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Recherche dans des sols sahariens d'actinobactéries possédant des activités

antifongiques

Résumé

Cette etude porte sur I'isolement des actinobactéries du désert du Grand Sahara, caractérisé par
I'abondance et la diversité des genres bactériens présents. L'objectif de cette recherche était d'isoler
des actinobactéries possédant une activité antifongique a partir du sol désertique. Des échantillons
de sol ont été collectés dans deux zones différentes pres de I'oasis de Metlili (Souareg, Sebkha).
Ces bactéries ont été isolées sur milieu de culture Chitine agar. Suivie de la sélection de 65 isolats
parmi lesquels 58 ont montré une croissance satisfaisante. L'examen microscopique a révelé la
prédominance du genre Streptomyces, tandis que les tests d'activité antagoniste ont identifié 16
isolats possédant une activité antifongique, parmi lesquels six isolats : B1, B4, B7, S12, S18, S14.
Une étude de la cinétique de production des métabolites antifongiques dans le milieu liquide (ISP2)
a montré une activité maximale le quatrieme jour d'incubation pour la souche S18 (31 mm contre
Aspergillus fumigatus et 22 mm contre Candida albicans). De méme, la souche B1 a montré une
production maximale le troisieme jour d'incubation (20 mm contre Candida albicans et 21 mm
contre Aspergillus fumigatus). Le solvant le plus efficace pour I'extraction des métabolites actifs
produits par la souche S18 dans le milieu liquide ISP2 était le dichlorométhane, avec un diametre
d'inhibition de 21 mm contre Candida albicans ATCC 10231.

Mots clés : Sol saharien, actinobactéries, activité antifongique, Streptomyces.



Research in Saharan soils for actinobacteria possessing antifungal activities

Abstract

This study focuses on isolating actinobacteria from the Grand Sahara Desert, characterized by
the abundance and diversity of bacterial genera. The aim of this research was to isolate
actinobacteria exhibiting antifungal activity from desert soil. Soil samples were collected from two
different areas near the Metlili oasis (Souareg, Sebkha). These bacteria were isolated on Chitine
agar medium, followed by the selection of 65 isolates, out of which 58 showed satisfactory growth.
Microscopic examination revealed the predominance of the Streptomyces genus, while antagonism
activity tests identified 16 isolates with antifungal activity, including six isolates: B1, B4, B7, S12,
S18, S14. A study of the kinetics of antifungal metabolite production in liquid medium (ISP2)
showed maximum activity on the fourth day of incubation for strain S18 (31 mm against
Aspergillus fumigatus and 22 mm against Candida albicans). Similarly, strain B1 exhibited
maximum production on the third day of incubation (20 mm against Candida albicans and 21 mm
against Aspergillus fumigatus). The most effective solvent for extracting active metabolites
produced by strain S18 in ISP2 liquid medium was dichloromethane, with an inhibition diameter
of 21 mm against Candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Saharan soil, actinobacteria, antifungal activity, Streptomyces.
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CHAPITRE I INTRODUCTION

Introduction

Les champignons représentent 1’un des plus importants groupes d’organismes sur la terre et
jouent un réle clé dans un grand nombre d’écosystémes (Mueller et Schmit, 2007). Alors qu’ils
ont longtemps été classés parmi les plantes, ils sont maintenant bien individualisés au sein du régne
fongique et constituent un phylum a part entiere (Courtecuisse et Duhem, 2013). lls sont
hétérotrophes et manquent de chlorophylle. Ils n’ont pas de tissus et par conséquent ils ne
possedent ni racines, ni tiges, ni feuilles, ni systéme vasculaire. Leur corps somatique (ou végétatif)
est appelé thalle (Nasroui, 2015). Plus rarement, certains champignons peuvent rester sous forme
unicellulaire : il s’agit des levures. Ce thalle, non cloisonné chez les champignons inférieurs
(Zygomycota, Glomeromycota) est appelé siphon alors qu’il est cloisonné (ou septé) chez les
champignons dits supérieurs (Ascomycota et Basidiomycota) ; il est constitué d’hyphes
mycéliennes. Ce sont des filaments microscopiques diffus regroupés pour former le mycélium. Ce
mycélium peut étre souterrain et invisible, en forét par exemple comme celui d’espéces récoltées
par les amateurs de champignons ou bien au contraire bien visible sur des aliments contaminés par
des moisissures (Fons et al., 2018). Leur paroi cellulaire est composée de chitine ce qui les
rapproche des animaux. En effet ce polysaccharide azoté entre dans la structure de 1’exosquelette
des crustacés ou des arthropodes. En revanche, la paroi cellulaire des végétaux est composée de
cellulose. Enfin, les champignons se reproduisent généralement par des spores non flagellées
(Nabors, 2008).

Le regne fongique, avec sa diversité impressionnante comptant plus de 120 000 espéces, est
véritablement fascinant. Les grands groupes de Mycota ou "champignons vrais" sont (classés par
ordre de détachement du rameau commun et donc par ancienneté d'émergence (Courtecuisse,
2008):

o les Chytridiomycota (ex. Chytridiomyceétes),
o les Zygomycota (ex. Zygomyceétes),

o les Gloméromycota (ex. Glomales),

« les Basidiomycota (ex. Basidiomyceétes)

e les Ascomycota (ex. Ascomycétes).
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Les champignons se distinguent en deux catégories 1’une, ceux dont les propriétés sont
exploitées pour extraire des antibiotiques et méme pour la fabrication de fromages, et d'autre part,
ceux qui représentent une menace pour la santé humaine, communément identifiés sous le nom de
champignons pathogenes.

Le domaine des affections fongiques a connu un changement radical, ou auparavant les
champignons étaient considérés comme des organismes isolés non pathogenes et non
contaminants, mais désormais, ils le sont, contribuant a l'augmentation des infections, en
particulier chez les individus immunodéprimés et les utilisateurs fréquents d'antibiotiques (Rohilla
etal., 2021).

Ils sont connus pour leurs caractéristiques pathogénes et leur propagation rapide a grande
échelle, ce qui représente un danger pour la santé humaine, végétale et animale
(https:/lurlz.frirlaw).

Les champignons pathogénes sont divisés en 4 grandes familles. Il est important de les
connaitre afin de mieux comprendre leur physiopathologie. Les levures sont les plus freguemment
rencontrées et comportent Candida spp et Cryptococcus spp. Les champignons dimorphiques sont
représentés par Histoplasma spp. Pneumocysitis est une classe a part entiere avec le chef de file
qui est Pneumocystis jirovecii. Enfin, les champignons filamenteux qui sont divisés en
dermatophytes (Trichophyton spp) et en moisissures. Les moisissures sont ensuite divisées en
filaments non septés (mucorales) et septés (Aspergillus spp, Fusarium spp) (Soulier-Zaninka et
al., 2024).

