques issus des différents solvants a étéévaluée
par la méthode des disques. Des disques stériles de papier Whatman n°1 (6 mm de diametre)
ont été deposes sur la surface de gélose ISP2 molle.
Chaque disque a été imprégné de 30 puL d’extrait organique correspondant. Des disques
témoins, impreégnés uniquement des solvants, ont également été utilisés afin de Vvérifier
I’absence d’effet inhibiteur du solvant seul.
Les boites de Pétri ont été incubées a30°C,et la lecture des diamétres des zones d’inhibition a

été réalisée entre 24 et 48 heures aprées incubation.
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I . Méthode de cylindres d’agar

L’activité antimicrobienne a été mise en évidence par la technique des cylindres d’agar.
Cette technique est une méthode de diffusion en milieu gélosé, elle permet une meilleure
visualisation des zones d’inhibition. C’est aussi une méthode ou I’inoculum des germes cibles
est standardisé contrairement a celle de sstries croisées.Cependant,cette derniére a été adoptée
par plusieurs laboratoires de recherche mais la tendance actuelle donne une orientation
pharmacologique ou phytopathologique au screening en utilisant des le début des tests plus
specifiques dirigés contre une cible bien déterminée : agent pathogene ou une enzyme (Badji,
2006).

Ce test est réalisé sur milieu LB Mol et ISP 2 Mol vis-a-vis des cultures jeunes de

cellules bactériennes, de Levures et de champignons. La mesure du diamétre de la zone
d’inhibition est faite en J3 , J7, J10 et J14 a I’aide du pied de coulisse (Planche.1)

30



Résultatsetdiscussion

Planche01:La méthode de cylindres d’agar
I.1. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des souches étudiées
Les résultats de I’activité antimicrobienne des 25 isolats d’actinomycétes Vis-a-vis

des 25 souches indicatrices testées en j03, j07, J10 et J14 sont présentés dans les tableaux
(4,5¢€t6).
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Tableau04:activité antibiotiques des actinomycetes en j3

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
(@)}

1
»

1

|

1

1

1

1
»
»

K.Pnemonie| - | - | -

\‘
1
1
1
1
1

Bantra t-1-1-1-1-1 -1 -t -t-1 -| -V - -|-0 -1 -| -| -
L.monocyt |- |- |-|-|-1| -| -|-|-1 -| -4 -| -6 -176 67 9| -| 7| -|6 -

EColie 1-1-1-171-1 -1151 -1 -1 9| -4 - -V -y -1 - -1 4 -1 -| -| -| - .

B.subtilise 1-1-1-1-1-1 -| - -l-1 -1 -1+ -1 -1 - .

Pseudo Atcef- |- - |- |- -| -1 -1-1 - -t4 -1 -L-V -1 -0 -1 -1 -1 -]- -
Saureus |- |- |-|-|-| -| -|-|- (6| -] - -6 -| 7| -4 -|] 6| -|- -

KPnemo8 |- - |-|-| -| -| -|-| - -| -|- -| -|-|65 -{¢6f--] -| -|7 -| -
B.cerus |- |- |- |- |- B I I Y

INca |- - [-1-1-1 -Ta5[ - - (a3 -[Ha3] 7[-1 -1 -1 - -1-1--1 -

S.Epiderm |- |- |- |- S Y I T I I I B B ) I AL B I B R B I I
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Les25
souches
d’actino
mycetes

ATSP6
ATSP8
ATSP11

Tableau04(suite01):activité antibiotiques des actinomycetes en j7

ATSP12
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ATP37
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ATP41
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0OS66
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K.Pnemag

oo

\‘

(ep]

B.antra)

L.monoc

E.Coli

B.subtilis

Pseudo

S.aur

K.Pnema

B.cerus

INC4

S.Epi
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Tableau04(suite02) :Activité antibiotique des actinomycetes en j10

