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Recherche dans les sols sahariens d'actinobactéries actives contre des

dermatophytes anthropophiles et zoophiles

Résumé

Notre objectif de cette étude est d’isoler a partir des sols sahariens des actinobacteries ayant
une activité antagoniste des dermatophytes anthropophiles et zoophiles. Ainsi, a partir de deux
échantillons de sol nous avons pu isoler un grand nombre d’actinobactéries en utilisant le milieu
chitine vitamine B additionné ou non des agents sélectifs. Par la suite, 100 isolats ont été choisis
morphologiquement dont parmi les que 60 qui ont pu étre purifiés. Tous ces 60 isolats ont fait
1’objet pour un test contre des germes cible dermatophytes par la méthode des stries croisés. Ce
test a montré que 16 isolats sont avérés actifs et parmi les, trois isolats (D36, D37 et D8) ont
montré une bonne activité. Les meilleures zones d’inhibition ont été enregistréespar les 3 souches
comme suit: D36 contre Candida albicans ATCC10231 (25mm) et contre Microsporium
canis(17mm), D37 contre Trichophyton glabrum(25mm) et D8 contre Trichophyton rubrum
(26mm).La cinétique de production sur milieu liquide est poursuivie pour la meilleure souche
D36 sur les deux milieux ISP2 et Bennett pendant 5 jours. Selon les résultats obtenus, cette
souche produit ses métabolites antifongiques dés le 2¢ jour d’incubation et aboutit sa production
maximale au 4é jour contre Trichophyton rubrum (diametre d’inhibition 23mm) et au 5¢ jour
contre Candida albicans ATCC10231 (diametre d’inhibition 22mm).

Mots-clés : Actinobactérie, antifongique, sol Saharien, dermatophyte, Anthropophile, Zoophile






Introduction

Les mycoses superficielles font partie des infections dermatologiques les plus
fréquentes(Chekiri-Talbi et Denning, 2017). 1l s’agit de la quatriéme maladie la plus courante
dans le monde aprés caries dentaires, types des tensions, maux de téte et migraine(Powellet al.,
2022). Elles affectent 20 a 25% dela population mondiale et leur incidence ne cesse d’augmenter
(Ameen, 2010). Les infections dermatologiques de la peau,les cheveux et les ongles sont les
infections fongiques les plus répandues(Zhan et Liu, 2017).Ces infections sont liées
auxchampignons dermatophytes qui sont des pathogenes kératinophiles et qui infectent la peau,
les ongles et les cheveux. Ces organismes sont répartis en trois genres : Trichophyton,
Microsporum et Epidermophyton, dont leurs especes déterminent chez I’homme et 1’animal des
Iésions superficielles ou dermatophyties (Dimitri, 2014).

Selon Powell et al. (2022) Les dermatophytes peuvent étre classés en fonction de leur
association primaire avec I'nabitat. Ils peuvent étre de nature anthropophile,zoophile ou géophile,
et selon Chabasse et al. (2007), il est a distinguer plusieurs modes de classification de mycoses,
elles peuvent étre classées en fonction de: la partie du corps envahie (dermatomycose et
onychomycose). Le syndrome provoqué (pieds d'athléte), Le champignon infectieux
(aspergillose, candidose). Par contre selon Amimer et Bellabas (2014), les mycoses peuvent étre
réparties en trois grands groupes: Les mycoses superficielles se localisent au niveau de I'épiderme
et des muqueuses, les mycoses sous-cutanées se localisent au niveau de la peau et des tissus sous-
cutanés, et les mycoses profondes ou systémiques se localisent au niveau des tissus profonds elles
sont en général les plus graves et se soignent plus difficilement.

En Algérie, ’onychomycose et les teignes dominent les mycoses superficielles.
Trichophyton rubrum est le champignon pathogéne prédominant des pieds et des plis inguinaux.
Il représente 76,77% des champignons responsables des dermatophytoses (Dafraoui, 2020). La
teigne représente un probléme de santé publique en Algérie, malgré ’amélioration des
conditions de vie cette pathologie affecte surtout les enfants d’age scolaire, les dermatophytes du
cuir chevelu sont habituellement causées par Microsporum canis et Trichophyton
violaceum(Chekiri-Talbi et Denning, 2017).

Les affections fongiques représentent un véritable probléeme de santé publique et
constituent 1’'une des principales causes de déces surtout chez les immunodéprimés a travers le

monde (Yanisse, 2013).L'émergence de la résistance aux antifongiques, avec un nombre



Introduction

croissant de rapports d'infections difficiles a traiter a été souligné comme un probléme de plus en
plus préoccupant(Powell et al., 2022).Malgré I’arrivée de nouveaux antifongiques plus
performants, les traitements des dermatophytes (ex onychomycoses) restent longs, délicats, avec
des échecs, et non dépourvus d’effets secondaires (Baudraz-Rosselet et al., 2005). Les
scientifiques sont donc toujours a la recherche de nouveaux produits d’origine naturelle,
présentant moins de danger pour la santé (Hajji et al., 2016).

La plupart des antibiotiques issus du milieu naturel proviennent des microbes du sol (Ben
yaou, 2015). Parmi les microbes, les actinobactéries produisent pres de 45% de ces molécules
(Takahashi et Omura, 2003; Bérdy et al.,, 2005). Elles sont le pilier des industries
d’antibiotiques. Ils jouent un role important dans la production de variété de ces molécules
extrémement importants pour notre santé (Chaudharyet al., 2013). Parmi les antibiotiques
sécrétés par les actinobactéries mycéliennes, environ 75% (soit, plus de 7600 molécules) sont
produits par les espéces du genre Streptomyces, le genre le plus répandu dans 1’environnement
(Berdy, 2005 ; Soleckaet al., 2012). Plus de 50 taxons rares d’actinobactéries sont rapportés
comme étant producteurs de 2500 composés bioactifs, soit plus de 25% du total des métabolites
produits par les actinobactéries(Kurtboke, 2012 ;Subramani et Aalbersberg, 2013).

Notre travail porte sur la recherche dans les sols Sahariens des actinobactéries qui possédent une
activité antifongique contre des dermatophytes anthropophiles et zoophiles.
La rédaction de notre document se décline en trois parties :
v Le premier chapitre, nous ferons un rappel bibliographique sur les actinobacteries et les
dermatophytes
v Le deuxiéme chapitre est réservé a la présentation du matériel et a la description des
méthodes utilisées pour [I’isolement et 1’évaluation de [Dactivité antagoniste
d’actinobactéries
v' les résultats obtenus, seront exposés et discutés dans le troisieme chapitre
v' Une conclusion et des perspectives qui en découlent ainsi que les références

bibliographiques cléturent ce document.
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CHAPITRE I Revue bibliographique

I. Généralités sur les actinobactéries

1. Définition et notions générales

Les actinobactéries sont des bactéries Gram-positives, généralement avec un coefficient de
Chargaff de 60 & 70 %. Lorsque ce type de bactérie se développe, il forme généralement des
colonies circulaires composées d'hyphes. Cette croissance mycélienne est a la base du nom
d'actinomycetes, deérivé des mots grecs actis, signifiant rayon, et mikes, signifiant champignon.
La plupart des actinobactéries sont des espéces hétérotrophes, mais certaines especes sont
également capables de croissance chimioautotrophe. D'autres especes ont besoin de nutriments
tels que des vitamines et des acides aminés spécifiques et se fixent souvent sur des substrats

insolubles tels que le charbon de bois (Bouaziz, 2018 ;Harir, 2018).

2. Ecologie des actinobactéries

Les actinobactéries sont largement répandus dans la nature et appartiennent généralement
aux saprophytes. Cependant, certaines formes sont pathogénes pour I'homme, les plantes et les
animaux. lls sont présents dans tous les écosystemes (sol, eau douce, eau de mer, air). L'habitat le
plus important pour les actinobactéries est le sol, ou le genre Streptomyces est le plus abondant et
le plus isolé(Belyagoubi, 2014). Ils sont généralement présents & des densités de I'ordre de 10° &
10° cellules par gramme de sol(Barka et al., 2016). La plupart vivent dans des environnements &
faible humidité avec une tres faible activité de I'eau.