Faire front a des avancements significatifs dans les domaines médicaux, de nouveaux défis
complexes sont constamment relevés une dilatation pertinente de la propagation des champignons
a été observée ; Cela I'a classée comme la quatriéme infection la plus courante dans les
établissements hospitaliers. Il est impératif de commencer a chercher un médicament efficace pour
toutes ces infections causées par les champignons. Ces évolutions extraordinaires générent des
préoccupations sérieuses concernant le potentiel de notre réserve médicale pour réagir de maniere
efficace face a ces dangers croissants. Effectivement, il semble que les traitements actuels soient
souvent inefficaces ou insuffisants pour contréler la propagation des champignons pathogénes.
Donc, l'utilisation de méthodes novatrices et créatives telles que la recherche de nouveaux agents

antifongiques non découverts auparavant, la définition d'objectifs thérapeutiques spécifiques et le
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développement de traitements combinés sont des étapes essentielles dans la lutte contre les
infections fongiques (Carle et Pharm, 2003).

Ces efforts requierent une collaboration étroite entre les chercheurs, les médecins et I'industrie
pharmaceutique afin de traduire les découvertes scientifiques en solutions concretes pour les soins
cliniques des patients. Ainsi, la recherche d'un traitement efficace contre les infections fongiques
est devenue une priorité fondamentale au niveau de la santé publique et a I'ére des avancées
médicales. Cette méthode nécessite un engagement proactif, collaboratif et multidisciplinaire pour
relever les défis de cette menace et améliorer les résultats cliniques des patients atteints d'infections
fongiques pathogenes (Belghit et al., 2016).

Chaque année, plus de 1,5 million de personnes perdent la vie a cause d'infections fongiques
graves. Jusqu'a présent, le Cryptococcus, le Candida et I'Aspergillus sont les infections fongiques
les plus courantes, pouvant entrainer des maladies graves, voire, dans des cas rares, le déces.

Au cours des cing dernieres années, il a été observé une augmentation croissante des infections
fongiques superficielles chez I'homme. Plus de 300 millions de personnes de tous ages souffrent
de maladies fongiques graves, le facteur commun étant la présence de spores fongiques dans divers
environnements tels que I'air, le sol et I'eau, entrainant leur transmission entre les individus. Parmi
les facteurs influencant la capacité des champignons a causer des maladies, des dommages et une
propagation d'infections, on trouve les changements climatiques (Gnat et al., 2021). De plus,
I'émergence de souches résistantes aux médicaments telles que le Candida auris, combinée a une
disponibilité limitée d'agents antifongiques, peut entrainer des effets secondaires graves dans les
établissements de santé (Zhang et al., 2021).

L'augmentation de la résistance des champignons aux médicaments antifongiques représente
un défi de plus en plus important pour la profession médicale. Les médecins traitants sont de plus
en plus préoccupés par cette tendance, car ils traitent des patients a risque élevé d'infections
fongiques invasives. Les champignons peuvent développer une résistance aux agents
antifongiques actuellement disponibles en raison de mécanismes acquis aprés avoir été exposes a
ces médicaments. La résistance de certains types de champignons a certains agents antifongiques
est en augmentation, comme les azoles chez les isolats de Candida albicans et la résistance aux

azoles chez Aspergillus fumigatus (Wiederhold, 2017).
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Les champignons pathogenes, tels que Candida et Aspergillus, sont impliqués dans un grand
nombre d'infections graves, ces infections étant particulierement fréquentes chez les patients
immunodéprimés. Aujourd’hui, les thérapies antifongiques actuelles ont souvent des effets
indésirables toxiques, ainsi qu’une efficacité diminuée, cette combinaison de facteurs rend difficile
la régulation de ces maladies. Face a cette situation préoccupante, les chercheurs tentent d’explorer
de nouvelles méthodes pour lutter contre ces micro-organismes. Une équipe de scientifiques de
I’Université d’Oklahoma a récemment entrepris une étude visant a entraver la synthése des acides
gras contenus dans les champignons. Les acides gras sont des composants essentiels des
membranes cellulaires des champignons et sont essentiels a leur développement et a leur capacité
a prospérer. Grace a l'inhibition de la biosynthese des acides gras, il devient possible de
compromettre la viabilité des champignons tout en laissant les cellules humaines intactes,
minimisant ainsi le potentiel de toxicité (Marchetti et Calandra, 2003).

Cette approche innovante est non seulement trés prometteuse a des fins thérapeutiques, mais
offre également ’avantage distinct d’étre inoffensive pour les cellules humaines. En conséquence,
il présente une solution trés encourageante pour des interventions cliniques potentielles. Il est
impératif que des recherches plus approfondies soient menées dans ce domaine pour créer des
traitements efficaces capables de résoudre les difficultés posées par résistantes aux médicaments,
améliorant ainsi la santé publique mondiale (Du et al., 2023).

L’arsenal de médicaments antifongiques a la disposition des hopitaux se limite a quatre classes
de molécules : les polyenes qui ciblent la membrane cellulaire du champignon et les
échinocandines qui agissent sur sa paroi ; les azolés, qui inhibent la synthése de 1’ergostérol
(équivalent du cholestérol chez les cellules animales) et la flucytosine, qui interfere avec celle des
acides nucléiques. Leur efficacité clinique pour traiter les infections invasives est trés limitée.
L’utilisation massive de ces drogues, en lien avec I’augmentation des patients a risque, a favorisé
I’émergence de souches résistantes. De plus, la toxicité et le colt ¢élevé de ces traitements
entrainent un besoin urgent de développer de nouvelles solutions thérapeutiques (Petosa et al.,
2018).

Ces antifongiques sont fongicides (polyénes, échinocandines) ou fongistatiques (azolés).
L’amphotéricine B a été considérée longtemps comme le traitement de référence. Aucune nouvelle
molécule n’a d’ailleurs jamais démontré de supériorité par rapport a I’amphotéricine B. Par contre,

toutes les études retrouvent une toxicité rénale significativement supérieure (Mora-Duarte et al.,
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2002), et ce méme pour I’amphotéricine B liposomale (Kuse et al., 2007). La grande majorité des
¢tudes validant I’efficacité du fluconazole (Rex et al., 1994), de la caspofongine (Mora-Duarte
et al., 2002), de la micafungine (Kuse et al., 2007) et du voriconazole (Kullberg et al., 2005) sont
des études de non infériorité par rapport a un traitement de référence. Une seule étude montre une
supériorité de 1’anidulafongine par rapport au fluconazole (Reboli et al., 2007). Dans le sous-
groupe des patients avec une infection a candida albicans sensible aux deux bras de traitement, il
a ¢ét¢ montré que ’anidulafongine (fongicide) avait une efficacité supérieure au fluconazole
(fongistatique) sans qu’il ne soit retrouvé de différence sur la mortalité (Pappas et al., 2007).

Actuellement, les chercheurs travaillent dur pour trouver de nouvelles méthodes de traitement
qui abordent différents aspects de ces infections. La collaboration entre les sociétés
pharmaceutiques et les chercheurs dans la recherche de nouveaux agents antifongiques moins
agressifs et plus efficaces a commencé. De nombreuses institutions hospitaliéres préférent utiliser
les échinocandines pour traiter des infections fongiques graves, malgré le manque d'options
thérapeutiques par rapport aux antibiotiques. Cependant, des rapports récents font état d'une
préoccupation croissante, avec une augmentation de la résistance a ces traitements, les rendant
moins efficaces. Cela souligne la nécessité de trouver de nouveaux traitements pour résoudre ces
problemes (Idris khodja et al., 2023).

