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Résumé

L’objectif de cette étude est d’extraire les composés actifs produits par la souche
d’Actinomycetota S18 présentant une activité inhibitrice contre la levure pathogene Candida
albicans, et d’évaluer la stabilité de ces composés vis-a-vis de différents facteurs physico-
chimiques. L’étude morphologique, notamment micromorphologique, a suggéré que cette
souche pourrait appartenir au genre Streptomyces. La cinétique de production des métabolites
actifs, évaluée par la méthode des puits sur milieux liquides ISP2 et Bennett, a montré que le 7¢
jour d’incubation correspond a la production maximale de l’activité antifongique contre
Candida albicans (C. albicans S1) ainsi que contre la souche de référence Candida albicans
ATCC 10231. L’extraction de ces métabolites a ’aide de solvants de polarité différente
(dichlorométhane et butanol) a révélé que le butanol est le seul solvant qui a extrait ces
métabolites, avec des zones d’inhibition mesurant respectivement 15 mm contre C. albicans S1
et 14 mm contre C. albicans ATCC 10231. L’étude de la stabilité des composés actifs a montré
qu’ils sont stables aux valeurs de pH 5 et 9, a une température de 50 °C ainsi qu’a la lumicre.
Cependant avec des valeurs inferieures par rapport au témoin. La semi-purification de I’extrait
butanolique a été réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant deux
systémes de solvants. Le premier, AM (acétate d’éthyle : méthanol a 100:15, v/v), a permis de
détecter une seule tache active par bio-autographie contre C. albicans S1 avec un Rf de 0,41,
visualisée auparavant sous UV a 365 nm par une fluorescence verte. Le second systeme, BAE
(butanol, acide acétique : eau a 4:3:3, v/v/v), a également révélé une seule tache active contre

C. albicans S1 avec un Rf de 0,55, localisée sous UV a 365 nm avec une fluorescence jaune.

Mots clés : Candida albicans, Actinomycetota S18, Streptomyces, métabolites antifongiques,

extraction, CCM, bio-autographie, Stabilité



Abstract

The objective of this study is to extract the active compounds produced by the Actinomycetota
S18 strain, which exhibits inhibitory activity against the pathogenic yeast Candida albicans,
and to evaluate the stability of these compounds under various physicochemical conditions.
Morphological, particularly micromorphological, analysis suggested that this strain may belong
to the genus Streptomyces. The kinetics of active metabolite production, evaluated using the
well diffusion method on ISP2 and Bennett liquid media, indicated that the seventh day of
incubation corresponds to the maximum antifungal activity against Candida albicans (C.
albicans S1) as well as the reference strain Candida albicans ATCC 10231. Extraction of these
metabolites using solvents of different polarities (dichloromethane and butanol) revealed that
butanol was the only solvent capable of extracting these compounds, with inhibition zones
measuring 15 mm against C. albicans S1 and 14 mm against C. albicans ATCC 10231.

The stability study of the active compounds showed that they remained stable at pH 5 and 9, at
a temperature of 50°C, and under light exposure, although with reduced activity compared to
the control. Semi-purification of the butanolic extract was performed using thin-layer
chromatography (TLC) with two solvent systems. The first system, AM (ethyl acetate:
methanol at 100:15, v/v), allowed the detection of a single active spot by bioautography against
C. albicans S1 with an Rf of 0.41, previously visualized under UV light at 365 nm as a green
fluorescence. The second system, BAE (butanol, acetic acid: water at 4:3:3, v/v/v), also
revealed a single active spot against CaS1 with an Rf of 0.55, visualized under UV light at 365

nm as a yellow fluorescence.

Keywords: Candida albicans, Actinomycetota S18, Streptomyces, antifungal metabolites,
extraction, TLC, bioautography, stability.
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INTRODUCTION

Depuis des millénaires, les humains exploitent les microorganismes (bactéries, levures et
moisissures) pour fabriquer des produits tels que le pain, la biére, le fromage, et bien d'autres.
Ces microorganismes, présents partout dans notre environnement (sol, air et eau) et dans
certains des aliments que nous consommons, occupent un réle croissant dans nos vies et sont a
la base de I'essor de la biotechnologie (Smaoui, 2010). Parmi les micro-organismes, les
Actinomycetota.

En 2021, Oren et Garrity ont proposé de renommer formellement le phylum Actinobacteria
en Actinomycetota, afin de se conformer a la norme internationale qui recommande le suffixe
«-ota » pour les noms de phyla selon le Code International de Nomenclature des Procaryotes
(ICNP). Ce changement s'inscrit dans un effort plus large visant & harmoniser la taxonomie
bactérienne avec les conventions de dénomination actualisées. Les Actinomycetota sont
reconnus pour leur capacité a produire des composes bioactifs d'une grande valeur commerciale
et font l'objet d'études continues en vue de la découverte de nouvelles substances bioactives
(Hasnaa et al., 2018).

D’un point de vue étymologique, le terme "Actinomycetota" vient du genre type
Actinomyces, auquel s'ajoute le suffixe "-ota" pour désigner un phylum. "Actinomyces" lui-
méme est formé de deux mots grecs: «aktis », signifiant « rayon », et « mykes », signifiant
« champignon », d'ou I'expression « champignons rayonnants » Sur le plan taxonomique, les
Actinomycetota sont traditionnellement considérés comme un groupe intermédiaire entre les
bactéries et les champignons (Rammali, 2022).

Actinomycetota constituent un groupe de bactéries classées dans I'ordre des

Actinomycetales, formant un groupe taxonomique distinct au sein du domaine bactérien .Bien
qu'ils présentent des caractéristiques morphologiques communes avec les champignons, ils se
distinguent par leurs propriétés spécifiques (Zamir et al., 2023).
Il Englobe 6 classes, 22 ordres, 54 familles, 250 genres et environ 3000 espéces (Hazarika et
Thakur, 2020). Leur génome se distingue par une proportion élevée de bases guanine et
cytosine, dépassant généralement les 55 % (panedy et al., 2018). Ce sont des Bactéries
filamenteuses, aérobies et Gram-positives, capables de former des spores, et largement réparties
dans les écosystémes naturels (Ullah et al., 2022). Beaucoup plus abondants dans le sol que
dans les autres environnements écologiques, tels que les eaux douces ou salées, ou encore 1’air.
Cette abondance est particulierement marquee dans les sols alcalins et ceux riches en matiere
organique (Rammali, 2022). La densité et la diversité des Actinomycetota varient en fonction
de leur environnement et des conditions climatiques qui les affectent (Hazarika et Thakur,
2020).