Physiologiquement, la forme aérobie est la plus abondante, et la forme anaérobie se
rencontre primitivement chez I'animal et I'nomme. Les actinobactéries préférent un pH neutre ou
Iégerement alcalin et sont généralement mésophiles, tandis que d'autres sont thermophiles et
tolerent des températures autour de 50 °C et peuvent atteindre jusqu'a 60 °C (Boucheffa,2011).

3.Morphologie
La structure hyphale des actinobactéries présente une grande variété de morphologies. Trois
cas peuvent étre distingués (Djaballah, 2010) :
» Seul le mycélium végétatif est formé (par exemple Frankia, Dactylosporangium). La
croissance se produit a I'intérieur ou a la surface du milieu.
» Un mycélium veégetatif se forme, suivi d'un mycélium aérien qui se transforme en
conidies (par exemple Streptomyces). Le mycélium aérien se développe a la surface

du mycélium végétatif et I'utilise comme substrat (Fig.1).
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> Alternativement, seul le mycélium aérien est formé. Cela se produit uniquement dans
le genre Sporichthya, ou les hyphes de mycélium aérien sont attachés au substrat par
des pinces.

Certains actinobacteries forment des structures uniques telles que des sclérotes (Chainia),
des synnems (Actinosynema), des vésicules contenant des spores (Frankia) ou des vésicules sans
spores (Intrasporangium) (Barka et al.,2016).

Sur milieux solides, les actinobacteriesforment des colonies trés spécifiques. Cela provient
de l'accumulation dhyphes ramifiés plutét que de cellules comme dans les bactéries non
filamenteuses. Le diameétre des colonies varie entre 1 et 10 mm. L'aspect des colonies est
compact, sec, lisse, rugueux, aux contours lisses ou concaves. Les colonies sont souvent colorées

(jaune, violet, blanc, blanc casse, rose, gris, etc.) (Perry et al.,2004).

Chaine de
spores
Surface

de la
gélose

Figure 01 : Coupe transversaled’une colonied’actinobactérie(Prescott etal.,2018)

4. Taxonomie

Le phylum actinobacteria (actinomycetota) comprend 6 classes, 25 ordres, 52 familles,
232 genres etplus de 3000 especes (Law et al., 2020 ; Gupta et al., 2022)(Fig. 2). Tous
les membres de cet ordre sont caractérisés par une grande teneur en G+C %, allant de 51
% chez certaines Corynebactéries, a plus de 70 % chez les genres Streptomyces et

Frankia (Ventura et al., 2007)
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Phylum
Actinobacteria
e
Class Class Class Class Class Class
Actinobacteria Acidimicrobiia Coriobacterila Nitrilruptoria Rubrobacteria Thermoleophilia

Orders Order Order Orders Order Orders ‘
Acidothermales Acidimicrobials Coriobacteriales Nitriliruptorales Rubrobacterales Thermoleophilales ‘
Actinomycetales Euzbyales | Solirubrobacterales |

Actinopolysporales
Bifidobacteriales
Catenulisporales
Corynebacteriales
Frankiales
Geodermatophilales
Glycomycetales
Jiangellales
Kineosporiales
Micrococcales
Micromonosporales
Nakamurellales
Propionibacterales
Pseudonocardiales
Streptomycetales
Streptosporangiales

Figure02 : Classification des actinobactéries(Lawson, 2018).
Le genre Streptomyces comprend actuellement 1170 espéces et 73 sous espéces (Euzeby,2023).
Quelques especes sont pathogenes pour ’Homme et les animaux, et quelques-unes sont
phytopathogénes.
5. Critéres d’identification des actinobactéries

La classification des actinobacteriesrepose sur plusieurs criteres : morphologiques, chimiques,
physiologiques et moléculaires. L'identification des genres est facilitée par des études
morphologiques et chimiques, et les especes sont séparées par des critéres physiologiques et
moléculaires (Badji, 2006 ; Smaoui, 2010).
5.1. Critéres morphologiques

Badji(2006), ont rapporté que des caractéristiques morphologiques importantes étaient liées
a la présence, au type (avec ou sans fragmentation) et a la couleur du mycélium aérien (AM)
et/ou du mycélium du substrat (SM), et a la présence ou a l'absence de sporanges sur le
mycélium. La présence ou l'absence de sporanges, de sclérotes ou de synnemes, la présence de
spores, leur forme, leur mobilité, leur emplacement et leur nombre sur I'nyphe, et enfin la
production et la couleur du pigment soluble sécréte (PS). Parfois, les souches peuvent étre
attribuées a des genres particuliers sur la base de critéres micromorphologiques trés clairs et

spécifiques. Par exemple, des genres tels que Micromonospora, Planobispora, Planomonospora,



CHAPITRE I Revue bibliographique

Spirylospora et Streptosporandium.
5.2. Criteres chimiques

Pour la plupart des genres d’actinobacterie, les caractéristiques morphologiques sont
insuffisantes pour la reconnaissance (Streptomyces, Actinomadura, Nocardia, Microtetraspora,
Nonomraea, Nocordioides, Amycolatopsis, Pseudo Nocardia, Soccharotrix, Citasatosporia,
Glycomyces, etc.) et nécessitent une étude chimique de leurs constituants cellulairesUne
combinaison de criteres chimiques et morphologiques permet de déterminer le genre et méme la
famille. Les propriétés chimiquesc'est :

- Détermination des isomeres de I'acide diaminopimélique (DAP) (LL ou DL) et présence ou
absence de glycine dans la paroi cellulaire.

- Présence ou absence de sucres taxonomiquement significatifs dans toute la cellule, tels que
les couples « arabinose-galactose », « arabinose-xylose », « rhamnose-galactose » et méme
madulose (3-méthyl-galactose).

- Composition des membranes cellulaires a partir des lipides : acides mycoliques,
phospholipides, ménaquinones, acides gras (Boudjella, 2007).

5.3. Criteres physiologiques et biochimiques

Cette caractérisation porte spécifiquement sur la dégradation de divers composés glucidiques,
lipidiques et protéiques, ainsi que sur la résistance a des agents antimicrobiens spécifiques et a
des valeurs variables de température, de pH et de salinité (Lamari, 2006).

5.4. Criteres moléculaires

Trois criteres sont généralement étudiés:
5.4.1.Séquencage de I’ADN ribosomiquel6S

L'analyse de I'ARNr 16S est un outil trés rapide pour l'identification des especes. Il a été
utilisé pour des groupements de niveau super générique (famille, ordre et méme classe) (Richert
et al., 2005). Les techniques de base utilisées dans cette étude sont la PCR (amplification en
chaine par polymérase) et le séquencage. L'ARN ribosomal (ARNTr), en particulier une partie de
I'ADN génomique (ADNr) codant pour 16S (~ 1600 paires de bases) est amplifie par PCR et le
produit est séquencé. Les séquences obtenues a partir de différents taxons font l'objet d'études
comparatives (ou études phylogénétiques) entre elles ou avec des espéces de référence
répertoriées dans des bases de données génomiques. Plusieurs méthodes informatiques ont été

développées pour mener a bien ce type de recherche, sous la forme de programmes informatiques
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libres (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Version 6 (MEGA 5), Philip, Clustal W, etc.)
disponibles sur Internet.

Selon Kim et al (2014), si le taux de similarité entre les séquences des génes codant pour
I'ARNr 16S de deux souches est inférieur a 98,65 %, ces souches appartiennent a deux espéces
différentes. En revanche, si le taux de similarité est supérieur a 98,65 %, la classification de deux
souches dans la méme espéce ou dans deux espéces différentes doit étre basée sur les résultats
d'hybridation ADN-ADN.

5.4.2. Taux d’hybridation ADN/ADN

Semblable a I'analyse de I'ARNr, la recombinaison ADN-ADN est utilisée de maniére plus
fiable pour l'identification des especes par rapport a celles déja décrites. Deux especes sont
considérées comme différentes si leur taux de similarité (taux de recombinaison des brins
d’ADN) est inférieur a 70 % (Wellingtonet Ul-Hassan, 2009).