La grande majorité des antifongiques naturels est d'origine microbienne et pres de la moitié est
synthétisée par les actinobactéries, en particulier par les Streptomyces, le genre le plus répandu
dans I'environnement (Badiji et al., 2005).

Les actinobactéries sont également connues sous le nom d'actinomycétes, composé de deux
mots grecs "Actis" signifiant éclair et "Myces" signifiant champignon. Elles sont aussi Gram-
positives et possedent un taux élevé de « C + G » dans leur ADN, variant de 55% a 70%. Elles
sont classées comme un groupe intermeédiaire entre les bactéries et les champignons, mais
actuellement elles sont considérées comme des bactéries (Hazarika et Thakur, 2020).

Les actinobactéries se distinguent par leur diversité et leur large impact dans le monde vivant,
avec plus de 70% des antibiotiques de cette classe fabriqués, ce qui en fait un sujet passionnant
pour I'étude et la réflexion. Ces derniéres sont capables de produire un réseau de filaments non
segmentés et relativement fins. En plus, elles peuvent étre terrestres ou aquatiques (Ranjani et al.,
2016).
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Le phylum d’actinobactérie tel qu’il figure dans le Bergey’s manual (2012) renferme cing
classes : Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteriaet Thermoleophilia qui sont
subdivisées en 19 ordres, 50 familles et 221 genres (Goodfellow, 2012).

Selon le manuel de Bergey de 2012, I’étude morphologique des actinobactéries comprend les
caractéeres culturaux macro et micromorphologiques.

L’étude macromorphologique englobe les caractéres suivants : la production ou non d’un
mycélium aérien (MA) ; la présence ou non d’un mycélium de substrat (MS) ; la couleur du MA
et du MS ; la production ou non de pigments diffusibles.

L’étude micromorphologique englobe les caractéres suivants: la fragmentation ou non du MS;
la formation de spores exogénes sur le MA et/ou sur le MS, leur forme, leur taille et leur
agencement; la présence ou non de sporophores, la surface des spores; la présence ou non de
sporanges sur le MA ou sur le MS, la forme et la taille des sporanges, le nombre de spores par
sporange ainsi que la longueur des sporangiophores; la présence de spores mobiles ou non mobiles;
la formation d’endospores ou de structures spéciales telles que les synnemata, les sclérotes, les
faux sporanges, etc.

Auparavant, la plupart des substances étaient extraites d'animaux et de plantes, contrairement a
aujourd'hui ou elles peuvent étre fabriquées a partir d'organismes microscopiques, se connectant
ainsi aux produits des métabolites secondaires. Ces organismes microscopiques représentent le
socle idéal pour extraire la plupart des composés intégrés dans les applications pharmaceutiques
et technologiques. Plus de 200 000 produits naturels ont été extraits de métabolites secondaires
bactériens, démontrant leur importance (Thirumurugan et al., 2018).

Les sols désertiques sont connus pour leur complexité, abritant une diversité de vie et des
écosystémes uniques. Les actinobacteries sont parmi les organismes les plus simples qui
s'installent dans ces environnements hostiles, s'adaptant aux défis environnementaux difficiles
auxquels elles sont confrontées. L'importance de cette étude réside dans la mise en lumiére des
actinobactéries capables de survivre et de prospérer dans les environnements désertiques arides,
en particulier ceux qui se distinguent par leur activité fongique. La caractéristique clé des
actinobactéries est leur capacité a utiliser une nutrition hétérotrophe, reflétant ainsi la maniére dont

les organismes vivants interagissent avec leur environnement (Boudjelal, 2012).
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Les actinobactéries ont une formidable capacité a extraire des composés et des agents
anticancéreux, antiparasitaires et antifongiques. En particulier, le genre Streptomyces était le plus
actif, représentant 80 % des antibiotiques extraits (Rai et Bai, 2022).

Ce type de bactéries se trouve dans une variété de sources naturelles, avec des différences selon
le type de sol, qu'il soit agricole, sauvage, fertile ou aride. Les actinobactéries peuvent ainsi étre
classées en parasites en fonction de leur habitat, que ce soit acide, alcalin, salin, chaud, froid ou
méme sec. Ces souches se sont distinguées par leur grande capacité a produire des composes
secondaires tels que les antibiotiques, les antioxydants, les enzymes, ...etc. (Meklat et al., 2020).

Par exemple, on peut évoquer les métabolites secondaires actifs dérivés des écosystemes
Algériens : « 3-Methyl-2- butenoylpyrrothine, tigloylpyrrothine, n-Butyropyrrothine, iso-
butyropyrrothine, valerylpyrrothine, thiolutin » ayant une activité antibactérienne et antifongique
et sont extraits a partir de Saccharothrix sp. 233 isolée d’une palmeraie Saharien d’ Adrar (Zitouni
et al., 2004 ; Lamari et al., 2002); « valerylpyrrothine, isovalerylpyrrothine, formylpyrrothine,
crotonyl-pyrrothine, sorbyl-pyrrothine, 2-hexenyl-pyrrothine, 2-Methyl-3-pentenylpyrrothine,
benzoyl-pyrrothine, benzoyl-pyrrothine, dithiolopyrrolone » ayant une activité antibactérienne et
antifongique et sont extraits de Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137, une nouvelle espéce
qui a été isolée d’une palmeraie au sud Algérien (Merrouche et al., 2010, 2011 et 2019);
« angucyclinone R2 » ayant une activité antibactérienne, antifongique, anti tumorale et antivirale
et est extrait a partir de Streptosporangium sp. Sg3 isolée d’un sol de la région d’ Adrar (Boudjella
et al., 2006 et 2010) ; « saquayamycin A et C, vineomycin Al, chaetoglobosin A » ayant une
activité antibactérienne et antifongique et sont extraits a partir de Streptomyces spp. PAL114 isolée
d’un sol de Ben isguen de la région de Ghardaia (Aouiche et al., 2014 et 2015) ; « 2,4-Di-tert-
butylphenol » ayant une activité contre Candida albicans et autres champignons pathogenes et est
extrait a partir de Streptomyces mutabilis G61
Isolée d’un sol de Metlili de la région de Ghardaia (Belghit et al., 2016) ; « oligomycine A et E »
ayant une activité antibactérienne (Gram positif) et antifongique et sont extraits a partir de
Streptomyces sp. HG29 isolée d’un sol de Hoggar de la région de Tamanrasset (Khebizi et al.,
2018) ; « cyanogriside | et J; caerulomycin A et F; caerulomycinonitrile » ayant une activité
antibactérienne (Gram positif) et antifongique et sont extraits a partir de Saccharothrix
xinjiangensis ABH26 isolée d’un sol de la région d’Adrar (Lahoum et al., 2019).
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A partir de ce qui précede, les genres rares d'actinobactéries, tels que Saccharothrix,
Actinomadura, Streptosporangium et Micromonospora, ont mis en évidence une compétence
exceptionnelle a produire des antibiotiques et d'autres substances bioactives. Réguliérement,
surpassant méme les Streptomyces bien connus en termes d'efficacité et de diversité de
métabolites. Le désert algérien, étant apparemment antagonique, mais riche en ressources
microbiennes, est devenu une source eminente de découvertes dans ce domaine. Son sol est
composé d'une grande variété d'actinobactéries, dont plus de 20 espéces ont été identifiées jusqu'a
présent. Ces découvertes mettent en lumiére I'importance des environnements naturels difficiles et
hostiles en tant que sources potentielles de créativité. Ces environnements peuvent fournir des
formations biologiques uniques composées de matériaux naturels et chimiques qui peuvent avoir
de la valeur dans divers domaines tels que la médecine et la technologie. Cela ouvre de nouvelles
perspectives pour I'innovation et le développement et contribue a une meilleure compréhension de
I'adaptation biologique et a la protection de la biodiversité (Nouasri and Zitouni, 2023).