INTRODUCTION

L’exploration des écosystémes soumis & des conditions environnementales extrémes
constitue une approche prometteuse pour la découverte de nouveaux producteurs de composes
bioactifs. Ainsi, les recherches récentes se concentrent principalement sur le criblage et
I'isolement des actinomycétes issus d'habitats encore inexploités (Harir et al., 2017).

Le désert du Sahara, I'un des écosystemes les plus extrémes de la planete, représente une
source encore inexplorée de micro-organismes tels que les bactéries filamenteuses (Boudjelal
et al., 2023). Plus particulierement, les sols du Sahara algérien constituent des écosystemes
uniques. Leur étude approfondie a révélé une biodiversité exceptionnelle, notamment en ce qui
concerne les Actinomecetota rares (Boudjella et al., 2014).

Les Actinomycetota représentent 1’un des groupes dominants au sein de la microflore
tellurique. Elles possédent la capacité de dégrader des résidus organiques particulierement
résistants, tels que les composés lignocellulosiques et la chitine, jouant ainsi un réle essentiel
dans I’amélioration de la fertilité des sols. En outre, grace a leurs propriétés antagonistes vis-a-
vis de nombreux agents phytopathogenes, les Actinomycetota sont largement exploitées dans
les stratégies de lutte biologique pour la protection des cultures contre les maladies d’origine
fongique et bactérienne (Bouali et al., 2017).

Les Actinomycetota se distinguent comme les plus grands producteurs d'antibiotiques du
monde vivant, a l’origine de plus des deux tiers des antibiotiques connus, tels que
I’actinomycine, la streptomycine ou la néomycine. Outre ces composés, ils synthétisent une
vaste gamme d’enzymes industrielles utilisées en agroalimentaire, médecine, vétérinaire et
chimie (glucose isomérase, cholestérol oxydase, protéases, etc.). lls générent également des
molécules a potentiel thérapeutique élevé : antiviraux, neuroprotecteurs, antihistaminiques,
ainsi que de puissants inhibiteurs enzymatiques. Environ 20 % de leurs antibiotiques présentent
une activité antifongique, tandis que les autres démontrent des propriétés variées
antibactériennes, antivirales, antitumorales, insecticides ou anthelminthiques (Benatti, 2020).

Selon le manuel de Bergey (2012), I’étude morphologique des Actinomycetota inclut des
caracteres  culturaux  macromorphologiques et  micromorphologiques. L’analyse
macromorphologique porte sur la présence ou non d’un mycélium aérien (MA) et de mycélium
de substrat (MS), leur couleur, ainsi que la production de pigments diffusibles. L’étude
micromorphologique examine la fragmentation du MS, la formation de spores exogénes sur le
MA et/ou le MS (en termes de forme, taille, agencement), la présence de sporophores, ainsi que
la surface des spores. Elle analyse également la présence de sporanges sur le MA ou MS, leur

forme, taille, nombre de spores et longueur des sporangiophores, la mobilité des spores.
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La classification chimiotaxonomique repose sur ’analyse des composants chimiques
cellulaires tels que les acides aminés, les lipides, les quinones, les sucres et les phospholipides
pour regrouper les actinomycetes selon leurs similitudes biochimiques. La structure du
peptidoglycane, notamment la présence d’isomeres de I’acide diaminopimélique (DAP), permet
de différencier les genres. Les profils d’acides gras, de ménaquinones et de phospholipides sont
¢galement utiles pour I’identification. La composition en sucres de la paroi cellulaire permet de
classer les actinomycetes en groupes distincts (Barka et al., 2016).

Environ 70 % des antibiotiques connus sont produits par des actinomycetes filamenteux,
notamment par des membres du genre Streptomyces (Donald et al., 2022).

Le genre Streptomyces regroupe des bactéries filamenteuses a Gram positif, strictement
aérobies, largement présentes dans les sols. Elles présentent un cycle de vie complexe pour des
procaryotes, alternant entre une forme sporulée résistante et un mycélium végétatif actif dans
la colonisation. L’intérét majeur pour ces bactéries réside dans leur métabolisme secondaire
particulierement riche, source de nombreuses molécules bioactives. Historiquement, cet intérét
s’est d’abord manifesté durant 1’dge d’or des antibiotiques, ou de nombreuses substances encore
utilisées aujourd’hui furent isolées a partir de Streptomyces. Plus récemment, le séquencage de
leurs génomes a révélé un potentiel métabolique bien plus vaste que prévu, ouvrant la voie a la
découverte de nouveaux composés d’intérét pharmaceutique et biotechnologie (Hass, 2015).

Le genre Streptomyces est le plus grand et se trouve principalement dans les environnements
terrestres. On estime que 90 % des Actinomycetota extraites du sol appartiennent a ce genre,
comprenant des espéces telles que Streptomyces kanamyceticus, Streptomyces fradiae,
Streptomyces griseus, Streptomyces antibioticus, Streptomyces venezuelae, Streptomyces
ambofaciens, Streptomyces lincolnensis, Streptomyces roseosporus, et Actinoplanin
teichomyceticus, qui sont connues pour produire des antibiotiques importants (Ullah et al.,
2022). Les espéces de Streptomyces présentent une réaction Gram positive. Leur ADN présente
une valeur GC de 69 a 78 %. Le genre Streptomyces comprend actuellement 1336 espéces et
78 sous espéces (Euzeby, 2025).

Méme si les micro-organismes présentent de nombreux avantages, certains d'entre eux
représentent des menaces importantes pour I'humanité, notamment les bactéries, les levures
unicellulaires et les champignons filamenteux pathogenes pour I'homme. Actuellement, un defi
majeur auquel nous sommes confrontés est l'augmentation de la résistance de ces micro-
organismes pathogenes aux antibiotiques et antifongiques conventionnelles (Smaoui, 2010).