5.4.3. Coefficient de Chargaff ou GC%

Gréace au coefficient de Chargaff (G+C%), la définition des actinobacteries(ADN contenant
plus de 55% de G+C) a été revue. Cela a permis de distinguer les lignées d'actinobacteriesde
celles des Bacilliaceae, Lactobacilliaceae et autres lignées Gram-positives (G+C < 55%). De
méme, d'autres bactéries non mycéliennes telles que Corynebacterium, Cellulomonas,
Arthrobacter et méme Micrococcus sont considérées comme faisant partie de la lignée des
actinobacteries(Wellington et Ul-Hassan, 2009).

Selon Euzéby (2002), les souches bactériennes avec plus de 5% de différence G+C ne
peuvent pas appartenir a la méme espéce, et les bactéries avec plus de 10% de différence G+C ne

peuvent pas appartenir au méme genre.

6.Importance des actinobactéries

La fonction écologique principale des actinobactéries au sein des écosystéemes est la
décomposition des substances organiques (Prescottetal., 2010).Grace a leurs capacités de
produire une large gamme d'enzyme hydrolytique, comme les protéases, les nucléases, les
lipases, etc. (Prakashet al., 2012).En plus de leur réle dans la décomposition de la matiere
organique, les actinobactéries sont connues pour leur production de substances biologiquement

actives telles les antibiotiques, les vitamines et les enzymes (Boer et al., 2005).
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D’aprés Anibou et al.,(2008) une analyse a eté réalisée sur le nombre de substances
médicamenteuses utilisées en chimiothérapie cancéreuse indique que plus de 60%des
médicaments approuvés dérivent de composés naturels et la plupart ont été extraites a partir

d’actinobactéries, tels que 1’actinomycine D et la mitomycicne.

I1. Généralités sur les antifongiques

La majorité des agents antifongiques naturels sont d'origine microbienne, dont pres de la
moitié sont synthétisés par des actinobactéries, notamment Streptomyces(Zou et al., 2021). En
particulier, des produits a base de Streptomyces griseoviridis ont été utilisés pour lutter contre les
champignons phytopathogenes Botrytis et Fusarium(Errakhi et al., 2008 ; Naili et al., 2021).
Les antifongiques représentent un groupe tres restreint mais important de médicaments qui jouent
un role clé dans le contréle des maladies fongiques (Bharti et al., 2010). Compte tenu du nombre
limité de molécules utilisées pour la thérapie antiseptique et de I'émergence de la multi résistance,
I'industrie pharmaceutique et les chercheurs recherchent de nouveaux agents antifongiques plus

efficaces et moins agressifs pour I'organisme (Badji et al., 2005).

1. Mécanisme d’action des antifongiques

Les actinobacterie sont la capacité d'inhiber la croissance de divers pathogenes bactériens et
fongiques (Djebaili et al., 2020) en produisant des hydrolases extracellulaires (Singh et Gaur,
2016 ; Singh et al., 2018). Cela peut dégrader les parois cellulaires fongiques (Aamir et al.,
2020 ; Wei et al., 2020). Ces enzymes comprennent la chitinase, qui agit sur le composant
chitine, et la 1-3-glucanase, qui agit sur la paroi cellulaire fongique (Hungund et al., 2021).Les
chitinases et les B-1,3-glucanases sont des enzymes hydrolytiques importantes dans la lyse des
parois cellulaires fongiques telles que celles de Fusarium oxysporum, Sclerotinia minor et
Sclerotium rolfussi (Keikha et al., 2015).

2.Les antifongiques produits par les actinobactéries
2.1.L'amphotéricineB
2.1.1. Structure chimique:
L'amphotéricine B est un composé antifongique produit par Streptomyces nodosus. Il se

caractérise par un cycle macrolide contenant un sucre aminé, une mycosamine avec une chaine
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hydrophile contenant plusieurs groupes hydroxyle, et une fraction hydrophobe contenant sept

doubles liaisons conjuguées, comme le montre la figure ci-dessous (Bagirova et al., 2022).

OH

Figure 03 : Structure chimique de I’amphotéricine B(Baghirovaet al.,2022).

2.1.2. Mécanisme d’action de I’amphotéricineB:

Cet antibiotique est utilisé pour traiter les infections fongiques systémiques depuis plus de
60 ans et reste I'un des antibiotiques les plus importants sur le plan clinique. Comme AmB
péneétre la barriere hémato-encéphalique, il sert de norme de soins pour la plupart des infections
fongiques du systeme nerveux central (Bagirova et al., 2022).
Ce type de molécule peut perturber les membranes fongiques en raison de sa forte affinité pour
I'ergostérol (Erg), ce stérol est un composé majeur des membranes cellulaires fongiques
(Bagirova et al., 2022). Leurs propriétés amphoteres leur permettent de s'associer a la bicouche
lipidique des membranes fongiques et de former des pores qui conduisent a la déstabilisation des

parois et a la lyse cellulaire (Sinké et al., 2022).

A mechanism 1: sterol sequestration B mechanism 2: membrane permeabilization
AmB macrolactone
mycosamine ergosterol

g




CHAPITRE I Revue bibliographique

2.2.Nystatine
2.2.1. Structure chimique:

La nystatine est un médicament antifongique polyéne obtenu a partir de cultures de
Streptomyces noursei. Elle agit sur divers agents antifongiques in vitro (Ozdal Zincir et al., 2022
; Kumar et Jha, 2017 ; Alsharif et al., 2020). Cependant, des problémes de solubilité et de
toxicité assez importants aprés administration parentérale ont limité leur utilisation en thérapie
systémique. Il s'agit d'un macrolide tétraéne structurellement similaire a AmpB (La Clair, 2021).

Son mécanisme d'action principal est le méme que celui d'AmpB (Kumar et Jha, 2017).

Figure 05 : Structure chimique de la nystatine(LaClair,2021).

Bien que son spectre d'activité in vitro soit similaire a celui de I'amphotéricine B, cet agent
antifongique est principalement utilisé pour le traitement des candidoses gastro-intestinales
(orales) et mucocutanées (topiques).ll est utilisé pour la candidose chez les petits animaux et les
oiseaux et pour les otites causées par Microsporum canis(La Clair, 2021).

2.3. Autres antifongiques produits par les actinobactéries

Tableau01:Les antifongiques produits par les actinobactéries(Rajivgandhi etal.,2022).

Antifongiques Microrganismeproducteur Références
Validamycine Streptomycesmalaysiesis (Rajivgandhiet al.,2022)
Lomofugine Streptomyceslomodesis (Rajivgandhi et al.,2022)
Antimycine Streptomyceslucius (Rajivgandhiet al.,2022)
Transvalensine Nocardiatransvalensis (Hoshino et al. 2004)
Macrotermycine Amycolatopsissp (Risdian et al.,2022)
TransvalencinA Nocardiatransvalensis (Hoshino et al., 2004)
Rustmicine Micromonosporanarashinoensis (Talukdaret al., 2016)

10
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I11. Les dermatophytes et les dermatomycoses

1. Genéralités :

Les dermatophytoses sont des infections fongiques superficielles dues a des champignons
filamenteux microscopiques kératinophiles et kératinolytiques appelés dermatophytes qui ont
une affinité particuliere pour la kératine de la peau et envahissant progressivement le stratum
corneur puis, pour certains, les phaneres.Certains dermatophytes sont des parasites de I’homme,
comme le Trichophyton rubrum ou animal comme le Microsporum canis. D’autres espéces
sont des parasites occasionnels comme Microsporum gepseum présents dans le sol, enfin
d’autres espéces telluriques sont uniquement des saprophytes de sol comme Trichophyton
ajelloi(Christian, 2013).Ces microchampignons filamenteux exogenes appartiennent
alaclassedes Ascomycetes, qui forment trois genres : Trichophyton, Microsporum et
Epidermophyton. Lescellulesou mycéliums sont septés et produisent des spores
(macroconidies, microconidies et chlamydospores).