Les infections bactériennes et fongiques représentent un défi majeur pour la santé humaine et
I’environnement, exacerbées par les préoccupations croissantes concernant la sécurité¢ et
’efficacité des procédures traditionnelles, notamment face a I’émergence de la résistance aux
antibiotiques. Il devient donc évident qu’il est nécessaire d’adopter une nouvelle approche. Depuis
le début des années quatre-vingt-dix du 20¢ si¢cle, plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre afin
de mettre sur le marché de nouveaux antibiotiques (Hancock et Strohl, 2001 ; Donadio et al.,
2002). La recherche de molécules actives a partir du milieu naturel est I’une d’entre elles.

Notre étude repose sur cette derniere alternative et vise a isoler des actinobactéries aux activités
antifongiques a partir des sols sahariens. Le travail entrepris focalise sur l'isolement a partir de
deux échantillons de sol des zones distinctes situées dans la commune de Metlili, wilaya de
Ghardaia. Ces regions, connues pour leurs conditions climatiques extrémes, influencent
directement la diversité bactérienne. L'objectif est de découvrir des souches robustes et
potentiellement pathogénes avec une activité antifongique significative.

Nous avons évalué I'efficacité des souches isolées contre divers champignons pathogénes ou
néfastes.

Notre manuscrit est structuré en trois chapitres, suivant la méthodologie IMRAD. Dans la premiere
section, qui correspond a l'introduction, nous fournissons une vue d'ensemble des menaces posées

par les infections fongiques ainsi que lI'impact négatif des méthodes actuelles pour les combattre,
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en particulier a la lumiére du probléme croissant de la résistance aux antifongiques. La deuxieme
section, dédiée au matériel et aux méthodes, décrit en détail les techniques et les équipements de
laboratoire utilisés dans nos expériences. Ensuite, nous présentons nos résultats dans la troisieme
section et fournissons leur analyse, discussion et interprétation, avant de conclure notre manuscrit

avec une conclusion et des perspectives pour des études futures complémentaires.
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* Les expériences de notre recherche ont ¢t¢ mené au sein du laboratoire de Valorisation et
Conservation des Ecosystemes Arides (LVCEA) a la faculté des sciences de la nature et de la vie

et sciences de la terre, université de Ghardafia.

1. Origine des échantillons de sols

Les échantillons de sol utilisés ont été prélevés a partir de deux palmeraies situant dans la ville
de Metlili qui se trouve a 40 km au sud de la wilaya de Ghardaia. Les deux échantillons sont
rhizosphériques et sont prélevés a partir de deux zones : la premiére située dans nommeée ‘Souareg’
et la deuxiéme nommée ‘Sebkha’. Environ 100 g de sol pour chaque échantillon ont été prélevés
a l'aide d'une cuillere stérile a une distance de 1 métre des palmiers et a une profondeur de 20 cm,
apres avoir écarté les trois premiers centimétres de la couche superficielle du sol. Les échantillons
de sols sont déposes dans des sacs stériles et ramenés au laboratoire a température ambiante. 11
convient de noter que I'échantillon prélevé de la zone Souraeg avait une texture fine et une couleur

brun clair, tandis que celui de la zone Sebkha avait une texture lisse et une couleur brun foncé

tirant sur le gris (Fig. 1).

Figure 1 : Echantillons de sol

a: El : provenant du sol de Souareg , b :E2 : provenant du sol de Sebkha

2. Isolement des actinobactéries

2.1.- Préparation des échantillons

10
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Apres le transfert des échantillons au laboratoire, environ 10 grammes de chaque échantillon
de sol ont été pesés, placés dans du papier aluminium et chauffés dans un four Pasteur (RAYPA ®
FOUR DE SECHAGE COMMERCIAL) a 60 °C pendant 2 heures. Ensuite, 1 gramme de chaque
¢chantillon a été pesé et mélangé avec 0,1 gramme de carbonate de calcium (CaCO3) puis
I’ensemble est incubé a 30 °C pendant 7 jours (Tiwari et Gupta, 2013). Les deux traitements
thermique et chimique par CaCO3 ont pour objectif de réduire le nombre des contaminants (Fig.

2).

Figure 2. Pré-traitement des échantillons de sol

a : mise de I'échantillon dans de I'aluminium et au four Pasteur b : peser, ajout de carbonate de calcium,

retour au four Pasteur c : attente de deux heures d : échantillon prét pour le début de dilution.

11
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2.2.- Méthode de suspensions dilutions

Une série de dilutions décimales a été préparée pour chaque échantillon de sol. Pour la
préparation de la solution mere, 1 g de sol préalablement traité est mis dans un tube a essai
contenant 9 ml d'eau physiologique stérile puis mélangé pendant 5 minutes avec un vortex.
Ensuite, 1 ml de ce premier tube a été transféré dans un deuxiéme tube a essai contenant 9 ml d'eau
physiologique stérile et mélangé a nouveau avec le vortex (MX-S, MELANGEUR VORTEX DLA).

La méme méthode a été poursuivie pour obtenir la dilution 10 (Yasen et al., 2020) (Fig. 3).

Figure 3 : Méthode de suspensions dilutions, a : E1 ; b : E2

2.3. Milieux d’isolement et agents sélectifs

L’isolement des actinobactéries est effectué sur le milieu chitine-agar additionné ou non des
antibiotiques sélectifs (Bundale et al., 2018). La quantité préparée de ce milieu était en quantité
suffisante et répartie dans 4 flacons de 250 ml.

Les solutions d’antibiotiques sélectifs sont stérilisées par filtration sur membrane type millipore
(de 0,22 um de porosité) puis ajoutées aseptiquement au milieu d’isolement en surfusion. Il s’agit
de La pénicilline : 25 pg/ml — La rifampicine : 10 pg/ml — Le chloramphénicol : 25 pg/ml. Ces
antibiotiques permettent de diminuer I’effectif microbien et d’orienter la sélection vers des isolats
particuliers pouvant étre intéressants. Un antifongique cycloheximide (50ug/1) qui permet d’éviter
les contaminations par les champignons présents dans les sols, est stérilisé de la méme fagon puis
ajouté au milieu d’isolement. Un témoin sans antibiotique est également nécessaire. Le choix du
milieu Chitineux et les agents sélectifs avec leurs concentrations est base sur les résultats obtenus
des chercheurs de laboratoire de biologie des systéemes microbiens, Kouba-Alger (Boudjella,
1994 ; Sabaou et al., 1998) (Fig. 4).