Les25
souches
d’actinos
mycetes

ATSP6
ATSP8
ATSP11

ATSP12

ATSP13

ATSP24

ATSP26

ATSP28

ATP37

ATP39

ATP49

ATP50
GHG65
ATSPT79

ATSP15

ATSP18
ATSP25

ATSP36A

ATP40
ATP41
ATP46

GH57

0OS66
ATSP78

K.Pnem

=

e}

O

|

B.antra

=

|

L.monod

E.Coli

B.subtili
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S.aur

K.Pne8
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Tableau04(suite03):activité antibiotique des actinomycétes en j14

d’actinu<<'§:'§:'§:'§:'&'§:<'§:<<oz IE::::EEEEEOOE
mycetes
K.Pnem| - -1 - - | - | 13) -| 13| - - -0 -0 - - -t -0 -l - -
Bantr| -| -|-|6|-|-|17]-|-| - - |13 -1 -1-1-1-1-11wo]-1-] -1 -
Lmonoy -| - -|-|-|-171|-1-1-1-|115 -7y -|-|-1-|-|-1|-1|-|-| -
EColil -| -l -1-l-1-124-1-1|-|-1200 -V -'-0-0-0-L-V-L-1-1--1]-
Bsubt) -| -|8] 7| 6|-|-|-|-1]-1|- -1-1- -1 -1-1-1-1-1 -
Pseudof - -1 - -{-{-|-|-l-|-V-11-1-{-V-V70-1-1-1-1-|-"-|-+-
Saureus | - - - - -1 -135-1-1-1-11009 -{-}-1-|-123-|-1-1|-]-1|-
KP8| - -l - 71 8|-]115 -1-18 8| - -
B.cerus| -| -| -|-| 8 -|-|-|-1|-1|-110 -] -1-| - -l - - - -1 -] -
INCA | -| -|18] -| -|-|8]|-|13] -| - -1-18-1-1718-1-1-1-| -] -
SEpd| -| -| -| - 719-|7|7|-|15-|8|14 -|-|77 - -l - -

Les tableaux 04 , suite 01 , 02 et 03montrent une variabilité importante de 1’activité

antibactérienne selon la souche testée et la bactérie cible. Certaines souches d’actinomycetes
présentent une activité particuliérement élevée contre certains pathogénes, tandis que d’autres
n’expriment aucune activité détectable.

Par exemple, la souche ATSP6 a montré une forte activité contr eE. Coli dans ’essai J10 avec
une zone d’inhibition de 30mm,ce qui indique un potentiel antimicrobien significatif.De
méme, ATSP8 et ATSP11 ont montré respectivement 28 mm et 27 mm de zone d’inhibition
contre E. coli, renforgant 1’idée que certaines souches produisent des composés actifs contre

des bactéries Gram négatif.

Des souches comme ATSP6, ATSP8, ATP50 etATSP13ont montré unebonne activité contre
les bactéries a gram négatif surtout E. coli, tandis que peu de souches ont été actives contre K.
pneumonie.

L’activité contre des bactéries a Gram positif comme B. subtilisou S. aureus a été moins
fréquente,mais certaines souches commeATSP12,ATSP13,ATP50etATSP18ont montré des
zones d’inhibition significatives. La souche ATSP13,par exemple, présente une activité contre
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B.subtilisetB.cereus.
Les souches ATSP6,ATSP8,ATP50etATSP13 se démarquent clairement par leur spectre large

et leur puissance d’inhibition, en particulier contre E. coli, B. subtilis, et B. cereus.