Contrairement a la plupart des champignons, les dermatophytes sont des parasites
obligatoires qui peuvent infecter méme les individus sains et provoquer des infections
contagieuses (Feuilhade de Chauvinetal., 2003).

Taxonomiquement, les dermatophytes appartiennent a :
ePhylum : Ascomycotina.

eClasse: Ascomycetes.

eSousClasse: Plectomecetidae.

eOrdre : Onygenales.

eFamille : Rhizoidacées.

2.0rigine et modalité de la contamination
L’origine de la contamination par les dermatophytes est triples (Christian, 2013).
2.1.Les especes anthropophiles
Ce sont des parasites obligatoires de I’homme qui ont une transmission inter humaine, soit
par contact direct, soit indirect, par I’intermédiaire d’objets souillés ou la fréquentation des lieux
publics contaminés. Les dermatophytes anthropophiles, bien adaptés a 1’homme, donnent des

Iésions discretes habituellement bien tolérées ou ignorées et sont trés fréquents en pathologie

11
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humaine. La contamination se fait par les spores (arthrospores), trés résistantes, qui sont
présentes sur les Iésions elles-mémes, mais également dans les débris d’ongles, de squames, de
cheveux. Ces spores peuvent survivre des mois voire des années dans le milieu extérieur, en
particulier dans 1’environnement des malades, ce qui contribue a leur re-contamination(Chabasse
et Guiguen, 2019)

2.2.Les especes zoophiles

La transmission a I'homme se fait accidentellement par un animal. Il peut s'agir d'animaux
d'élevage, de rente, de compagnie ou plus rarement d'animaux sauvages (Guillotet al., 2015). La
contamination peut se faire par contact direct (caresses) ou indirect (squames ou poils contenant
les spores virulentes laissés sur le sol, un fauteuil...). Les cas les plus fréquents sont causés par
Microsporium canis qui affecte les chats et les chiens. D'autant plus qu'ils peuvent étre porteurs
asymptomatiques (Cafarchiaet al., 2006). La transmission interhumaine est possible, mais reste
tres limitée (Chabasseet al., 2004)

3.3.Les especes géophiles

Un certain nombre de dermatophytes peuvent étre retrouvés dans le sol, surtout lorsque celui-ci
est enrichi par la kératine d’origine animale (poils, plumes...) (Chabasse et Piheta, 2008). La
transmission & I'nomme est trés souvent accidentelle car il faut un traumatisme avec de la terre
contaminée pour que le pathogéne s'implante. Ce phénoméne est donc rare. En revanche, les
animaux peuvent véhiculer des especes géophiles qui secondairement vont contaminer
I'nomme.La transmission interhumaine est quasi nulle (Chabasse, 2004). Les Iésions causées par
une espéce zoophile ou tellurique sont habituellement inflammatoires, et parfois aussi suppurées.

Elles sont dues a des espéces non adaptées a la kératine humaine (Anofel, 2014).

3.Classification
- Les dermatophytes sont classés selon deux modes, sexué et asexué.
- Puisqu’il est difficile d'obtenir la forme sexuée de ces champignons, leur classification actuelle

est basée sur la reproduction asexuée.

12
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Tableau 2:Classification des principaux dermatophytes (Veloo et al., 2011).

Genres Espéces

Dermatophytes anthropophiles : Parasites obligatoires de I’homme.

Epidermophyton

-E. floccosum

Microsporum

-M. audouinii

-M. ferrugineum

Trichophyton

-T. soudanense
-T. rubrum

-T. violaceum
-T. tonsurans
-T. schoenleinii

-T. gourvilii

Dermatophytes zoophiles: Parasites obligatoires des animaux qui sont pour la plupart des agents

de zoonoses.

Microsporum

-M. canis (chien, chat)
-M. persicolor (souris)
-M. equinum (cheval)
-M. nanum (porc)

-M.preacox(cheval)

Trichophyton

-T. mentagrophytes (chat, lapin, cheval)
-T. gallinae (volaille)

-T. equinum (cheval)

-T. verrucosum (bovin)

-T. erinacei (hérisson)

Dermatophytes telluriques: Vie saprobiotique dans le sol et peuvent parfois contaminer ’homme

ou les animaux.

Microsporum

M. gypseum
M. cookei
M. fulvum

M. preacox (également zoophile)

13
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T.mentagrophytes (également zoophile)
Trichophyton T. terrestre (habituellement saprophyte)
T. ajelloi (habituellement saprophyte).

4. Physiopathologie:

Le dermatophyte pénétre plus facilement dans I’épiderme en cas de lésion cutanée. Le
parasitisme débute par 1’adhérence d’une spore aux cornéocytes. La spore germe, donne des
filaments a croissance centrifuge qui pénétrent puis se multiplient dans la couche cornée grace a
la production d’enzymes protéolytiques formant ainsi une Iésion circulaire
érythématosquameuse. La zone active se trouve en périphérie et le centre guérit
progressivement. Antigenes, cytokines et facteurs chémotactiques induisent une réponse
inflammatoire et une réponse cellulaire spécifique. La symptomatologie clinique exprime cette
réaction, elle dépend donc du terrain immunitaire de 1I’hote mais aussi de 1’espéce du
champignon incriminé: moins il est adapté a 1’homme, plus la réaction inflammatoire est

importante(Chabasse, 2000).

5. Diagnostic

Le diagnostic des dermatomycoses repose sur la détection des hyphes septés par examen
microscopique direct des échantillons cliniques. Cet examen microscopique direct est rapide et
peu colteux mais ne permet pas d'identifier le genre ou l'espece. L'identification des espéces est
basée sur I'examen macroscopique et microscopique des cultures. L'identification basée sur la
culture est plus spécifique mais prend souvent 2 a 3 semaines(Carbonnelleet al., 2007;Degand.,
2008). L’utilisation des milieux spécifiques pour stimuler la condition ou la production de
pigments est parfois nécessaire, retardant encore le diagnostic de plusieurs semaines.

Le diagnostic mycologique conventionnel par culture reste le gold standard mais des
techniques complémentaires peuvent aider au diagnostic d'espece.L’identification par
spectrométrie de masse MALDI-TOF est plus économique et d’une précision comparable a celle
du séquencage de I’ADN. Elle permet une identification rapide et standardisée de 1’ensemble des
bactéries et des champignons, isolés en routine, s’est généralisée dans les laboratoires d’analyses
de microbiologie(Marie, 2022).

Des méthodes moléculaires alternatives ont été développées pour permettre une

identification rapide et précise des dermatophyte. Ces méthodes comprennent la PCR spécifique

14
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et le séquencage du gene de I'ARNr a grande sous-unité ou du géne codant pour la chitine
synthase, I'empreinte PCR, I'hybridation de I'ADN. Cependant, ces méthodes moléculaires sont

longues et codteuses (Alshawa et al., 2012).

VP

A. Onyxis candidosiqueD. intertrigo (Pied d’athléte)

C. Folliculite a dermatophyteF. sycosis trichophytique

Figure 06: Photos des quelques dermatophytoses(Source:https://shorturl.at/gmJSX)
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6.Les Facteurs favorisants

Les facteurs favorisants I’infection avec les dermatophytes sont nombreux (Coulibaly, 2014 ;
Petinataud, 2014 ; Vanetti, 2009) :

6.1. Facteurs liés a I’hdote : L’Age joue un role dans les teignes de cuir chevelu qui se
rencontrent chez 1’enfant a 1’age scolaire, et disparaissent a 1’age de la puberté car les cheveux
d’un adulte sont plus riches en acide gras soufré.

6.2. Facteurs liés a la profession : Agriculture, vétérinaires, éleveurs sont exposés a une
contamination par les espéces zoophiles.