12
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Figure 4 : Stérilisation par filtration et ajout des agents sélectifs au milieu d’isolement

a : Les antibiotiques , b: Rifampicine dissoute dans de I'eau distillée , c: Série de seringues avec des
filtres , d: Filtration de la rifampicine dans le milieu , e: Versement du milieu et laisser refroidir les
boites

2. 4. Inoculation et incubation

Des aliquotes de 0,1 ml (100ul) de chacune des dilutions sont ensemencées sur le milieu
d’isolement par étalement a I’aide d’un rateau en verre stérile (Fig. 5) a raison de deux répétitions
par dilution pour chacun des milieux utilisés.

Les boites ensemencées sont incubées & 30 °C (INCUBATEUR / FOUR MEMMERT UN 450) et
examinées réguliérement & 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 (Ait Assou et al.,
2023).

13
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Figure 5 : Ensemencement et incubation

A : Attente que le milieu séche complétement B : Ensemencement en surface avec le rateau

C : Placement dans l'incubateur.

1.5. Sélection, purification et conservation des isolats

Aprés 21 jours d'incubation, les colonies d’actinobactéries sont bien observées (Fig.6). En
se basant sur des criteres morphologiques les colonies d’actinobactéries sont sélectionnées
ensuite prélevées a I’aide d’une pointe fine et stérile, puis sont déposées et purifiées par stries
sur le milieu ISP2. La reprise de I’ensemencement des actinobactéries a été effectuée jusqu'a
I’obtention de souches pures exemptes de toute contamination. L’incubation est faite a 30°C
pour une durée de 10 a 15 jours. Les souches pures sont numérotées puis repiquées sur le méme
milieu coulé en pente dans des tubes a vis. Les souches sont ensuite conservées a 4°C dans une
chambre froide.

14
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Figure 6 : Colonies des actinobactéries aprés 21 jours d’incubation

2. Caractérisation morphologique des isolats
3.1. Caractéristiques culturales et morphologiques

L’étude des caractéristiques culturales des colonies a été effectuée apres 14 jours d’incubation
a 30°C, sur le milieu solide ISP2 (Annexe) préconisé par 1’International Streptomyces Projet ou
ISP (Shirling et Gottielb, 1966). Les couleurs des mycelia aérien et du substrat ainsi que celle des
pigments solubles sont définies avec une charte de couleurs (Color Name chart illustrated with
centroid color ISSCC-NBS).

3.2. Caractéristiques micro-morphologiques

Les isolats sont observés a I’aide dun microscope optique (Optika) a deux grossissements (x10
et x40) 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
¢galement la sporulation caractéristique des isolats sélectionnées ainsi que la fragmentation ou non

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

4. Screening de I’activité antifongique des actinobactéries sur milieu solide

4.1. Germes cibles
Les germes cibles utilisés pour la mise en évidence de 1’activité antifongique et leurs origines

sont consignés dans le tableau 1.
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Tableau 1. Origine des souches tests

Nom du champignon Origine

Candida albicans ATCC 10231 Laboratoire d’université de Tlemcen
Candida albicans Laboratoire Essalam, Bounoura - Ghardaia
Aspergillus niger Laboratoire Essalam, Bounoura - Ghardaia
Aspergillus fumigatus Laboratoire Essalam, Bounoura - Ghardaia

4.2.- Méthode de stries croisées

L’activité antimicrobienne des souches d’actinobactéries est évaluée par la méthode des stries
croisées sur le milieu ISP2. Cette méthode consiste a ensemencer la souche d’actinomycéte en un
seul trait a la surface du milieu solide et en bordure de la boite de Pétri (diamétre = 9 cm). Apres
incubation a 30°C pendant 10 jours, les souches-cibles sont ensemencées perpendiculairement a
I’actinobactérie (Fig. 7). La lecture des résultats se fait en mesurant la distance d’inhibition entre
les bordures de la souche-cible et de la souche d’actinobactérie, apres 24 h d’incubation pour les

levures et 36 a 48 h pour les champignons.

Figure 7 : Méthode des stries croisées sur milieu solide « ISP2 »

5.- La production des activités antifongiques des isolats sur milieu liquide

5.1.- Production d’antifongiques en fioles agitées

La production d’antifongiques a été effectuée pour les deux souches ayant montré une activité
antifongique plus remarquable B1 et S18. Les expériences ont ét€¢ menées sur le milieu de culture

: PISP2 (composition en annexe).

16



CHAPITRE I MATERIEL ET METHODES

5.2.- Préparation des précultures
Pour chaque souche, une préculture de 2 jours est préparée dans des tubes a essai contenant 3 ml
de culture (ISP2 ou Bennett). Chaque tube est ensemencé par un inoculum d’une culture poussant

sur milieu solide et agée de 10 jours. Les tubes sont mis sous agitation continue a 180 rpm.

Figure 8 : Préparation de précultures des souches d’actinobactéries B1 et S18
5.3.- Cinétique de production des antifongiques

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 7,0) sont ensemencés avec 3 mL de la pré-culture. Les cultures sont incubées a
30°C et agitées a 150 rpm dans un Shaker. Des prélévements 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 Aspergillus fumigatus. Dans cette méthode, du milieu ISP2 semi solide contenant 10
g/L d’agar est pré-ensemencé en surfusion avec le germe-cible avant d’étre coulé en boites de
Pétri. Apres solidification du milieu, des puits sont congus a I’aide d’un emporte-piece de 10 mm
de diamétre. 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 I’auréole d’inhibition formée autour du

puits apres 24 h (les levures) et 48 h (pour les champignons).
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Figure 9 : cinétique de production antifongique des souches B1 et S18 sur Milieu liquide

(Méthode des puits)

6.- Choix du solvant d’extraction des métabolites antifongiques de la souche S18
L’extraction des activités antifongiques a partir des filtrats de culture s’est faite avec des
solvants non miscibles a 1’eau et de polarité différente (I’hexane, le dichlorométhane, 1’acétate
d’éthyle et le n-butanol). Ainsi, 200 ml de filtrat du milieu ISP2 de la souche S18 sont divisés en
quatre lots de 50 ml. Le méme volume de chaque solvant leur a été ajouté dans une ampoule a
décanter. Les phases organiques ont été récupérées, puis déshydratées aprés passage a travers un
filtre contenant du sulfate de sodium anhydre. Elles ont été ensuite évaporées a 40°C a I’aide d’un
¢vaporateur rotatif Heidolph Hei-VAP (sous vide). Les résidus secs sont solubilisés dans du
méthanol, transvasés dans des piluliers, puis séchés et conservés a 4°C. Ils sont ensuite repris dans
200 pl de méthanol et leur activité a été testée par anti biographié sur disques de papier technique
(6 mm). Ces derniers sont imprégnés de 80 ul d’extraits organiques a tester et sont séchés jusqu’a

¢vaporation du solvant (méthanol) puis stérilisés sous UV a 254 nm pendant 45 min et déposés
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aseptiquement a la surface du milieu ISP2 semi solide pré-ensemencé par le germe cible (Candida
albicans ATCC 10231) (concentration ajustée : 0,5 McFarland) et coulé en boites de Pétri. Les
boites sont mises a 4°C durant 2 heures pour permettre la diffusion des substances actives tout en

inhibant momentanément la croissance du germe cible. Elles sont ensuite incubées a 30°C, pendant