Bien que les infections fongiques soient relativement rares chez les individus sains et

immunocompétents, tant chez I'homme que chez Il'animal, par rapport aux infections
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bactériennes et virales, les propagules fongiques sont omniprésentes dans I'environnement,
rendant tout contact inévitable. Toutefois, malgré leur faible prévalence, une augmentation des
maladies fongiques récalcitrantes et récurrentes, causées par des pathogenes véritables et
opportunistes, a été observée a I'échelle mondiale au cours des dernieres décennies, tant chez
les humains que chez les animaux (Gnat et al,. 2021).

Ces derniéres annees, la mycologie médicale a pris une importance croissante en raison de
I’émergence de nouvelles especes fongiques pathogeénes, notamment les levures et les
moisissures. L'ensemble de la situation concernant I'épidémiologie des infections fongiques a
subi un changement de paradigme. Auparavant, les isolats fongiques, considérés principalement
comme non pathogeénes et des contaminants de laboratoire, ont désormais prouvé qu'ils étaient
de véritables pathogénes et des agents étiologiques de diverses infections fongiques émergentes
et opportunistes (Mohanty et al., 2021).

Ces infections fongiques, responsables de plus de 90 % des déces signalés, sont principalement
causées par des espéeces des genres Cryptococcus, Candida et Aspergillus (Cowen et al., 2015).
Candida albicans est une levure commensale du tube digestif humain, mais aussi un
pathogene opportuniste capable de provoquer des infections dont la sévérité dépend de 1’état
immunitaire de 1’hote. Elle est responsable d’infections sévéres des muqueuses ainsi que de
candidoses invasives potentiellement mortelles chez les patients immunodéprimés, avec un taux
de mortalité pouvant atteindre 50 %. Lors de son interaction avec 1’hote, C. albicans doit faire
face a divers stress environnementaux et immunitaires, nécessitant une grande capacité
d’adaptation. Elle est majoritairement diploide, bien que des formes haploides, tétraploides et
aneuploides aient été observées in vitro et in vivo (Sitterlé¢, 2018). Sa classification
taxonomique de Candida albicans est la suivante (Mir et al., 2022):
Regne : Fungi (Champignons)
Division : Ascomycota
Classe : Saccharomycetes
Ordre : Saccharomycetales
Famille : Saccharomycetaceae
Genre : Candida
Espéece : Candida albicans

Les candidoses, causees par des levures du genre Candida, sont les infections opportunistes
les plus courantes. Elles représentent aujourd'hui plus de 80 % des infections fongiques a
levures. Parmi celles-ci, I'infection par Candida albicans, une levure commensale du tractus

digestif humain, est la plus fréequente, représentant plus de 60 % des levures isolées chez
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I'nomme. En conséquence, Candida albicans est responsable d'infections qui, en raison de leur
fréquence et de leur gravité, se classent parmi les infections fongiques les plus courantes et les
plus sérieuses (Lagane, 2007).

Sur le plan clinique, Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes
et sont trés variées. Les endroits les plus fréqguemment atteints sont les surfaces épidermiques
humides (plis), les ongles, les muqueuses du tractus digestif (cavité buccale, pharynx,
cesophage, intestins), les muqueuses du systéme urinaire et les muqueuses vaginales.
(Monniot, 2012). Cependant l'infection invasive causée par les espéces de Candida est
principalement liée aux avancées medicales et est largement considérée comme une cause
majeure de morbidité et de mortalité dans les milieux hospitaliers (Pappas et al., 2016). La
candidose systémique est la manifestation la plus grave de l'infection a Candida. Elle peut
résulter d'une contamination exogéne, comme les perfusions ou les interventions chirurgicales,
ou étre la conséquence du passage dans le sang et les organes profonds de levures ayant colonisé
les sites digestifs ou génito-urinaires. Cette forme de candidose correspond a la septicémie a
Candida (candidémie) ou a un foyer candidosique profond, provoquant des Iésions viscérales
(Tamo, 2020).

En ce moment, les chercheurs s’investissent activement dans le développement de nouvelles
approches thérapeutiques ciblant différents aspects des infections fongiques. Une collaboration
croissante entre les sociétés pharmaceutiques et les chercheurs vise a découvrir de nouveaux
agents antifongiques, a la fois plus efficaces et moins agressifs. Dans de nombreux
établissements hospitaliers, les échinocandines sont privilégiées pour le traitement des
infections fongiques séveéres, malgré un arsenal thérapeutique limité comparé a celui des
antibiotiques. Toutefois, des rapports récents signalent une inquiétude grandissante face a
I’émergence de résistances a ces traitements, compromettant leur efficacité. Cette situation met
en ¢évidence I'urgence de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour faire face a
ces défis (Khodja et al., 2023).

Actuellement, les antifongiques utilisés en thérapie ne répondent pas aux critéres de
I'antibiotique idéal tels que definis par (Aouiche et al., 2012) en effet, ils présentent une toxicité
qui n’est pas toujours spécifique au champignon pathogene, une diffusion parfois limitée dans
I’organisme, des risques d’apparition de souches résistantes, ainsi que des effets secondaires
indésirables. Cette situation souligne la nécessité impérieuse de développer de nouveaux

antifongiques a la fois efficaces et dénués de toxicité.
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La résistance des espéces de Candida aux antifongiques résulte d'une adaptation
multifactorielle. Les principaux mécanismes incluent la modification de la membrane ou de la
paroi cellulaire, empéchant ’entrée du médicament. La surexpression des pompes d’efflux
réduit la concentration intracellulaire de 1’antifongique. D’autres mécanismes impliquent la
modification ou la surexpression de la cible médicamenteuse, ainsi que des mutations dans les
voies de biosynthése permettant de contourner ’effet du traitement. Enfin, certaines souches
peuvent inactiver ou dégrader directement la molécule antifongique, illustrant ainsi une
remarquable plasticité adaptative (Belghit, 2016).