Tableau05:Activité antifongique des actinomycetes contre les levures en jO3

ol ala [ [ (oo |o [ [w ~lado [l [0 ~]o [~
o N

Clolole|2 42 35 (2R 1R [EEE[E Ak |2 2R L |RIE |5 o
M.fa -1 - - - 1 - - -l A -l - -1 -
CKrug -| - -| - - | - | - -1 4-1-1-]- - - -l - -l -
ICF44) -| -| -| -| - | - | - - | 1 -1 - -1l -
CParal -| -| -|-| -1 -1 - -1 13 -1-]-| - -l -1 - -1 -
Creptof - - -| -| -1 -1 - -l 14 -1--] - -l - -1 -
Cal | -[-|-|-|-1|-1- -1 A-1-]-]- -1 - -| - -1 -

Tableau05(suite01):Activité antifongique des actinomycétes contre les levures en jO7

Les25
souches
d’actino]
mycetes

ATSP6
ATSP8
ATSP11
ATSP12
ATSP13
ATSP24
ATSP26
ATSP28
ATP37

ATP39
ATP49
ATP50
GH65

ATSP79
ATSP15

ATSP18

ATSP25
ATSP36A

ATP40

ATPA41

ATP46

ATP48
GH57
0OS66

ATSP78

1
1
1
1
1
|
1
1
|
1
1
N
o1
1
1
1
1
1
1

M.facie -

C.Krus| -| -1 -

icraal -1 -1-1-1-1-1T-T-1T 1-17-1-1-1T-T-1-1-1-1-T-1-T- -

CParal -| -{-1--1-1-1-1 L-1--1-1-13-|-1-|-I8]-1|- -

Crepto| -| -|-|-|--|-1-| -1|-1-|-|- 8| 13 -1 -1 -1 -1 - -

CALL -1 -1-1-1-1t-0V-01-13-1-1-1-141-V-1-1-1-1-1-1- -
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Tableau05(suite02):Activité antifongique des actinomycétes contre les levures en j10

Les 25
souches <
d’actindo | |« |~ |o |3 0 |2 (2 (8] ]4]o
© - |N N~ o o o |4l o 0
myeeted 5151515 (2 15 012 (3 |2 (Elala (B2 (2 |2IE1E]E F 28 |3
ElEE|E = = n
RS Y 9 R SO L= I Lol LB RS RN P 1 '<‘(<f<t<t'<_z<(<t'<7:c90|<—E
M.facien t1 - - -1 4 4 114 -14 -1 -1--- -1 -1- - 9
CKrus { 11411 41 - 141 -1 -1 -14-1-1128 -|-A-1-1- -1 - -
ICF44) 1+ 114141 4 - - 41 -1 - -110] | 23 4 10f -| - - 71 -1 8 -1 9
CParap{ {1 1141 4 -1 141 -1 -1 1441 -11 1119 -1 -1 -1 -
Crepo | {1411 74 - -1 - - |41 -117 -1 8 -f1wf -f - -| 7

Tableau05(suite03):Activité antifongique des actinomycétes contre les levures enjl4

Les 2 - | o © o |2e [S

souches||3 |5 &[5 | (8 B8 B 3 B85 5155 25|55 |F (B8 &
sactinodl |E 2 ElE |E |2 |© == 7
d’actinog| < | 'E'E 22<<<<02222 |<—E<<<|<T:(DO|<T:
mycetes

M.facien -1-] - -l -r- -1 - sl - -L- -0 -hol - - - -t - -
C.Krusef{ - [10 [10] 10 20| -| - | - | -]20] -| - [15] - | 8 |14)15 -| 25| - |22] - | -
ICF44f - | -|-|- 23120 -|-|-|-|20[2Y - |20f - |- (912 -| - |-|-|-| -
CParapf{ - - (-1----t-{-{-0A-l-1-1-1-1- -1-1-1-1-1-
Creptof| - | - |-|---|-112-|-] 1-|-]|14 1 -f-1-1-1-1-
C.al 2 I 1Y I A I A -1-1-1-1-1-
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Les résultats présentés dans le tableau 05 et suite 01 , 02 et 03mettent en évidence
I'activité inhibitrice variable des souches d’actinomycétes contre différentes espéces de
levures. Certaines souches, comme ATP50, GH65 et ATSP15, démontrent une activité
significative, notamment contre Candida krusei, avec des zones d’inhibition atteignant jusqu’a
25 mm. En revanche, d’autres souches, telles que ATSP6 ou ATSP28, montrent peu ou pas
d’effet, suggérant une spécificité d’action selon les métabolites produits. Les levures
présentent également des sensibilités différentes :C. krusei est particulierement sensible a
plusieurs souches, tandis que Candida albicans reste peu affectée, hormis par quelques
exceptions comme ATP50 ou GH57.