6.3. Facteurs hormonaux : Les teignes surviennent chez I’enfant.

6.4. Facteurs locaux : Les coiffures et les tresses serrées.

6.5. Facteurs généraux : Chaleur et humidité

6.6. Pratique du sport : Natation et sports en salles.

7.Le traitement :
Le traitement des dermatophytes comprend :
v Antifongiques systémiques (Coulibaly, 2014 ;Ripert, 2013).
Griséofulvine
Dérivés azolés
Allylamines
Antifongique topiques (Kamil, 2015 ; Ripert, 2013)

Les dérivés de 1’imidazole

AN NN N NN

Cyclopiroxolamine

v" Amorolfine
8.Répartitions géographiques

La majorité des dermatophytes sont cosmopolites comme E.floccosum, T.rubrum,
T.mentagrophytes, M.canis..., alors que d'autres espéces restent localisées a certaines régions du
globe comme M.ferruginum en Asie et en Afrique ou encore T.concentricum en Asie et en
Indonésie. Certaines especes comme T.schoenleinii et M.ferruginum diminuent en fréquence et
se limitent de plus en plus a des zones géographiques étroites. A l'inverse, d'autres sont en

augmentation s'adaptant aux populations autochtones et deviennent prédominantes, conduisant a
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des épidémies en milieu scolaire dans les grandes villes cosmopolites. C'est le cas de
M.audouinii var.langeronii et de T.soudanense (Chabasse et Guiguen, 1999).

En Algérie, I’étude menée au niveau du CHU Mustapha Bacha d’Alger au niveau du
laboratoire de parasitologie-mycologie sur une période qui s’étale de 2009 jusqu’en 2014 a
démontré que I’espéce T. rubrum domine les infections d’onyxis dermatophytique avec un
pourcentage de (90%)puis T. interdigitale avec(10%) et également les infections

d’epidermophyties avec 80% puis T. mentagrophytes (12%),M. canis(6%) et T. violaceum + T.

verrucosum(2%).
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1. Sites de prélévement d’échantillons de sols
Les prélevements ont été realisés a partir des deux échantillons de sol : le premier est un sol
rhizophérique d’une ‘palmeraie’ de la région Daia Ben dahoua, wilaya de Ghardaia et le
deuxieme est un sol non rhizophérique d’un ‘Reg’ aux environs de la wilaya de Laghouat.
Aprés avoir écarté les trois premiers centimétres de la couche superficielle du sol, 50 a 100 g
sont prélevés aseptiquement a une profondeur d’environ 15 a 20 cm a I’aide d’une grande
cuillere stérile. Les échantillons de sols sont déposés dans des sacs stériles et transportés vers le
laboratoire a température ambiante. Aprés écartement des gros debris, ces échantillons ont été
séchés a I’air ambiant et broyés dans un mortier wu €liminer les grumeaux de terre. Ensuite, sont
déposés dans des bocaux préalablement stérilisés et immédiatement conservés au réfrigérateur a

4°C jusqu’a utilisation (Pochon et Trdieux, 1962).

Figure07 : Echantillons de sol

2.Isolement d’actinobactéries

2.1. Prétraitement des échantillons

< traitement thermique:Consiste a chauffer 10 g de chaque échantillon a 60°C pendant
2heure(Takizawa et al., 1993).

< traitement chimique:Consiste a traiter 1 g de sol de chaque échantillon avec 0.1 g de CaCO3. Le

mélange est mis dans une enceinte stérile saturée d’humidité pendant sept jours a 30°C (EIl-Nakeeb et

Lechevalier, 1963).
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Figure08 :Prétraitement des échantillons de sol.

2.2. Milieux d’isolement et agents sélectifs

L’isolement des actinobactéries est effectué sur le milieu chitine-vitamines agar (Ch-
VB)(Annexel) préconisés par Hayakawa et Nonomura (1987) et Jiang et al. (2012)
respectivement pour 1’isolement des actinobactéries. Ces milieux sont supplémentés par des
agents sélectifs. Parmi les agents sélectifs additionnés on distingue un agent antifongique
cycloheximide (50pg/1) qui permet d’éviter les contaminations par les champignons présents dans
les sols, La solution d’antifongique est stérilisée par filtration sur membrane type millipore (de
0,22 um de porosité) et est ajoutée aseptiquement au milieu d’isolement en surfusion,des
antibactériens tels que la pénicilline (25 mg/l), streptomycine (10 pg/ml) et le chloramphénicol
(25 pg/ml) qui permettent de diminuer 1’effectif microbien et d’orienter la sélection vers des
isolats particuliers pouvant étre intéressants. Un témoin sans antibiotique est également
nécessaire. Le choix du choix du milieu CHV et les agents sélectifs avec leurs concentrations est
basé sur les résultats obtenus par les chercheurs de notre laboratoire (Sabaou et al., 1998;
Boudjella, 2007).

2.3. Ensemencement des échantillons

La méthode d’ensemencement utilisée est celle des suspensions dilutions (Rapilly, 1968) et
étalement sur les milieux de culture coulés en boites de Pétri stériles. La dilution 10 est préparée
par addition de 1g de sol (prélevé d’une fagon homogene a partir de 1’échantillon de sol) dans 9
ml d’eau stérile. Deux autres suspensions (107, 10) sont préparées par dilution de 10 en 10,

apres homogeénéisation de la dilution de départ par un mélange vigoureux a 1’aide d’un vortex.
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Des aliquotes de 0,1 ml (100ul) de chacune des dilutions sont ensemencees sur le milieu
d’isolement par étalement a 1’aide d’un rateau en verre stérile (Fig. 8) a raison de deux répétitions
par dilution pour chacun des milieux utilisés.

2.4. Incubation
Les boites ensemencées sont incubées a 30 °C et examinées régulierement a partir du

7%jour, 14° jour et jusqu’au 21° jour, en raison notamment de la croissance parfois assez lente qui

caractérise certains genres d’actinobactéries (Rapilly, 1968).

2.5. Sélection, purification et conservation des isolats d’actinobactéries

Les colonies qui ont montré, aprés observation a 1’ceil nu et au microscope optique, les
caractéristiques morphologiques des actinobactéries mycéliennes, en particulier la formation d’un
mycélium du substrat trés fin (chez toutes les colonies) et d’un mycélium aérien trés fin aussi
(chez la majorité) sont considérées comme étant des actinobactéries.

Le repérage des colonies d’actinobactéries qui apparaissent a la surface du milieu
d’isolement se fait par 1’observation in situ a 1’ceil nu et au microscope optique (grossissement
x10 et x40). (Shirling et Gottlieb, 1966). La purification est effectuée par la technique des stries
(Fig. 9). Les colonies sélectionnées sont prélevees délicatement avec une pointe métallique stérile
puis purifiées par repiquage successif sur le milieu ISP 2 (composition en annexe), a base de

glucose et d’extraits de malt et de levure. Ces derniers sont incubés a 30 °C pendant 14 jours.

1e d’échantillons de sol

Dilution dans 9ml d’eau physiologique Agitation par vortex

Essai0t
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¥

= ]
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0.1ml de chaque dilution est prélevé par une micropipette, et étalé sur boite (S (o=t

' ‘

Incubation des boites de Pétri et observation réquliére et quotidienne
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Figure 09:Les étapes suivies pour 1’isolement des actinobacteries a partir des échantillons de sol.
3. Caracteérisation morphologique des isolats
3.1. Caractérisation macromorphologique
L’¢étude macromorphologique consiste a apprécier la croissance (faible, moyenne, bonne) et a
déterminer la couleur des mycélia aérien et du substrat ainsi que celles des pigments solubles s’ils
sont sécrétés (Athalye et al., 1981).
3.2. Caractérisation micromorphologique

Les isolats obtenus sur les différents milieux cités précédemment sont observés a 1’aide
d’un microscope optique (Optika) a deux grossissements (x40 et Xx10) apres 14 jours
d’incubation. Ces observations sont réalisées directement sur les boites de Pétri et ce, pour
étudier les mycélia sans altérer les structures en place. Elles consistent a voir également la
sporulation caractéristique des isolats sélectionnées ainsi que la fragmentation ou non du

mycélium du substrat (Williams et al., 1989).

i

ORGP
";\o . _69;

2ORBIAINS 1028

(A) (B)

Figure 10: Observation macroscopique a I’ceil nu (A) et microscopique (B) des colonies.