Les infections causées par Candida albicans sont généralement traitées par des antifongiques
tels que les azolés, les échinocandines et les polyénes. Cependant, I'efficacité de ces traitements
diminue, notamment en présence de biofilms de C. albicans. La résistance aux antifongiques,
en croissance constante, représente un probleme majeur, touchant aussi d'autres espéces comme
C. auris, C. glabrata et C. parapsilosis. Cette résistance peut étre clinique (échec du traitement
malgré une sensibilité in vitro) ou mycologique (capacité du champignon a se développer
malgré la présence du médicament). De plus, les antifongiques actuels présentent des limites :
toxicité rénale pour les polyénes, administration uniquement intraveineuse pour les
échinocandines, et problémes d’absorption ou de toxicité pour certains thiazolés (Macias-Paz
etal., 2023).

Selon Hulin et al. (2005), les antifongiques agissent principalement selon quatre mécanismes
d’action :
- altération du fonctionnement de la membrane cellulaire (ex: I’amphotéricine B);
- inhibition de la synthése de I’ADN et de I’ARN (ex: la flucytosine);
- inhibition de la synthése de 1’ergostérol nécessaire a la formation de la membrane de la cellule
fongique (ex: les dérivés azolés,).
- inhibition de la synthese des glucanes de la paroi cellulaire (ex: les échinocandines).
L’amphotéricine B a longtemps été considérée comme le traitement de référence des infections
fongiques, notamment face aux azolés. Il se lie spécifiquement a 1’ergostérol présent dans la
membrane des cellules fongiques provoquant la formation de canaux ou pores dans la
membrane cellulaire du champignon. A ce jour, aucune molécule nouvelle n’a démontré une
supériorité en termes d’efficacité par rapport a I’amphotéricine B. Toutefois, I’ensemble des
études souligne une toxicité rénale significativement plus élevée avec ce traitement, y compris
sous sa forme liposomale (Mora-Duarte et al., 2002 ; Kuse et al., 2007).

La majorité des études ayant validé 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
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voriconazole (Kullberg et al., 2005) sont basées sur une démonstration de non-infériorité par
rapport & un traitement de référence.

Seule une ¢étude a mis en évidence la supériorit¢ de 1’anidulafongine par rapport au
fluconazole (Reboli et al., 2007). Dans un sous-groupe de patients atteints d’une infection a
Candida albicans sensible aux deux traitements, 1’anidulafongine, de nature fongicide, s’est
révélée plus efficace que le fluconazole, de nature fongistatique, sans pour autant qu’une
différence significative en termes de mortalité ne soit observée.

L'amphotéricine B est considérée comme I'un des antifongiques les plus efficaces pour traiter
la majorité des mycoses. Toutefois, son utilisation est associée a des effets secondaires
indésirables, notamment une toxicité rénale. En revanche, les antifongiques de la classe des
azolés, bien gu'ils présentent une toxicité plus faible, montrent une efficacité restreinte dans le
traitement de certaines infections fongiques. De plus, il a été constaté une augmentation de la
fréquence des souches résistantes a plusieurs azoles, notamment parmi les espéces de Candida
autres que Candida albicans (Kitouni, 2005).

Les recherches actuelles se concentrent sur I'exploration de réservoirs naturels potentiels,
incluant les plantes, les animaux et les micro-organismes, dans le but d'identifier des composés
de référence basés sur leurs structures moléculaires fonctionnelles. La découverte de composés
fonctionnels a des fins thérapeutiques reste un défi majeur pour l'industrie, surtout face a
l'augmentation continue des maladies infectieuses (Rante et al., 2024).

Dans ce contexte, notre étude se focalise sur I'extraction et la semi-purification des composes
actifs a activité anti-Candida albicans issus d'une souche d'Actinomycetota dénommeée S18.
Cette souche a été isolée en 2024 par Zehouani et Moulay Omar a partir d'un échantillon de sol
prélevé dans la région de Souareg, située a Metlili, wilaya de Ghardaia.

Nous avons structuré notre manuscrit en quatre chapitres, en suivant la méthodologie
IMRAD, comme suit :

Dans le premier chapitre, nous avons commencé par une introduction détaillée comprenant un
apercu général sur 1’Actinomycetota, le genre Streptomyces ainsi qu’une présentation sur
Candida albicans et les antifongiques utilisés en thérapeutique.

Le deuxieme chapitre décrit le matériel utilisé et présente une description détaillée des
méthodes appliquées dans notre travail expérimental, notamment I’extraction de I’activité
antifongique et 1’étude de la stabilite.

Nous présentons ensuite nos résultats dans la section correspondante, puis nous les analysons
et les interprétons dans la partie discussion avant de conclure notre manuscrit avec une

conclusion et des perspectives pour les études ultérieures.

7



MATERIEL ET
METHODES



MATERIEL ET METHODES

1.- L’isolement de la souche d’Actinomycetota S18

La souche d’Actinomycetota concernée par cette étude est nommée S18. Elle a été isolée en
2024 par les étudiantes en Master de microbiologie Zehouani et Moulay Omar, au sein du
laboratoire pédagogique de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de
la Terre. L’isolement de cette souche a été réalisé a partir d’un échantillon de sol prélevé dans
une région appelée Souareg, située dans la commune de Metlili, en utilisant le milieu chitine-
agar supplémenté par 1’antibiotique pénicilline et la méthode de dilution en suspension (la
dilution d’isolement est 10~ 2). Cette souche a été sélectionnée sur la base de son activité
antifongique, testée par la méthode des stries croisées.

2.- Etude morphologique de la souche S18

2.1.- Macromorphologie :

La souche S18 a été ensemencée par la méthode des stries sur le milieu solide ISP2 (Shirling
et Gottlieb, 1966). Les couleurs des mécylia ont été déterminées par une charte de couleurs
(Color Name chart illustrated with centroid color ISSCC-NBS).

2.2.- Micromorphologie :

Les souches S18 a été observée sur le milieu ISP2 a 1’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
mycelium du substrat.