L’évolution temporelle de D’activité révele des dynamiques distinctes.Par exemple,
ATSP25 inhibefortement M.facience alJ7(25mm),mais cette activité disparait aux autres
jours,ce qui pourrait indiquer une production transitoire decomposés actifs. Al’inverse,

Des souches comme ATP50 maintiennent une inhibition constante contre C.krusei entreJ10
et J14, suggérant une stabilité de leur effet antifongique.

Ces observations démontrent bien le potentiel des actinomycétes comme source de
molécules antifongiques, en particulier contre des levures résistantes.

Tableau06:activité des actinomycetes contre les champignons j3

Les EQQCDHNC‘")V foe] o |lo @mﬂméoﬁo e’}
souches|5 | (2 2 [E |12 18 [&] 18 [F |2]g|5 |25 |2 (2[FIF|F IF (B8 B
ractinol < |2 |2 212 |2 12 2] [E (2 [RI5[2 12|12 |2 [2|E|E[E & |5I8 |@
acimol <<l << < f= || < [ 1910 % |Bl< < |Bl<|<|< |< |9 |&
mycetes < |« < | < K
Asp.scler| 16 - -1 -19118)-]11 aq-1-1-1-10-1-1-1-14 -1-1-1-1-
Aflav | -| -| -1 -1 -1 -1 -1-1-1|- Ad-1-1-1-v-1-1-1-14 -“1-1-1-1-
Anomial| -| -| -| -| -1 -1 -1-|-]- Ad-1-1-1-v-1-1-1-14 -“1-1-1-1-
Afumgi | - -| -1 - - |- -1|-|-]|- A-1-1-1-1-1-1918 4 14-1-1-1 -
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TableauO6(suite01):activité des actinomycetes contre les champignons j7

< mgm%

—A|N|™M [e0] N

ElelFEE I8 (8 |85 |« 12 8] [R 125 (8 29155 |2 |xle |€
El2[2I21E 12 (5 [2IE |12 B |EI8lg [2lE B |EIEIEIE & 23 |5
< = I
<<<<<<<<2<<0<<<<<<<<EOOL}

A.nomial | 1 1 1 1 1 12 1 - g -

AScler] { | 1 1 41 1 - 1 41 - - 1 1 ¢ -

Afumig| 110 { { - g - - 1 ] 8

Taloam| { | 12| - 14 - 114 131 10 4 8 : 9

Trubum | | {1 4 4 -] A 1-1-1- 4 1 -1 - . -

Tableau06(suite02):activité des actinomycétes contre les champignons j10

o 0 | | <
ceRBel BRI Bl | BAEIS(E (58|25 |2
e 2|2 |5 E R |E o |n (IQ % |5 & = & I|D |5
d’acting < < |< |<T: < | < :: |<_E < E |<_[ << | O|0 |E
smycete <
A.nomig - - 1 - - - - 1 - 1 10| - -1 8
5
Ascle] -| - -l - - - - 4 - -] - -1 - -1 - Sl -
Afumid -| - -l - - - - 4 - -l - 91 - |1 819 -1 10
1
T.rubry| -| - -l - -l - - ] - -l - 61 - -] - -l -
Talo.an| -| - -l - 18 7119 -| 24 - -l - -1 - Sl -
Aflav] -|1121 |11] - 1-1179 - 4 -112 6| 7 -1 - 71 - -1 8
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Tableau06(suite03):activité des actinomycétes contre les champignons j14