24 heures. L’activité antifongique est appréciée par la mesure du diametre des zones d’inhibition

"\
| B

autour des disques.

oy

Figure 10 : Extraction des métabolites antifongiques
a: filtrats de culture b : Séparation du liquide de la biomasse ¢ : Ajout de solvent a phase liquide de la
souche S18 d : Séparation de la phase aqueuse et de la phase organique e : Séchage dans la rotavapeur de

la phase aqueuse

19



RESULTATS ET DISCUSSION




CHAPITRE 111

RESULTATS ET DISCUSSION

1.- Résultats :

1. 1.- Isolement d’actinobactéries

Le milieu « Chitine-agar » additionné ou non d'antibiotiques sélectifs, nous a permis de

récolter un grand nombre d’actinobactéries a partir des sols étudiés. Nous avons sélectionné 65

colonies en se basant sur des critéres macromorphologiques observés a 1’eeil nu et micro

morphologiques en utilisant le microscope optique. Ce nombre d’actinobactéries est subdivisé

comme suit : 32 provenant de 1’échantillon du sol de la zone ‘Souareg’ et 33 provenant de

I’échantillon du sol de ‘Sebkha’. Le tableau 2 montre I’origine des isolats selon I’échantillon de

sol, I’agent sélectif utilisé et la dilution. La figure 11 montre des colonies isolées sur milieu chitine

agar.

Tableau 02. Origine des isolats d’actinobactéries sélectionnés selon le sol, I’agent sélectif et la

dilution
Sol Milieu | Dilution Agents sélectifs

Chloramphénicol | Pénicilline Rifampicine Témoins | Total
Echantillo | Chitine- | 10 S9, S11, S10 S15, S16, S1, 82,83 12
S19, 820
n dela agar S17,
zone de 10 S4,S5,S6,S87,88 | S29, S30, S12 S13S14 | S21,822 | 14
Souareg S28 S31, S18
(S) 10° S27 S32, 833 S24 S25S26 | S23 7
Echantillo | Chitine- | 10! B13, B14, B17,B18, | B12,B23 |12
n de la agar B21, B22, B20 B15, B16 B19,
zone de 10 B27/ B28, B26 B30,B31 | B11, B24, B1, B2, 17
Sebkha B3, B4,
(B) B3, B6,
B7, BS,
B9, B10
107 B29 B32 B25 / 3
Total / / 17 16 15 17 65

Figure 11. Colonies d’actinobactéries isolées sur milieu Chitine (21¢jour)
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1.2.- Purification des actinobactéries

Les 65 isolats sélectionnés ont été 1’objet d’une purification sur le milieu ISP2 Shirling et
Gottlieb (1966) .
Chaque colonie a été repiqué sur ce milieu délicatement en utilisant une pointe fine. Apres 10 jours
d’incubation, nous avons constaté la croissance de 58 actinobactéries, alors que 3 isolats n’ont pas
poussé et 4 autres ont été contaminés par des bactéries et champignons indésirables. La figure 12

montre quelques isolats apres leur purification.

Figure 12 : Actinobactéries purifiée sur milieu ISP2
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1.3.- Caractérisation morphologique des isolat
1.3.1.- Etude macroscopique des colonies d*actinobactéries sur milieu 1ISP2
Cette étude a éte effectuée pour les 6 meilleures isolats qui ont présenté une bonne activité
antifongique, il s’agit des souches : B1, S18, B4, B7, S14, S12. Les couleurs des mécylia ont été
déterminées par une charte de couleurs (Color Name chart illustrated with centroid color ISSCC-
NBS). Les résultats sont consignés dans le tableau 3 ainsi que, la figure 13 qui montre 1’aspect des
actinobactéries sur milieu ISP2.

Tableau 3: Caractéristiques macroscopiques des souches d'actinobactéries

Souche Croissance sur Mycélium aérien Mycélium substrat Pigment diffusible
ISP2

B1 + Blanc Marron foncé -

B4 + Blanc Beige -

B7 ++ Blanc Beige -

S18 ++ Rose saumon Brun rougeétre Jaune

S14 +++ Rouge doré¢ Gris froid -

S12 ++ Gris Cacao -

Note : + (croissance faible) ; ++ (croissance moyenne) ; +++ (bonne croissance)

1.3.2.- Etude micromorphologique des isolats

Les souches d’actinobactéries sont observées sur le milieu ISP2 a I’aide d’un microscope
photonique aux grossissements (100 et 400). Ces observations sont faites directement sur les boites
de Pétri dans le but d’étudier le mycélium en place sans altérer sa structure.

Les principaux caracteres notés sont : ’emplacement des spores sur le mycélium aérien, leur
agencement (isolées, en chaines droites ou spiralées, etc.), et la fragmentation ou non du mycélium
du substrat. Les résultats ont montré que les souches S12, S14, B4 possédant des chaines de spore
sur le mycélium aérien de type S (chaines spiralées) et un mycélium de substrat non fragmenté.
L’isolat B1 montre des chaines de spore de type RF (chaines droites a flexueuses) et un mycélium
de substrat fragmenté. Il est a noter que les type des chaines de spores S et RF caractérisent le
genre Streptomyces, ce qui indique I’appartenance probable des souches précédentes au genre

Streptomyces. Par contre, les deux souches S18 et B7, ont montré des chaines de spores ayant un
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agencement différent, ce qui indique leur appartenance probable a des genres autres que

Streptomyces (Fig. 14)

Figure 13 : Macromorphologie des isolats sur milieu ISP2
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B7 sy B4

Figure 14 : Micromorphologie des isolats d’actinobactéries
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1.4.- Activités antifongique des isolats sur milieu solide (technique des stries croisées)

I1 faut rappeler que tous les 58 isolats ont été testés pour leur activité antifongique sur le milieu
ISP2 en utilisant la méthode des stries croisées. Les résultats montrent que parmi eux 16 isolats
ont présenté une activité antifongique contre au moins une des souches tests utilisée. Les résultats
sont illustrés dans la figure 15 et le tableau 4. L’ordre de classement des souches est selon 1’activité
antifongique décroissante.