3. Cinétique de production d’antifongiques en fioles agitées

3.1. Préparation des précultures

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 250 rpm.
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Figure 1. Précultures de la souche S18 sur milieux liquides ISP2 et Bennett.
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3.2. Culture de la souche S18 et suivi de production d’antifongiques

La cinétique de production d’antibiotiques a été suivie pendant 10 jours. Elle a pour but de
déterminer le temps nécessaire pour qu’elle soit maximale. Pour cela, des Erlenmeyers (de 500
mL) contenant chacun 100 mL de I’un des 2 milieux (ISP2 ou Bennett), sont ensemencés par
la préculture correspondante a raison de 3% et incubés a 30°C sous agitation rotative a 250 rpm.
Des prélevements quotidiens (200 pl) sont effectués afin de mesurer la production
d’antibiotiques contre les souches Candida albicans S1 et Candida albicans ATCC 10231.
La technique de mesure utilisée est celle des puits. Ces derniers ont été réalisés grace a un
emporte-piéce en cuivre (de 10 mm de diamétre) stérile sur le milieu ISP2 semi solide (10 g
d’agar par litre de milieu), coulé dans des boites de Pétri et préalablement ensemencé par le
germe cible. Une fois les puits sont préts, la quantité aliquote (200 pL) est déposée dans le fond
du puits. Les boites de Pétri sont mises a 4°C pendant 2 heures pour permettre la diffusion des
substances actives, tout en arrétant momentanement la croissance des germes tests, puis

incubées pendant 24 heures a 48 heures a 30°C. Le diamétre des zones d’inhibition est alors

mesuré par une regle millimétrée (Boudjelle, 2007).

Figure 2. Etapes de la cinétique de production des composes actifs anti-candida albicans de
la souche S18.
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3.3. Mesure de la biomasse et du pH
L’évolution de la biomasse est suivie par la mesure du poids sec pendant 10 jours. Pour

cela, 2 mL de culture sont préleves dans un tube en verre a hémolyse préalablement taré a sec
et centrifugés a 5000 rpm pendant 10 min. Le surnageant est recueilli pour la mesure du pH et
le culot mycélien est lavé deux fois a 1’eau distillée. Apres séchage dans un four a 100°C
pendant 24 h, le tube est repesé et le poids sec est calculé.
4. Extraction des composés actifs anti-candida et test d’antibiographie

L’extraction des composés actifs anti-Candida a partir des filtrats de culture a été réalisée a
I’aide de solvants non miscibles a 1’eau et de polarités différentes, a savoir le dichlorométhane
et le n-butanol. Ainsi, 200 mL de filtrat de chaque milieu de culture de chaque souche ont été
répartis en deux lots de 100 mL. Un volume équivalent de chaque solvant a été ajouté dans une
ampoule a décanter. Les phases organiques ont été récupérées, puis déshydratées en les faisant
passer a travers un filtre contenant du sulfate de sodium anhydre. Les solvants organiques ont
ensuite été évaporés a 40 °C sous vide a I’aide d’un rotavapeur Heidolph Hei-VAP.
Les résidus secs obtenus ont été solubilisés dans du méthanol, transvasés dans des piluliers,
séchés, puis conservés a4 °C. Avant les tests, les résidus ont été repris dans 200 pL de méthanol.
L’activité antibiotique a été évaluée par la méthode des disques sur papier filtre Whatman n°3
(6 mm de diamétre). Les disques ont été imprégnés de 70 uL d’extrait organique, séchés jusqu’a
évaporation compléte du solvant (méthanol), puis stérilisés sous UV a 254 nm pendant 45
minutes. Les disques stérilisés ont été déposés aseptiquement a la surface du milieu ISP2 semi-
solide préalablement ensemencé avec les souches cibles : Candida albicans S1 et Candida
albicans ATCC 10231. Les boites de Pétri ont été incubées a 4 °C pendant 2 heures pour
permettre la diffusion des substances actives tout en inhibant temporairement la croissance des
souches cibles, puis incubées a 30 °C pendant 24 heures. L’activité antibiotique a été évaluée

par la mesure du diamétre des zones d’inhibition formées autour des disques (Boudjelle, 2007).
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Figure 3. Les étapes d’extraction des composés actifs anti-Candida albicans.
a : Culture liquide ; b : Séparation du filtrat de la biomasse ; C : Mélange du solvant avec le filtrat et

séparation des deux phases aqueuse et organique ; d : Séchage au rota-vapeur ; e : Extraits bruts.

5. Etude de la stabilité des activités anti-candida

Avant d’entreprendre la purification des fractions actives, nous avons souhaité évaluer la
stabilité de I’activité en fonction de certains facteurs physico-chimiques, tels que le pH, la
température, 1’exposition a la lumicre ainsi que le mode de conservation (congélation).
L’activité antibiotique des échantillons ainsi traités a été testée par la technique

d’antibiogramme vis-a-vis de la souche, Candida albicans S1.

5.1. Stabilité en fonction du pH

Des fractions de 5 mL de surnageant concentré a 50 % ont été ajustées a différents pH (3, 5, 7,
9 et 12) a I’aide de solutions de NaOH (0,1 N et 1 N) ou de HCI (0,1 N et 1 N). Aprés une
incubation de 24 heures a 20 °C, les pH ont été ramenés a la neutralité. L’activité antibiotique
des extraits ainsi traités a ensuite été évaluée par la méthode des disques (antibiogramme)
(Lertcanawanichakul et Sahabuddeen, 2023).

5.2. Stabilité en fonction de la température

Des fractions de 5 mL de surnageant concentré a 50 %, préalablement ajustées aux conditions
optimales de pH d’activité, ont été soumises a différents traitements thermiques : 60 minutes a
50 °C, 30 minutes & 70 °C, 15 minutes a 100 °C et 10 minutes a 120 °C (autoclavage).

Aprés traitement, les échantillons ont été refroidis a température ambiante, puis leur activité
antifongique a été testée contre Candida albicans S1 (Lertcanawanichakul et Sahabuddeen,
2023).
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5.3. Stabilité en fonction de la lumiére

Des tubes contenants chacun 5 mL de surnageant concentré a 50 %, maintenus a leur pH optimal
et a une température de 20 °C, ont été exposés a la lumicre d’ une lampe de 100 W placée a une
distance de 50 cm. Apres 24 heures d’exposition, 1’activité antifongique a été testée contre les
germes cibles et comparée a celle des témoins : I’un conservé a I’obscurité et I’autre exposé a

la lumiére du jour (Belghit, 2016).