Les25 - © |

souche; SEEERBEIERIBE ¢ 2|58 (R
d’actine % 2 2 =B (B 2 e |2 |<Ti = 5 8 &
smycetd < < < < < |< < H

S
A.nomil 10| 8| 1 711 g [12| -| - 16 14 - 23| - -
Ascler] -1 -| 1-111| - -1y410|-|-118 |1 - - -1 - -l -
Afumid -| -| {-| - -1 |11) - | - - - 13| - -l -
T.rubry -| -| 1 -] - 4 - -l -1 - - J - 20 -1 20
Taloan -| -| {-| - - - -1 -1-128 113 -1 - |-
7
A flav 7 17 11

Le tableau 06 et suite (01 , 02 et 03 ) démontrent une variabilité significative de
l'activitée antifongique des 25 souches d'actinomycetes testées contre divers champignons
pathogenes (Aspergillus nomiae, A. flavus, A. fumigatus, Trichophyton rubrum, Talaromyces
amestolkiae),avec des profils d'inhibition distincts selon les souches et les espéces cibles, ainsi
gu'une dynamique temporelle marquée(J3aJl4).Certaines souches, comme ATP39, exhibent
une activité sélective, inhibant fortement A. nomiae (15mmaJl10)et T. amestolkiae (26mma
J7),tandis queATP50 cible préférentiellement A.flavus (12mmaJ10)et A.nomiae(14 mma J14).
Dautres, telles que ATSP18 et ATSP25, agissent de maniere plus ciblée contre A. fumigatus
(9-12 mm) et T. rubrum (6-9 mm), respectivement.

La dynamique temporelle révele des comportements contrastés:l'activité de ATP46
contre A. nomiae s'intensifie entre J10 (10 mm) et J14 (23 mm), suggérant une production
accrue de métabolites antifongiques, tandis que ATSP26 n'exerce qu'un effet transitoiresur A.
fumigatus (9 mm a J7),disparaissanta J14.Parmiles souches a large spectre, ATP37 et ATP40
se distinguent par leur inhibition simultanée de A. nomiae (12 mm) et A.fumigatus(11-
15mm)aJl4,alorsque GH57et OS66 maintiennent une activité modérée
Mais constante contreT.rubrum(10-20mm)etA.flavus(8—11mm).

Les tests mettent également en lumiére des résistances fongiques, comme celles
d'Aspergillus sclerotiorum et d'A. flavus ATCC, insensibles a la majorité des souches. A
I'inverse, T.amestolkiae se montre particulierement sensibleaATP39(26mm)et ATSP79(35 mm
a J14), potentiellement en raison de mécanismes d'action spécifiques (ex. production de

polykétides ou peptides ciblant la paroi fongique).

Parmi les 25 souches étudiées, cing souches se distinguent par leur forte activité
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antimicrobienne globale : ATSP 15, ATSP 25, ATP 28, ATP 41 et ATP 46. Ces souches

pourraient constituer des candidats prometteurs pour I’isolement et la caractérisation de

nouveaux antibiotiques ou antifongiques. (Etape de 1’extraction)
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Figure09:ActivitedelasoucheATP41contreB.antra et A.fumig
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FigurelO:ActivitédelasoucheATSP25contreS.Aureus,A.Flavus Et K.Pneumo 348
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Figure 11: Activité de la souche ATSP15 contre
K.p348 ,INC4 ,A.nomiae et E.Coli