4. Criblage de I’activité antifongique sur milieux solide

4.1. Préparation des cultures des actinobactéries.
L’ensemble d’isolats d’actinobactéries sont ensemencés en stries trés serrées a la surface
du milieu ISP2 solide coulé en boites de pétri stériles. Les boites sont incubées a 30°C pendant 10

jour.
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4.2. Les germes cibles

Les germes-cibles qui ont été utilisés sont 3 champignons dermatophytes d’origine (
laboratoire Ibn Rochd de Ghardaia). lls ont été prélevés a partir de certains malades a savoir :
Trichophyton rubrum, Microsporium canis et Trichophyton glabrum. Trois autres germes
d’origine institut Pasteur qui sont :une levure, celle de Candida albicans ATCC 10231 et deux
autres souches bactériennes, il s’agit de Bacillus subtils ATCC 6633 (bactérie & Gram positif) et
Escherichia coli ATCC 8739 (bactérie a Gram négatif). 1l est a noter que ces deux derniers
germes cibles ont été ajoutés juste pour avoir une idée sur le profil d’activité de nos souches
d’actinobactéries isolées. Toutes les souches tests sont ensemencés sur :le milieu PDA (pour les
champignons filamenteux et la levure) et le milieu GN (pour les bactéries). Les boites sont
incubés a 30°C, jusqu’a I’obtention d’une bonne croissance. Par la suite, et a partir de ces

cultures, des suspensions de germes ont été preparées pour les utiliser ultérieurement.

Figure 11 : les dermatophytes cibles utilisés

4.3.Technique de stries croisées

L’activité antimicrobienne des isolats est évaluée par la méthode des stries croisées sur
milieu ISP2. Celle-ci consiste a ensemencer les isolats d’actinobactéries a tester en un seul trait a
la surface du milieu solide en bordure de la boite de Pétri. Aprés incubation pendant 10 jours a
30°C. Les souches cibles sont ensemencées perpendiculairement a la strie longitudinale de
I’actinobactérie (Fig. 12).Les boites sont incubées a 30°C pendant 24h a 48h pour les bactéries et
la levure et les moisissures 48h jusqu’a 5 jour. La lecture des résultats s’effectue par la mesure de

la distance d’inhibition entre les bordures de la souche cible et 1’isolat d’actinobactéries testé.
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Figure 12 : Mise en évidence de I’activité antifongique sur milieux solide par la méthode des
stries croisés (Rothrock et Gottlieb,1981)

5. Cinétique de production des antifongique en milieu liquide
Cette étude a éte réalisée sur la meilleure souche d’actinobactéries, celle ayant montré une

activité antifongique intéressante lors des tests préliminaires par stries croises.

5.1. Milieux de culture

Deux milieux de culture complexes sont utilisés: ISP2 et Bennett (voir annexe).

5.2. Pré-cultures
Pour obtenir les pré-cultures, les spores sont raclées a partir d’une culture en boite de Pétri
de la souche d’actinobactérie agée de 7 jours, et inoculés dans des tube a vis contenant 3 mL de

/////

30°C), les pré-cultures sont utilisées pour inoculer les milieux de production.

5.3. Cinétique de production des antifongique

La cinétique de production des antifongiques a été réalisée en vue de déterminer le temps
nécessaire pour qu’elle soit maximale. Des fioles d’Erlenmeyer de 500 mL contenant chacune 100
mL de milieu (pH 7,2) sont ensemencées avec 3 mL de la pré-culture. Les cultures sont incubées a
30°C et agitees a 150 rpm dans un Shaker. Des prélevements sont effectués toutes les 24 h pendant 5
jours pour étre analysés.

L’activité antifongique est déterminée par la méthode de diffusion des puits contre Candida

albicans et T.rubrum. Dans cette méthode, du milieu ISP2 semi solide contenant 12 g/L. d’agar en
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surfusion est pré-ensemenceé avec le germe-cible avant d’étre coulé en boites de Pétri. Apres
solidification du milieu, des puits sont congus a 1’aide d’un emporte-piéce de 10 mm de diametre.
Une aliquote de 0,2 mL de surnageant de culture a analyser, est prélevée stérilement puis introduite
dans le puits. Les boites sont mises 2 h a 4°C pour permettre la diffusion des substances actives tout
en arrétant momentanément la croissance des germes, puis incubées a 30°C. La lecture des résultats
se faite en mesurant le diametre de 1’auréole d’inhibition formée autour du puits aprés 24 h (pour les

bacteéries et les levures) et 48 h (pour les champignons).

Figure 13 :Les Différentes étapes de la mise en évidence de I’activité antifongique
(Méthode des puits).
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1. Résultats :

1.1. Isolement et origine des actinobactéries mycéliennes

L’isolement des actinobactéries mycéliennes a été effectu¢ a partir de 2 échantillons de
sols, provenant de Daia Ben Dahoua et de Laghouat, sur le milieu Chitine-Vitamines B (CH-VB)
additionnes ou non des agents sélectifs, et incubés a 30°C pendant 21 jours. A partir d’un grand
nombre de colonies d’actinobactéries, 100 isolats ont pu étre choisis sur la base de leur diversité
culturale macro et micromorphologique remarquée lors de 1’observation des colonies a I’ceil nu
et au microscope optique sur les milieux d’isolements. Nous avons ainsi choisi 50 isolats a partir
du sol de Dara Ben Dahoua et 50 isolats du sol de Laghouat, le tableau 3 montre I’origine des

isolats selon I’échantillon de sol, I’agent sélectif utilisé et la dilution.

T M (e ) .~ | Colonies e AT Baeg,
P '\Q b . , . )O
= / d’actinobactéries va
e
(A) (B)

Figure 14: Résultats de ’isolement a partir des deux échantillons :(a) E1, (b) E2 sur milieux Chitine-
Vitamines agar (CH-VB) (photo originale).
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Tableau 03. Origine des isolats d’actinobactéries sélectionnés selon le sol, I’agent selectif et la

dillution
Sol Milieu Dilution Agents sélectif
Chloramphénicol | Pénicilline Streptomycine | Témoin | Total
Echantillon | Chitine- 10™ L9, L10, L11, L6 L24, L25, .26, | L18, L48 / 13
de laghouat | Vitamines L27, .28 L49, L50
(L) agar (CH- | 10™ L1, L2, L3, L4, L44, L45 L14, L15,L16 | L19, 17
VB) L5, L7 L46 L17 L20
L21,
L23
10° L8, L12 L29, L30, L31, | L13, L47 L22 20
L32, L33, L34,
L35, L36,
L37, L38,
L39, L40,
L41, L42,
L43,
Echantillon | Chitine- 10™ D25, D26, D29, D42, D18, D19,D20 | D7,D8 | 14
de Daia Vitamines D30 D9,
Bendahoua | agar (CH- D10D49,
(D) VB) D50
107 D23, D24, D27, D37, D38, D39, | D16, D21, D22 | D5, D6, 14
D28 D43 D12
10° D31, D32, D33 D34, D35, D36, | D13, D14, D1,D2 |22
D40, D15,D17, D44, | D3, D4,
D41 D45, D11,
D46 D47,
D48
Total / / 23 33 23 21 100

1.2. Purification

Aprés 21 jours d’incubation (période nécessaire pour la croissance des actinobactéries),

100 colonies ont été choisies en se basant sur des criteres morphologiques (observation a I’ceil nu

et au microscope photonique (Zeiss) aux grossissements 100 et 400). Afin de les purifier, ces

colonies ont été transférées et ensemencées par la méthode d’épuisement sur un nouveau milieu

de culture ISP2. Parmi les 100 colonies, seuls 60 isolats (tableau 4) ont pu croitre purement et

ont présenté les caractéristiques macros et micro morphologique des actinobactéries. Il est a

noter que la majorité parmi les 40 autres isolats ont été contaminés et les autres n’ont pas pu

croitre.
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1.3. Caractéristiques culturales et morphologiques des isolats