6. Détection des fractions actives

6.1. Chromatographie sur Couches Minces (CCM)

Des plaques de chromatographie sur couche mince (CCM) de dimensions 20 x 10 cm ont été
séchées a 40 °C pendant une nuit, puis réactiveées pendant une heure a 105 °C juste avant
utilisation. Les extraits organiques ont ét¢ déposés sur les plaques a raison de 50 pL prélevés a
partir d’un volume initial de 1 mL, a I’aide d’une microseringue, sous forme de spots appliqués
par petites fractions, a 2 cm du bord inférieur des plaques. Les plaques préparées ont ensuite
été placées dans une cuve de chromatographie dont I’atmosphere avait été préalablement
saturée avec le systeme de solvant choisi. Deux systémes de solvants ont été testés :

BAE : Butanol - Acide acétique - Eau (4:3:3, V/VIV)

AM : Acétate d’éthyle - Méthanol (100:15, v/v)

L’objectif était de sélectionner le systéme offrant la meilleure séparation entre les taches actives
et non actives. La chromatographie a été arrétée lorsque le front du solvant était situé a 2 cm du
bord supérieur des plaques.

Apres séchage sous une hotte, les chromatogrammes ont été observés a I’ceil nu et sous lumiére

UV, afin de localiser les taches présentant une fluorescence a 365 nm (Boudjella, 2007).

6.2. Révélation microbiologique des chromatogrammes

La révélation microbiologique des antibiotiques, également appelée bioautographie (Betina,
1973), permet de localiser les taches actives sur le chromatogramme, de déterminer leur nombre
ainsi que leur rapport frontal (Rf). Aprés élimination des traces de solvant par séchage des
plaques sous hotte pendant une nuit, le chromatogramme est dépose sur un support en verre,
lui-méme placé dans une boite en polyéthyléne (22 x 24 cm) préalablement nettoyée a I’alcool.
Un papier filtre imbibé d’eau stérile est disposé a la base de la boite afin de maintenir une
atmosphere humide et d’éviter la dessiccation prématurée de la gélose pendant I’incubation.

L’ensemble du dispositif est stérilisé¢ sous UV a 254 nm pendant 45 minutes.

12



MATERIEL ET METHODES

Ensuite, 50 mL de milieu ISP2 semi-solide (7 g/L d’agar), maintenu en fusion a 45-50 °C et
inoculé avec 90 pL d’une suspension de Candida albicans S1, sont répartis uniformément sur
le chromatogramme a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Apres solidification de la gélose, la
boite est placée a 4 °C pendant 2 heures pour favoriser la diffusion des substances actives, puis
incubée a 30 °C.

La levure cible se développe sur toute la surface de la plaque, a I’exception des zones ou les
substances actives sont présentes, formant des zones d’inhibition visibles a 1’ceil nu sous forme
d’auréoles claires.

La lecture des résultats est effectuée aprés 48 heures d’incubation. Le rapport frontal (Rf) de

chaque tache active est ensuite déterminé selon la formule suivante :

Distance de migration entre le dépot et la tache active

RF =
Distance de migration entre le dépdt et le front du solvant
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Résultats et discussion

1. Résultats :
1.1.— Morphologie de la souche d’Actinomycetota S18

La figure 4 illustre la macromorphologie des colonies de la souche Actinomycetota S18
cultivée sur milieu ISP2 aprés une incubation de 10 jours a 30 °C. Les colonies présentent un
mycélium aérien de couleur rose blanchatre et un mycélium de substrat de couleur brun foncé.
Elles sont avec des tailles variables, des contours irréguliers et aspect rugueux. Des pigments

diffusibles dans le milieu ont été détecté de couleur jaune fonce.

"~ MA
Figure 4. Macromorphologie de la souche d’Actinomycetota S18

La figure 5 illustre la micromorphologie de la souche S18, observée au microscope optique
avec un grossissement de 10 x 40. Cette souche présente des chaines de spores droites, alignées
et non spiralées, caractéristiques du type R (Rectus). Un mycélium de substrat fragmenté est
également observé. Ces criteres morphologiques suggerent que la souche S18 pourrait

probablement appartenir au genre Streptomyces.

Figure 5. Micromorphologie de la souche d’Actinomycetota S18 sous microscope optique

au grossissement 10x40.
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1.2. Cinétiques de production des composés actifs anti-Candida albicans

La cinétique de production des composés a activité anti-Candida a été suivie pendant 10 jours
sur les milieux ISP2 et Bennett. Les souches testées sont Candida albicans ATCC 10231 et
Candida albicans S1. Les résultats ont montré que la production des métabolites actifs débute
dés le deuxiéme jour d’incubation et atteint un maximum au septiéme jour. Par la suite, une
diminution progressive de la production a été observée.

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures 6, 7 et 8.
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Figure 6. Cinétique de production des composeés actifs anti-Candida albicans S1 de la souche
S18 en milieux ISP2 et Bennett.
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Figure 7. Cinétique de production des composés actifs anti-Candida albicans ATCC 10231 de

la souche S18 en milieux ISP2 et Bennett.
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C. albicans S1 (7€ jours) C. albican ATCC 10231 (7€ jours)

Figure 8. Activité anti-Candida albicans de la souche S18 (méthode des puits).

1.3.- Cinétique de croissance et du pH de la souche S18

La courbe de croissance montre 4 phases: la premiére est une phase logarithmique s’étalant
durant le ler jour, la deuxiéme est une phase de ralentissement entre le ler et le 3¢ jour, la
troisiéme est une phase stationnaire entre le 3¢ et le 8¢ jour et la derniere une phase de déclin
au-dela du 8e jour jusqu’a la fin (Figure 9).
Au cours de cette croissance le pH s’acidifie dans les deux filtrats de culture jusqu’au 6e jour

d’incubation puis s’alcalinise progressivement jusqu’a la fin de culture.
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Figure 9. Cinétiques de croissance et de pH de la souche S18 dans les milieux ISP2 et

Bennett.