IL  Extraction des molécules bioactives

I11.1. Tests d’activité antimicrobienne

L’¢évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits des souches ATSP15, ATSP18, ATSP25,
ATP41 et ATP46 a été réalisée par la méthode des disques de diffusion contre un panel de

bactéries,champignons et levures pathogenes.Les résultats révélent une activité

antimicrobienne variable, dépendante a la fois de la souche cible et du solvant d’extraction
utilisé (éthanol, butanol, dichlorométhane, acétate d’éthyle), suggérant que chaque isolat
produit un spectre distinct de métabolites antifongiques. Les résultats de I'activité antifongique

des extraits des isolats par rapport aux souches cibles sont donnés dans le Tableau 07.
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Planche 02 : Extraction des molécules bioactives



Tableau07:Extraction des molécules bioactives
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souche

Eth

But

AE

DCM

ATSP15

L,monocy
t

E.coli

Parapsi

Crepto

A.Nomiae

B.antra

C.Krusei

S.epi

15

B.cereus

27

ATSP25

S.aureus

M.faciens

25

47

14

A.flavus

46

28

Crepto

25

A.sclero

14

14

19

ATP41

B.Cereus

48

14

30

L.Monocy
t

14

30

A fumig

E.coli

A.flavus

ATP46

A.fumig

13

A.Nomiae

20

ATSP28

A.Nomiae

16

A Fla
v

20
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Les résultats montrés dans le Tableau 07mettent en évidence I’impact majeur du choix du
solvant d’extraction sur I’efficacité antimicrobienne des métabolites produits par les
actinomycétes. Chaque solvant testé — éthanol (Eth), butanol (But), acétate d’éthyle (AE) et
dichlorométhane (DCM) — présente un profil d’activité distinct, reflétant sa capacité a extraire
sélectivement certaines classes de molécules bioactives. Ces différences soulignent
I’importance d’adapter les protocoles d’extraction en fonction des cibles microbiennes visées.
Le butanol s’est révélé particuliérement efficace contre certaines bactéries Gram-positives,
comme en témoigne son inhibition marquée de Bacillus cereus (27 mm avec ATSP15) et
de Staphylococcus epidermidis (15 mm avec la méme souche). Cette performance peut
s’expliquer par sa polarité intermédiaire, qui lui permet d’extraire des métabolites amphiphiles,
tels que des peptides ou des glycosides, actifs contre ces pathogénes. Cependant, son
inefficacité contre d’autres cibles, comme Staphylococcus aureus ou les bactéries Gram-
négatives, indique que son spectre d’action reste limité a certaines familles de composés.

Le dichlorométhane, en revanche, a montré une excellente activité contre les champignons,
notamment Aspergillus flavus (28 mm avec ATSP25) et Cryptococcus spp. (19 mm avec
ATSP15). Son caractere fortement apolaire suggere qu’il extrait préférentiellement des
molécules hydrophobes, telles que des terpenes ou des polycétides, connus pour leur action
antifongique. Par ailleurs, son inhibition de certaines bactéries Gram-positives, comme B.
cereus (30 mm avec ATP41), confirme sa polyvalence, bien qu’il reste inefficace contre les
microorganismes a membrane externe complexe, tels que E. coli.

L’éthanol, bien que moins systéematiquement efficace, a démontré une activité remarquable
dans certains cas, comme 1’inhibition de Micrococcus faciens (25 mm avec ATSP25) et de B.
cereus (48 mm avec ATP41). Ces résultats suggérent qu’il est particuliecrement adapté a
I’extraction de métabolites polaires ou modérément polaires, tels que des alcaloides ou des
composés phénoliques, qui peuvent présenter une activité antibactérienne ciblée. Cependant,
son inefficacité contre la majorité des autres souches testées limite son utilisation comme
solvant universel.

L’acétate d’éthyle, quant a lui, s’est distingué par son action antifongique prononcée,
notamment

contre A. flavus (46 mm avec ATSP25), ainsi que par son activité antibactérienne
contre Listeria

monocytogenes (30 mm avec ATP41). Sa polarité modérée en fait un solvant idéal pour
I’extraction de composés semi-polaires, tels que des lactones ou des dérivés aromatiques, qui
pourraient expliquer ces effets inhibiteurs. Toutefois, comme pour les autres solvants, son
spectre d’activité reste incomplet, avec une absence d’action contre les levures et les bactéries

Gram-négatives.