Tableau 4 : Activité antifongique des souches d'actinobactéries (méthode des stries croisées)

Souche Candida albicans Candida.albicans Aspergillus niger  Aspergillus fumigatus

ATCC 10231
Bl 8 mm 12 mm 11 mm 18 mm
S18 10 mm 10 mm 12 mm 15 mm
B7 12 mm 8 mm 12 mm 12 mm
S12 10 mm 10 mm 12 mm 8 mm
B4 10 mm 8 mm 8 mm 13 mm
S14 0 mm 13 mm 16 mm 7 mm
S21 9 mm 12 mm 8 mm 7 mm
S24 10 mm 10 mm 13 mm 3mm
B12 10 mm 8 mm 4 mm 13 mm
S8 6 mm 7 mm 9 mm 10 mm
S9 0 mm 0 mm 5 mm 4 mm
S25 Nd 0 mm 8 mm 10 mm
S26 2 mm 2 mm 3 mm 4 mm
B11 5mm 0 mm 4 mm 8 mm
B19 0 mm 0 mm 9 mm 0 mm
S25 Nd 0 mm 8 mm 10 mm

Note :

La dimension indiquée dans le tableau fait référence a la zone d'inhibition d'activité antifongique des actinobactéries
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Figure 15 : Activité antifongique par la méthode des stries croisées

1.5.- Cinétique de production d’activité antifongique sur milieu liquide :

La cinétique de production des métabolites antifongiques a été suivies pendant 5 jours en culture
batch sur milieu ISP2 pour les 2 isolats B1 et S18 présentant les meilleures activités antifongiques
sur milieu solide. Les souches tests utilisés sont Candida albicans ATCC 10231 et Aspergillus
fumigatus. Les résultats ont montré que la production des métabolites actifs débute des le premier
jour d’incubation et aboutit sa maximale au 4¢ jour et au 3¢ jour d’incubation pour les deux isolats

S18 et B1 successivement. Ensuite, elle diminue chez les deux (Les figures 16, 17 et 18)
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35 4
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Figure == @= Candida albicans ATCC 10231 ==@=—Aspergillus fumigatus 16 :
Cinétique de
production d’antifongiques de la souche S18 en milieu

ISP2

Diameétre d'inhibition

O T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Temps (jours)

Figure 17 :
==@= Candida albicans ATCC 10231 =@=— Aspergillus fumigatus

Cinétique de production d’antifongiques de la souche B1 en milieu

ISP2
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4j CAATCC

5jca

3j Ca ATCC

3j AT

Figure 18 : Activité antifongique produite sur milieu liquide ISP2 des souches S18 et B1
(Méthode des puits)

1.6.- Choix du solvant d’extraction des métabolites antifongiques de la souche S18

Afin de choisir le meilleur solvant extractant les métabolites antifongiques de la souche S18,
Quatre solvants de polarité différente ont été utilisés. Il s’agit des solvants (Hexane,
Dichlorométhane, Acétate d’éthyle et Butanol). La souche test utilisé est Candida albicans ATCC
10231. Les résultats ont montré que le meilleur solvant est le dichlorométhane avec un diamétre

d’inhibition de 21 mm (Fig. 19 et 20).
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Figure 19 : Activités antifongique des extraits organiques de la souche S18

Figure 20 : Test d’antibiogramme des extraits organiques de la souche S1
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2.- Discussion :

Dans ce travail, notre recherche a porté sur I’isolement a partir des sols sahariens d’actinobactéries
ayant une activité antifongique Deux échantillons de sol rhizosphériques ont été prélevés de deux
palmeraies de Metlili pour I’isolement. Le choix des sols rhizosphériques est basé sur des travaux
de recherche antérieur qui ont rapporté que les sols des palmeraies sont plus riches que les autres
sols prélevés de regs, d’alluvions, de gisements et des plaines arides. Ainsi, selon Sabaou et al.,
(1980; 1992), la densité des actinomycetes dans les sols de surface des palmeraies oscille entre
5x105 et 5x106 ufc/gss (unités formant colonies par gramme de sol sec) par contre, celle des autres
sols sahariens, varie entre 102 et 105 ufc/gss. Ceci est confirmé par Lee et Hwang. (2002), qui ont
affirmé que le nombre d'actinobactéries est fortement et positivement corrélé avec le taux de
maticres organiques présentes dans le sol. En plus, nous avons choisi le milieu chitine-agar pour
I’isolement. Celui-ci est le plus préconisé pour I’isolement des actinobactéries d’apres Hayakawa
et Nonomura. (1987). Au début, nous avons procédé un prétraitement des deux échantillons par
la chaleur et I’ajout du carbonate de calcium afin de réduire la contamination. De plus, le
traitement chimique au carbonate de calcium améliore l'isolement des actinobactéries
(Matsukawa et al., 2007 ; Hong et al., 2009). Afin de consolider I’effet des prétraitements
précédents, nous avons additionné au milieu d’isolement quelques agents sélectifs a savoir : la
pénicilline, le chloramphénicol et la rifampicine. L’ajout de ces antibiotiques a un rdle sélectif et
permet de mettre en évidence des genres peu fréquemment ou rarement isolés de par le monde,
tels que : Actinomadura, Amycolatopsis, Nocardia, Nocardiopsis, Saccharomonospora,

Saccharopolyspora, Streptosporangium et Thermoactinomyces (Boudjella, 1994).

Apres I’isolement effectué, un grand nombre de colonies actinobactériennes a été obtenu et nous
avons sélectionné sur la base des critéres morphologiques 65 isolats. L’examen de ces isolats sous
microscope optique nous a indiqué la dominance du genre Streptomyces par rapport aux autres
genres rares. Il faut rappeler que le genre Streptomyces constitue 80 a 95% des Actinomycetales
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 sur
milieu ISP2 solide et par le test des puits sur ce méme milieu liquide. Sachant que nos souches
tests poussent trés bien sur ce milieu nous 1’avons préféré au milieu de Sabouraud (a base d’extrait

de malt et de peptone) habituellement utilisé pour la croissance des champignons. Les résultats
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obtenus ont montré que 16 isolats (sur 58) ont une activité antifongique (soit 27 %). Ce
pourcentage pourrait apparaitre comme relativement compatible par rapport a ceux rapportés par
certains auteurs qui ont travaillé dans ce contexte. Nous pouvons citer les travaux de Alimuddin
et al., (2011) qui ont trouvé 13 Isolat actifs sur 43 (soit 32 %) et Belyagoubi (2014) qui a trouvé
10 isolats actifs sur 38 (soit 26 %)

D’apres nos résultats, les souches B1 et S18 ont montré des propriétés antagonistes que ce soit sur
milieu solide ou liquide beaucoup plus importantes que les autres souches sélectionnées. Nous
rappelons que 1’activit¢ mesurée est globale ; elle peut résulter soit d’un grand nombre de
molécules produites simultanément ou d’une molécule trés puissante. Selon Larpent et Sanglier
(1989), les actinobactéries peuvent synthétiser plusieurs antifongiques appartenant a différentes
familles chimiques, chacune agissant sur un groupe de microorganismes donné. De plus, il est
important de rappeler aussi, que les antifongiques sont des métabolites secondaires, leur
production dépend a la fois du microorganisme producteur (possession d’enzymes de biosynthéese),
de la composition du milieu de culture et des conditions de culture (Badji, 2006). Selon Martin
et Demain (1980), les composés des milieux de culture ont une grande influence sur la production
d’antifongiques. Des sources nutritionnelles de carbone, d’azote et de phosphate affectent
fortement cette production. Parfois, c’est I’épuisement de ces sources nutritionnelles qui pourrait

déclencher I’initiation de la synthese d’antifongiques.