Les isolats sélectionnés ont montré une bonne croissance sur ISP2 et leurs colonies
apparaissent a 1’ceil nu généralement rondes, opaques et avec un contour irréguliers. Elles
adhérent a la surface de la gélose et présentent un aspect poudreux pour certains isolats (ex :
D36, D31, L5, L12, L13...), granuleux (ex : D8, D37...) ou encore lisse (ex : D38) pour autres.
- Plusieurs couleurs ont été notées pour le mycélium aérien des colonies a savoir : blanche pour
(D36, L14, L5, L13, D30, L25....), grise pour (L11, D31, D14, D7, L41...), marron pour (D8,
D37, D40...), rouge pour (L1, D42...).
- Le myceélium de substrat sur le dos des boites apparait de couleur jaune pour (D36, L5...),
marron foncé pour (D8, D37, D38...), beige pour (L2...), grise pour (D31, L14...).
- Certains isolats produisent des pigments diffusibles de couleur marron dans le milieu comme
(ex : D8, D37, D40...).
- Micromorphologiquement, la plupart des colonies sous microscope ont montré un mycélium
aerien avec des chaines de spores de type S (chaines spiralées) (ex D36, L5), RF (chaines droites

a flexueuses) (par ex : L14) ou RA (chaine sen crochets ou en boucles fermées) (par ex : D31)

caractérisant le genre Streptomyces.
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Figure :15Macromorphologie de quelques isolats purs d’actinobactéries sur milieu ISP2

(photos originales).

Figure 15 :Mycélium aérien de quelques isolats purs d’actinobactéries SOUs microscope

x40(photos originales).
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1.4. Evaluation du potentiel antifongique des actinobactéries

Tous les 60 isolats ont été testés pour leurs activités antifongiques par la méthode de stries
croisées (Fig. 16). Cette méthode permet de détecter 1’effet inhibiteur des isolats
d’actinobactéries Vis-a-vis les germes cibles. Le test est effectué contre 3 souches dermatophytes
(Tricophyton rubrum, Trichophyton glabrum et Microsporium canis) et une souche de Candida
albicans ATCC 10231. Parmi les 60 isolats testés, nous avons constaté que 16 ont présenté une
activités antimicrobienne soit (26%) contre au moins un germe cible (Tableau 4). Trois isolats
ont montré une bonne activité anti-dermatophytes. Le premiéres I’isolat D36 qui a présenté une
bonne activité contre tous les germes cibles notamment contre Candida albicans(25 mm) et
Microsporium canis (17mm). Le deuxiéme est I’isolat D37 qui a montré une grande activité
anti-dermatophytes notamment contre Tricophyton rubrum(24mm), Trichophyton glabrum (25
mm) et Microsporium canis (15mm). Le troisiéme est 1’isolat D8 qui a présenté un grand effet
inhibiteur contre les souches dermatophytes avec une zone d’inhibition de 26mm
contreTricophyton  rubrumet 20mm  contre  Trichophyton glabrum puis 12mm
contreMicrosporium canis. Cependant, cet isolat n’a aucune activité contre la souche test
Candida albicans. Trois autres isolats ont illustré une activité anti dermatophytes moyenne a
forte a savoir : L14, L34 et D30. Les autres qui restent sont avec une activité moyenne a faible.
Les valeurs d’activité des 16 isolats contre les germes tests utilisés sont illustrées par ordre dans

le tableau 4.
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Tableau 04. Activité antagoniste des isolats d’actinobactéries sélectionnés

Diamétre d’inhibition contre les germes-cibles en mm
Isolatactif

Bs E.c C.a M.c Tr T.9
D36 15 25 25 17 10 5
D37 20 20 09 15 24 25
D08 16 17 00 12 26 20
L14 00 00 20 ND 10 10
L34 00 05 15 ND 15 20
D30 00 00 10 20 05 10
L5 10 00 10 10 00 00
D6 10 00 15 20 00 02
D34 00 02 12 ND 8 11
DOo7 00 00 17 13 00 00
L48 00 00 15 09 00 00
L32 00 00 08 12 04 10
D32 00 00 06 ND 05 06
L27 10 00 00 00 00 00
L16 00 00 10 00 00 00
D29 00 00 10 00 00 00

Note :E.C:Escherichia coli, B.S: Bacillus subtilis, C.A: Candida albicans, T.r :tricophton rubrum, T.g :Tricophyton

glabrum, ND : Non determiné (absence de la croissance de la souche test)
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Figure 16: Activité antagoniste des germes ciblesdes meilleurs isolats sélectionnés
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1.5. Cinétique de production des antifongique en milieu liquide

La cinétique de production des métabolites antifongiques a été menée avec la souche qui a
montré la bonne activité sur milieu solide par la technique des stries croisés, il s’agit de la souche
D36.Des prélevements quotidiens a intervalle de 24h pendant 5joursont été effectués pour
déterminer la biomasse et mesurer les diamétres des zones d’inhibition vis-a-vis des souches
cibles : Candida albicans ATCC 10231 et trichophyton rubrum. Les activités ont été mesurées
par la méthode des puits. La cinétique de production des antifongiques n’a été constatée que dans
le milieu ISP2 et aucune activité n’a été enregistrée dans le milicu Bennett. Elle a débuté le 2e
jour d’incubation avec un diamétre d’inhibition 20mm contre Candida albicanset atteint une
valeur de22mm au 5€é jour. La méme cinétique presque a été remarquée contre Trichophyton
rubrum, dans laquelle a débuté le 2¢ jour d’incubation par un diamétre de 21mm et atteint 23mm

au 4jour et reste stable au 5jour (Fig. 17).

25 -+ 25 -
c
()]
20 - 5§ 207
£ 15 - == Bennett 5 15 -
£ —4=—|5P2 e
$ 10 - 5 E 107
g 5 -
] 0 - L L L il
0 - L L L il a
1 ) 3 4 5 1 2 3 4 5
temps (jour) Temps (jour)

Souche test: (Trichophyton rubrum)Souche test: (Candida albicans)
Figure 17: Cinétique de production des antifongiques de la souche D36 en milieux ISP2 et

Bennett

(A) (B)
Figure 18: Activite antifongique de la souche D36 (méthode des puits) contre Trichophyton
rubrum (A) et Candida albicans (B)
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2. Discussion
Dans notre étude, nous avons essayé de rechercher des actinobactérie ayant une activité
antagoniste contre les dermatophytes a partir du sol de la région. L’isolement a été effectué sur
milieu Chitine vitamine B de Hayakawa et Nonomura (1984) ajouté ou non des agents
sélectifs. Nous avons choisi ce milieu en se basant sur des travaux antérieurs qui ont confirme sa
prédilection pour les actinobactéries des sols sahariens (Boudjella, 1994). Ainsi, un grand
nombre d’actinobactéries a été isolé a partir des deux échantillons de sol choisis. Cependant nous
avons constaté que le nombre est plus élevé dans 1’échantillon prélevé de la palmeraie. Ceci peut
étre expliqué par la richesse de ce type des sols par la matiere organique comme il a été affirmé
par Djaballah,(2010) et Belyagoubi (2014), ou bien par aillera la différence dans les facteurs
physico-chimiques, qui influent considérablement sur le nombre ainsi que le type
d’actinobactérie habitant le sol (Hop et al, 2012). Selon Sabaou et al. (1980; 1992), la densité
des actinobacteries dans les sols de surface des palmeraies oscille entre 5x10° et 5x10° ufc/gss
(unités formant colonies par gramme de sol sec) par contre, celle des autres sols sahariens, varie
entre 10% et 10° ufc/gss. Cette affirmation est corroborée par Lee et Hwang. (2002), qui ont
confirmé que le nombre d’actinobactéries est corrélé positivement avec le taux de la maticre
organique dans le sol.