Résultatsetdiscussion

Ces resultats ouvrent plusieurs perspectives de recherche. La variabilité inter-souches suggére
qu'une exploration plus approfondie de la biodiversité des actinomycetes pourrait permettre
d'identifier des souches encore plus performantes. La différence d'efficacité selonles solvants
indique qu'une optimisation des protocoles d'extraction,peut-étre par combinaison des olvants
ou utilisation de méthodes alternatives (extraction supercritique, etc.), pourrait améliorer le

rendement en composés actifs.
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Conclusion

Ce memoire a exploré le potentiel des actinomycetes extrémophiles comme source de
nouveaux antibiotiques et antifongiques, en réponse a I'émergence croissante de souches
pathogénes résistantes. Les résultats obtenus démontrent que plusieurs souches, notamment
ATSP6, ATSP8, ATP50, ATSP13, et ATSP79, présentent une activité antimicrobienne
significative contre des bactéries et champignons pathogenes, y compris des souches
résistantes comme Staphylococcus aureus et Candida albicans. Les méthodes utilisées, telles
que la technique des cylindres dagar et I'extraction par solvants organiques, ont permis
d'identifier des souches prometteuses, avec des zones d'inhibition allant jusqu'a 35 mm pour
certaines cibles fongiques.

Les actinomycetes étudiés,isolés a partir de milieux extrémes,confirment leur capacité
a produire des métabolites secondaires bioactifs, ouvrant ainsi des perspectives pour la
découverte de molécules innovantes. Les souches sélectionnées, telles queATP50et ATSP79,
se distinguent par leur large spectre d'action et leur stabilité de production, ce qui en fait des
candidates idéales pour des études approfondies.

Perspectives:
Pour poursuivre cette recherche,plusieurs axes pourraient étre explores:

e Identification des molécules actives : Une caractérisation chimique des métabolites
produits par les souches les plus actives(par chromatographie, spectrométrie de masse,
etc.) permettrait d'isoler et d'identifier les composés responsables des activités
antibiotiques et antifongiques observées.

e Tests in vivo : Evaluer l'efficacité et la toxicité des extraits bruts ou des molécules
purifiées sur des modeles animaux serait une étape cruciale pour valider leur potentiel
thérapeutique.

e Optimisation des conditions de culture : Des études pourraient étre menées pour
améliorer le rendement de production des métabolites en ajustant les paramétres de
croissance (pH, température, milieu de culture).

e Exploration de la diversité génétique : Le sequencage genomique des souches

prometteuses pourrait révéler des clusters de génes impliqués dans la biosynthése de
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Composés bioactifs,offrant des pistes pour lI'ingénierie métabolique.

e Applications biotechnologiques : Les souches productrices pourraient étre exploitées
dans des domaines tels que l'agriculture (biocontréle) ou l'industrie pharmaceutique

(développement de nouveaux médicaments).
En conclusion, ce travail souligne I'importance des actinomycetes extrémophiles comme

réservoir de molécules antimicrobiennes et appelle & des recherches multidisciplinaires pour

transformer ces découvertes en solutions concrétes face a la résistance microbienne.
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Composition des milieux des cultures

ISP2:

Extrait de levure
Extrait de malt
Glucose

Agar

H20 distilleé
PH:7.2

GYEA:

Extrait de levure

Glucose...
Agar
Eau distillee
PH:6,8

ISP2 molle:
Glucose
Extrait de levure
Extrait de malt
Agar
Eau
distillée
PH:7,2

ISP2liquide:

Glucose
Extrait de levure
Extrait de malt

Eau distillée

49
10g
49
209
1000ml

10g
10g
18g
1000ml

49

49
10g
10g

1000ml

49
49

10g
1000ml
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