16



Résultats et discussion

1.4. Extraction des activités anti-Candida albicans

Afin d’identifier le ou les solvants les plus efficaces pour I’extraction des métabolites
antifongiques produits par la souche S18 cultivée sur les milieux ISP2 et Bennett, deux solvants
de polarités différentes ont été testés : le dichlorométhane et le butanol. L’objectif était de
comparer I’efficacité d’extraction des composés bioactifs selon le milieu de culture.
Les souches testées étaient Candida albicans ATCC 10231 et Candida albicans S1.
Les résultats ont révélé que les métabolites antifongiques sont extraits qu’avec le solvant
butanol. Les extraits obtenus a partir des milieux ISP2 et Bennett ont présenté une activité
antifongique notable, avec des diamétres de zones d’inhibition de 15 mm contre Candida
albicans S1 et de 14 mm contre Candida albicans ATCC 10231.

Les résultats sont illustrés dans les figures 10 et 11.

e e
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Figure 10. Activité anti-Candida albicans des extraits organiques de la souche S18.

Figure 11. Teste d’antibiogramme des extraits organiques des solvants contre C.albicans S1 et
C.albicans ATCC 10231.
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1.5. Etude de la stabilité des activités anti-Candida albicans
1.5.1. Stabilité en fonction du pH

Les résultats de I’influence du pH sur les activités anti-Candida de S18 sont présentés dans
la figure 10. L’activité du filtrat de la souche S18 contre la souche de Candida albicans S1 est
perdue totalement aux pH 3 et 12. Elle a diminué au pH 9 (15 mm d’inhibition) et au pH 5

(9mm) comparativement au témoin pH 7 (23 mm).

= = N N
o v o [O,]
1 1 1 )
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3 5 7( témoin) 9 12
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Figure 12 Influence du pH sur I’activité anti-Candida albicans du filtrat de 1’isolat S18.

Figure 13. Activité anti-Candida albicans du filtrat de I’isolat S18.

1.5.2. Stabilité en fonction du la température

Apres traitement thermique du filtrat de culture de la souche S18, les résultats ont montré une
disparition totale de I’activité aux températures de 70°C, 100°C, 120°C, ainsi qu’a la
température de congélation de -4°C. Toutefois, une diminution partielle de I’activité a été
observée a 50°C, avec une zone d’inhibition réduite 8 9 mm, comparativement au témoin (23

mm a pH 7). Ces résultats sont présentés dans la figure 11.

18



Résultats et discussion

N
wv

N
o

Juny
(9]

=
o

(]

Daimétre d'hinibitoin (mm)

0
Congilaton 30°C 50 °C 70°C 100°C 120°C
-4°C (Témoin)
T
Témprature

Figure 14. Influence de la température sur ’activité anti-Candida albicans du filtrat de

I’isolat S18

Figure 15. Activité anti-Candida albicans du filtrat de I’isolat S18.

1.5.3. Stabilitée en fonction du la lumiére

Les résultats relatifs a I’influence de la lumiére sur ’activité anti-Candida de la souche S18 sont
présentés dans la figure 12. Une 1égere diminution de la zone d’inhibition a été observée apres
exposition a différents éclairages : celle-ci passe de 23 mm pour le témoin a 21 mm apres

exposition a la lumieére, et a 19 mm en condition d’obscurité.
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Figure 16. Influence du la lumiére sur I’activité anti-Candida albicans du filtrat de I’isolat S18.

1.4. Détection des fractions actives
1.4.1. Semi purification par CCM
Afin de séparer les composeés actifs, la semi-purification de I’extrait butanolique a été effectuée
par chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant deux systemes de solvants : AM et

BAE. Environ dix taches ont été délimitées sous UV a 365nm pour chaque systeme de solvant.

Figure 17. Séparation des fractions actives par CCM

a : systtme BAE ; b : systétme AM.
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1.4.2. Révélation microbiologique des chromatogrammes

La révélation microbiologique des chromatogrammes obtenus aprés CCM en utilisant les
deux systemes de solvants AM et BAE a été réalisée avec la souche test la plus sensible Candida
albicans S1. Les resultats obtenus ont permis de détecter une seule tache active contre cette
souche, observée uniquement dans 1’extrait provenant du milieu ISP2, bien que son apparence
différe selon le systeme de solvant utilisé. En effet, dans le systeme BAE, cette tache a été
délimitée auparavant sous UV a 365 nm par une fluorescence jaune avec un rapport frontal (Rf)
de 0,55. Tandis que dans le systeme AM, la tache active apparait verte sous UV avec un Rf de
0,41 (figure 16).

Figure 18. Bioautographie de I’extrait butanol du filtrat de culture ISP2 et Bennett de S18.
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2. Discussion