Le prétraitement des échantillons par chaleur est connu dans ce type d’isolement et son
objectif est de réduire le nombre des contaminants. De méme le prétraitement chimique par
CaCOsqui a le méme réle. En plus, il y en a plusieurs chercheurs qui ont confirmé que 1’ajout du
CaCO0a3 est efficace pour I’isolement desactinobacteriees(Kitouni,2007). D’aprés Gurung et al,
(2009) cette technique permet non seulement une augmentation du nombre des colonies
d’actinobacteries par un facteur de 100ou plus en comparaison avec les échantillons non traités
par le bicarbonate de calcium, mais aussi une diminution de la flore fongique et bactérienne qui
ont un temps de génération courtait qui peuvent exercer un effet compétitif avec les
actinobacteries.D’aprés Monisha et al., 2011, le traitement chimique auCaCOs peut améliorer ou
favoriser 1’isolement d’actinobacteries rare, entre autre de nouvelles souches de Streptomyces.
C'est ce que d'autres chercheur sont le prétendu (EI Nakeeb et lechevalier,1963 ; Cavalla et
Eberlin, 1994).

L’isolement sélectif des actinobactéries a partir de leur habitat, pose probleme. En effet,

trop de substrats favorisent les champignons et les bactéries a croissance rapide et empéchent de
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ce fait un isolement facile des actinobactéries qui ont un temps de genération relativement long
(Williams et al., 1983 ; Crawford et al., 1993).Pour réduire cet effet le prétraitement a la
chaleur séche et I’ajout d’antibiotiques tels que: le chloramphénicol, la pénicilline et la
streptomycine et l’antifongique cycloheximide étaient indispensables. Les agents selectifs
utilisés dans notre travail ont été choisis au vu des résultats obtenus par (Boudjella, 1994).Selon
cet auteur P’addition au milieu « chitine vitamine B » d’antibiotiques sélectifs tels que: le
chloramphénicol, la kanamycine, la pénicilline, la rifampicine et la streptomycine, permet de
mettre en évidence des genres peu fréquemment ou rarement isolés de par le monde, tels que:
Actinomadura,Amycolatopsis, Nocardia,Nocardiopsis,Saccharomonospora,Saccharopolyspora.
Sabaou et al. (1998)ontnoté que le genre Streptomyces est favorisé par la présence du
chloramphénicol, la rifampicine et la streptomycine. Les genres Actinomadura, Nocardia, et
Nocardiopsis sont favorises par la pénicilline et la rifampicine (Sabaou et al., 1998; Badiji,
2006; Zitouni et al., 2005).

Les résultats de notre isolement ont montré une prédominance nettement visible pour le
genre Streptomyces. Ceci n’était pas étonnant car ce genre constitue 80 a95% des actinobactérie
dans divers types de sols et autres substrats de par le monde (Goodfellow
et Williams, 1983).

La mise en évidence des activités antifongiques a été mesurée par la méthode des stries
croisées(Rothrock et Gottlied, 1981) sur milieu ISP2. Sachant que nos dermatophytes cibles
poussent tres bien sur ce milieu nous 1’avons préféré au milieu de Sabouraud (2 base d’extrait de
malt et de peptone) habituellement utilisé pour la croissance des champignons et levures. La
méthode des stries croisees est choisie cause de son avantage de pouvoir utiliser plusieurs micro-
organismestests pour la méme souche étudiée et sur la méme boite.Les résultats obtenus ont
montré que sur les soixante isolats testés seulement 16 ont présenté une activité antifongique
(soit 26%). Ce pourcentage pourrait apparaitre compatible avec les travaux de Alimuddinet al.
(2011)qui onttrouvé 32% (sur 43) et Belyagoubi (2014)qui a trouvé 26% (sur 38).

D’aprés nos résultats, trois souches (D36, D37 et D8) ont montré des propriétés
antagonistes beaucoup plus importantes que les autres souches sélectionnées. Nous rappelons
que D’activité mesurée est globale; elle peut résulter soit d’'un grand nombre de molécules

produites simultanément ou d’une molécule trés puissante.
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Les antifongiques anti dermatophytes de la souche D36ont été produits en utilisant 2
milieux de culture complexes: L’ISP2 et le Bennett. Ils ont été choisis suite aux travaux effectués
antérieurement par Badji, (2006).Cet auteur a trouvé ces deux milieux meilleurs parmi 10 autres
qui les a testé pour la production des antibiotiques par les actinobacteries.

Nous avons remarqué une absence totale de I’activit¢ de la souche D36 dans le milieu
Bennett par contre elle est bien exprimée dans le milieu ISP2. Cela peut étre due a la présence de
facteurs peu favorables a la production, contenus dans la composition de peptone et 1’extrait de
viande (Composés différents dans la composition de Bennett par rapport au ISP2).Selon
Gesheva et al. (2005), la nature des sources: de carbone, d’azote, de phosphore, de potassium, de
magnésium et de trace d’éléments minéraux affectent fortement la production de la molécule

antifongique.
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Conclusion et perspectives

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif d’isoler des actinobacteries a partir de
sol ayant une activité antagoniste contre les dermatophytes. Ainsi, le milieu chitine vitamine B
nous a permis d’isoler a partir de deux échantillons de sol un grand nombre d’actinobacteries.
Nous avons sélectionné sur la base des criteres morphologiques 100 isolats qui ont été purifiés.
Parmi les, 60 isolats qui ont pu croitre et ont donné des colonies pures. Tous ces isolats ont été
testés pour leur activité anti-dermatophytes par la méthode de stries croisés contre les germes
cibles : Trichophyton rubrum, Microsporium canis, Trichophyton glabrum et Candida albicans
ATCC 10231. Les résultats ont montré que 16 isolats ayant présenté une activité contre au moins
un germe cible. En plus, 3 souches ont exhibé la meilleure activité contre les dermatophytes
cibles. Il s’agit de D36, D37 et D8. La suite du travail pour I’étude de cinétique de production
des antifongiques sur milieu liquide a été poursuivie avec la souche D36. Cette souche a montré
une activité sur milieu ISP2 depuis le deuxiéme jour d’incubation et a inhibé la croissance de
Trichophyton rubrum et Candida albicans ATCC 10231, avec des auréoles d’inhibition de
diamétre 23mm et 22mm successivement par la méthode de diffusion des puits.

Enfin nous pouvons dire que notre étude a montré des résultats intéressants et merite la
continuité par les perspectives suivantes pour les isolats avérés intéressants :

- Realiser une étude taxonomique polyphasique

- Suivre I’étude de production des métabolites sur les milieux liquides

- Semi purifier et purifier les fractions actives par (CCM, HPLC..)

- Caracteériser les molécules pures par la spectrométrie de masse et RMN.
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Annexes

Annexe 01:

Les sites de prélevement des échantillons de sol
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Source : conservation des foréts de la wilaya de Laghouat, modifiée (2020)

Annexe 02:
Milieux de culture utilisés:
1.Milieu d’isolement:

¢ Chitine-vitamine de Hyakawa modifié (sans vitamine): chitine 29, K2HPO4 0,2g, NaCl
0,3g, CaCo3 0,02 g, FeSo4, 7H20 10mg, agar 18g, eau distillé 1000ml, ph 7,5(Aouiche,
Sabaou et al., 2012 , Badiji et al., 2005).

2.Milieux de purification et de test d’antagonisme:

< ISP2 (Intrernational Streptomyces Prodject): Extrait de levure 4g, extrait de malt 10g,
glucose 4g, agar 18g, ph 7,2 préconisé par Shirling et Gottlieb (1966), (Cheriti el., 2012 ;
Jihani et al., 2012).

% Milieu PDA (Rapilly, 1969)
Filtrat de pomme de terre: 500 mL; glucose: 20 g; agar: 20 g; eau distillée: 500 mL. pH 6,5.
Le filtrat est préparé en mettant a bouillir 200 a 250 g de pomme de terre épluchée dans 500 ml
d“eau distillée.
% Milieu Bennett (Warren et al., 1955)
Glucose: 10 g; peptone: 2 g; extrait de levure: 1 g; extrait de viande: 1 g; eau distillée: g.s.p. 1000

mL. pH 7,2

> @<



Annexes

Quelques photos de I’isolement des colonies d’actinobactéries sur milieu chitine vitamine B