Les résultats ont montré que le meilleur solvant d’extraction pour les métabolites antifongiques
de la souche S18 est le dichlorométhane. Selon Buch (2001), les antibiotiques, en raison de leurs
caractéristiques physico-chimiques, peuvent é&tre extractibles par un solvant tout en étant
insolubles dans un autre de polarité différente. En effet, les solvants polaires dissolvent les
composés ioniques et hydrophiles par contre, les solvants apolaires tels que le benzene et le
dichlorométhane dissolvent les composés hydrophobes (Chastrette et Carretto, 1985). Des
solvants de polarité intermédiaire tels que le diméthylformamide (DMF), le diméthylacétamide
(DMA), le propyléne-glycol ou le butanol sont utilisés pour I’extraction de molécules

moyennement polaires comme la nystatine et I’amphotéricine B (Leclef ef al., 1996).
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A la fin de cette é¢tude nous pouvons dire que notre travail effectué était intéressant, car nous avons
pu isoler plusieurs souches d’actinobactéries possédant une activité antifongique contre des
souches tests fongiques pathogéne pour I’ Homme, 1’animal ou les plantes. Ainsi, 65 isolats ont été
sélectionnés et apres le repiquage 58 isolats ont pu croitre. Leur examen microscopique a montré
la prédominance du genre Streptomyces. Leur test d’activité antifongique par la méthode de stries
croisées a révélé 16 isolats ayant une activité au moins contre une souche test utilisée. Cependant
il y a 6 isolats ayant les diameétres d’inhibition les plus élevés contre les germes cibles. Il s’agit des
isolats : B1, B4, B7, S18, S14 et S12. Parmi ces derniers, les 2 isolats B1 et S18 possédent les
plus fortes activités. Le suivi de la production des métabolites antifongiques pour ces deux isolats
a montré une activité maximale au 4 jours d’incubation pour la souche S18 (22mm contre Candida
albicans et 31mm contre Aspergillus fumigatus) et au 3 jours d’incubation pour la souche Bl
(20mm contre Candida albicans et 21mm contre Aspergillus fumigatus).

Le solvant choisi pour extraire les métabolites antifongiques de la souche S18 et le
dichlorométhane. En effet ce dernier, et parmi les 4 solvants testés, a donné le diameétre d’inhibition

le plus ¢€levé contre Candida albicans 21mm.

Pour accomplir ce travail au futur et bénéficier de cette étude, il est important de faire ce qui

suit :

- Réaliser une étude phylogénétique pour les 6 isolats actifs

- Extraire les métabolites antifongiques actifs au moins pour les deux isolats S18 et Bl

- Procéder la semi purification et la purification de ces métabolites

- A la fin caractériser les structures chimiques par analyses spectroscopiques sont
indispensables notamment I’infrarouge, la spectrométrie de masse et les résonnances

magnétiques nucléaires au proton et au C13.
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Annexes

La composition des milieux de culture

Milieu ISP 2 Solide

Format de milieux  Extrait de levure 4 g/l, extrait de malt
10 g/1, Glucose 4 g/1, gélose 20 g/1 /20g de Agar / 1000 ml
d'eau distillée

Milieu ISP2 semi-solide

Format de milieux: Extrait de levure 4 g/1, extrait de malt 10
g/1, Glucose 4 g/1, gélose 20 g/1 12 g d'agar / 1000 ml d'eau distillée

Milieu ISP2 liquide

Format de milieux : Extrait de levure 4 g/1, extrait de malt 10
g/1, Glucose 4 g/1, /1000 ml d'eau distillée

Milieu "Chitine Vitamines"

Chitine : 2 g/ K2HPOa4 : 0,35 g/ KH2PO4 : 0,15
g/MgS04-7H20 : 0,2 g/NaCl : 0,3 g/CaCOs : 0,02
g/FeS04-H20 : 10 mg/ZnS04-7H20 : 1 mg/MnCl2 : 1
mg/Agar : 18 g/Eau distillée q.s.p. : 1000 ml/pH : 7,2

Potato Dextrose Agar (PDA)

Extrait de pomme de terre : 200 g/1 /Dextrose : 20 g/1
/Agar : 15 g/1/Eau distillée : q.s.p. 1000 ml.
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ANNEXES

Calcule d’antibiotique

Pénicilline

25mg/ml
lg 1000000ug
0.000025¢ —— 25ug

Chloramphénicol

25mg/ml
1g 1000000ug
0.000025g ——» 25ug

Rifampicine
10mg/ml
lg 1000000ug
0.00001g 10ug
Cycloheximide
50mg/ml
lg 1000000ug
0.00005g ———> 50ug

Les Produits Utilisé dans la composition de Milieu

VWRE 5
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Recherche dans des sols sahariens d'actinobactéries possédant des activités antifongiques

Résumé : Cette étude porte sur I'isolement des actinobactéries du désert du Grand Sahara, caractérisé par l'abondance et la
diversité des genres bactériens présents. L'objectif de cette recherche était d'isoler des actinobactéries possédant une activité
antifongique a partir du sol désertique. Des échantillons de sol ont été collectés dans deux zones différentes prés de I'oasis de
Metlili (Souareg, Sebkha). Ces bactéries ont été isolées sur milieu de culture Chitine agar. Suivie de la sélection de 65 isolats
parmi lesquels 58 ont montré une croissance satisfaisante. L'examen microscopique a révélé la prédominance du genre
Streptomyces, tandis que les tests d'activité antagoniste ont identifié 16 isolats possédant une activité antifongique, parmi
lesquels six isolats : B1, B4, B7, S12, S18, S14. Une étude de la cinétique de production des métabolites antifongiques dans le
milieu liquide (ISP2) a montré une activité maximale le quatriéme jour d'incubation pour la souche S18 (31 mm contre
Aspergillus fumigatus et 22 mm contre Candida albicans). De méme, la souche B1 a montré une production maximale le
troisieme jour d'incubation (20 mm contre Candida albicans et 21 mm contre Aspergillus fumigatus). Le solvant le plus efficace
pour l'extraction des métabolites actifs produits par la souche S18 dans le milieu liquide ISP2 était le dichlorométhane, avec un
diametre d'inhibition de 21 mm contre Candida albicans ATCC 10231.

Mots clés : Sol saharien, actinobactéries, activité antifongique, Streptomyces.

Research in Saharan soils for actinobacteria possessing antifungal activities

Abstract:

This study focuses on isolating actinobacteria from the Grand Sahara Desert, characterized by the abundance and diversity of
bacterial genera. The aim of this research was to isolate actinobacteria exhibiting antifungal activity from desert soil. Soil
samples were collected from two different areas near the Metlili oasis (Souareg, Sebkha). These bacteria were isolated on
Chitine agar medium, followed by the selection of 65 isolates, out of which 58 showed satisfactory growth. Microscopic
examination revealed the predominance of the Streptomyces genus, while antagonism activity tests identified 16 isolates with
antifungal activity, including six isolates: B1, B4, B7, S12, S18, S14. A study of the kinetics of antifungal metabolite production
in liquid medium (ISP2) showed maximum activity on the fourth day of incubation for strain S18 (31 mm against Aspergillus
fumigatus and 22 mm against Candida albicans). Similarly, strain B1 exhibited maximum production on the third day of
incubation (20 mm against Candida albicans and 21 mm against Aspergillus fumigatus). The most effective solvent for
extracting active metabolites produced by strain S18 in ISP2 liquid medium was dichloromethane, with an inhibition diameter
of 21 mm against Candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Saharan soil, actinobacteria, antifungal activity, Streptomyces.
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