La souche d’actinomycetota S18 a été isolée a partir d’un sol saharien de la région de
Ghardaia. 1l faut rappeler que les sols Sahariens algériens sont riches en genres
d’actinomycetota, des plus abondants a savoir Streptomyces aux plus rares, voire méme
trés rares dans le monde. C’est le cas des genres Nocardiopsis, Saccharothrix,
Streptosporangium, Spirillospora, Planomonospora, Planobispora, etc. (Boudjella, 1994;
Sabaou et al., 1998). L’étude de la morphologie de cette souche a montré qu’elle pourrait
appartenir au genre Streptomyces. Ce genre constitue 80 & 95% des Actinomycetales dans
divers types de sols et autres substrats de par le monde (Goodfellow et Williams, 1983).
Le choix des milieux de culture ISP2 et Bennett pour la production des métabolites actifs
contre Candida albicans est basé sur des études antérieurs ayant confirmé la performance
de ces deux milieux pour la croissance des Actinomycetota et la production des
antibiotiques. Badji (2006), a évalué dix milieux de culture parmi les plus utilisés pour la
production d'antibiotiques par les Actinomycetota, notamment I’ISP2, a base d’extraits de
malt, de levure et de glucose, ainsi que le milieu Bennett, composeé de glucose, de peptone
de caséine, d’extraits de viande et de levure. Il a conclu que I’ISP2 et le Bennett sont les
milieux les plus performants pour la production des antifongiques. Il est important de
souligner que la nature et la concentration de certains composes présents dans le milieu de
culture exercent une influence significative sur la production de métabolites secondaires a
activité biologique. Les recherches menées par Gesheva et al. (2005) ont démontré que la
nature des sources de carbone, d’azote, de phosphore, de potassium, de magnésium ainsi
que la présence d’oligo-eléments jouent un role déterminant dans la synthése de molécules
antifongiques. Le solvant organique qui a révélé une capacité d’extraction pour les
métabolites actifs de la souche S18 est le butanol. D’aprés Buch (2001), la capacité d’un
antibiotiqgue a étre extrait dépend étroitement de ses propriétés physico-chimiques,
notamment de sa polarité. Ainsi, un composé peut étre aisément extrait par un solvant
donné, tout en étant pratiquement insoluble dans un autre de polarité différente. En général,
les solvants polaires sont capables de dissoudre les composés ioniques et hydrophiles,
tandis que les solvants apolaires, tels que le benzene ou le dichlorométhane, sont plus
adaptés a I’extraction de composés hydrophobes (Chastrette et Carretto, 1985). Pour leur
part, les solvants a polarité intermédiaire comme le diméthylformamide (DMF), le
diméthylacétamide (DMA), le propyléne-glycol ou encore le butanol sont souvent utilisés
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pour I’extraction de molécules modérément polaires, telles que la nystatine et
I’amphotéricine B (Leclef et al., 1996). L’évaluation de la stabilit¢ de ’activité anti-
Candida en fonction du pH a révélé que les molécules bioactives sécrétées par la souche
S18 présentent une stabilité optimale autour de la neutralite (pH = 7), tandis que leur
activité diminue significativement en milieu acide ou basique. Ces observations concordent
avec les travaux de Badji et al. (2006), qui ont rapporté une diminution marquée de
I’activité antifongique produite par Actinomadura sp. AC104 en conditions acides, et une
perte complete de cette activité a des pH supérieurs a10. Ces mémes remarques ont été
signalées par Lertcanawanichakul et Sahabuddeen (2023). Ces auteurs ont trouvé que
les activités d’une souche Streptomyces sp. KB1 sont diminuees progressivement a partir
de la neutralité soit vers 1’acidité ou I’alcalinisation.

L’étude de la thermo-stabilité des composés anti-Candida a révélé une sensibilité marquée
a des températures élevees, avec une perte compléte de I’activité antifongique aprés
autoclavage. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Oskay (2009), qui a étudié
la stabilité thermique d’un antifongique produit par Streptomyces sp. KEH23. L’auteur a
observé que le traitement thermique du surnageant de culture entraine une inactivation
totale de I’activité antifongique apres autoclavage.

L’activité antifongique de la souche S18 apparait un peu sensible a la lumiére. En effet,
selon Koenig (1995) et Lortholary et al. (1998), plusieurs antifongiques, tels que
I’amphotéricine B, la nystatine, la griséofulvine et la natamycine, présentent une sensibilité
a la lumiére entrainant une dégradation partielle. Ces observations soulignent I’importance
de prendre des précautions lors des étapes d’évaporation et de séchage des extraits,
notamment en évitant d’exposer ces derniers a des températures élevées supérieures a 50
°C. Par ailleurs, il est recommandé de ramener le pH des filtrats a une valeur neutre
immédiatement apres la fin de la production afin de préserver leur stabilité.
Un nombre identique de taches actives a été observé avec les deux systémes de solvants,
AM et BAE, pour les extraits de la souche S18, soit une tache active révélée sur chaque
systeme. Toutefois, les taches obtenues avec le systéme AM se sont avérées mieux séparées
et plus nettes comparativement a celles observées sur BAE. Ces résultats corroborent ceux
rapportés par Aouiche et al. (2013) ainsi que par Toumatia (2014), qui ont egalement
conclu que le systeme AM constitue le meilleur éluant pour une séparation optimale des

composés bioactifs.
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CONCLUSION

L’objectif de ce travail était d’extraire et d’¢tudier la stabilité¢ des métabolites actifs anti-
Candida albicans produits par la souche Actinomycetota S18, qui a montré une activité
antifongique significative selon la méthode de puits. Les résultats ont montré que cette
souche atteint une production maximale de métabolites actifs anti-Candida albicans au 7¢
jour d’incubation, avec une production plus importante sur le milieu ISP2 comparé au
milieu Bennett. Le butanol s’est révélé étre le solvant d’extraction le plus efficace.
L’¢tude de la stabilité¢ en fonction du pH a montré une diminution marquée de I’activité
antifongique lorsque le pH s’¢éloigne de la neutralité, qui correspond au pH optimal. Cette
activité s’est également avérée sensible aux températures élevées et basses, ainsi que
légérement affectée par I’exposition a la lumiére.

Apreés séparation par chromatographie sur couche mince (CCM), les extraits obtenus a
partir des milieux ISP2 et Bennett ont montré la présence de plusieurs taches sous UV.
Cependant, une seule tache s’est avérée active, que ce soit avec le systeme de solvant AM
ou BAE. Il est a noter que la séparation était meilleure avec le systeme AM.

Sur la base de ces résultats, la souche S18 peut étre considérée comme une ressource
naturelle prometteuse pour la découverte de nouveaux composés capables de répondre aux
défis croissants liés a la résistance de Candida albicans aux traitements conventionnels.
Dans cette perspective, il est important de poursuivre les travaux sur cette souche. Les
prochaines étapes recommandées sont :
- Identifier la souche au niveau moléculaire.
- Identifier la structure chimique des molécules isolées a 1’aide de techniques telles
que la spectrométrie de masse (SM) et la résonance magnétique nucléaire (RMN).
- Evaluer le spectre d’activité antifongique sur d'autres espéces de Candida ou
d’autres champignons pathogenes.
- Tester la cytotoxicité des composés sur des cellules eucaryotes afin d’évaluer leur

potentiel thérapeutique.
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