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Résumer

Résumer

L'analyse de sept échantillons de sédiments marins provenant de différents districts
d'Alger (Staouali, Ain Taya), d'Ain Témouchent, de Chleff (Ténes), de Béjaia, de Jijel et
d'Annaba a permis de recueillir de nombreux isolats du genre Streptomyces de deux chitinines
additionnés de vitamines et d'agents sélectifs. La plupart des souches proviennent de

I'emplacement de Staouali (Alger).

Les isolats obtenus ont été soumis & une étude taxonomique basee sur des critéres macro
et micro-morphologiques. Ils ont été lies a 5 groupes de Streptomyces dont la majorité est de
type Spira (22 isolats) et Rectus Flexibilis (15 isolats). Les huit isolats restants appartenaient
aux types Retinaculum Apertum (1 isolat), Spira and Retinaculum Apertum (6 isolats) et
Spira .and Rectus Flexibilis (1 isolat).

Le profil de résistance aux antimicrobiens de 7 souches de Staphylococcus aureus,
utilise comme cible de tests de gonflement a lI'agoniste, a été établi pour neuf antibiotiques
appartenant a différentes classes. La majorité des souches présentent une sensibilité élevée a
tous les antibiotiques anti-staphylococciques, a I'exception de la souche SaF qui a montré une
résistance a plus de trois familles d'antibiotiques. Tous testés. Aureus have prouvé une

résistance totale a la B-lactam family, y compris I'oxacilline.

L'activité antibactérienne a été révélée dans 31 des Streptomyces cultivés sur un milieu
ISP2, avec des diamétres d'inhibition compris entre 15 et 40 mm. De plus, les souches
nommees NS2, BS1, BS7, TS2, AS2 ont une activité antagoniste contre toutes les souches de

S. aureus, y compris la souche SaF.

Mots clés: Streptomyces, seédiments marins, caractérisation morphologique, activité

antagoniste, Staphylococcus aureus et profil de résistance.
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Abstract

Abstract

The analysis of sevensamples of marine sedimentsfromdifferent districtsof Algiers, (Staouali,
Ain Taya), Ain Témouchent, Chleff (Ténes), Béjaia, Jijel, and Annaba allowedus
tocollectforty-sevenisolates of the genus  Streptomycesfrom  twochitin  media
supplementedwithvitamins and selective agents. Most of the strains came from the location of
Staouali, (Algiers).

The obtained isolates have been subjected to a taxonomicstudybased on macro and
micro-morphologicalcriteria. They have been linked to 5 groups of Streptomyceswhere the
majoritybelongs to the Spira type (22 isolates) and RectusFlexibilis (15 isolates). The
remaining eight isolatesbelonged to RetinaculumApertum (1 isolate), Spiraand

RetinaculumApertum (6 isolates) and Spiraand RectusFlexibilis (1 isolate) types.

The antimicrobial resistance profile of 7 strains of Staphylococcus aureus, used as
targetgermsduringantagonism  tests  wasestablishedagainstnineteenantibioticsbelonging to
different classes. The majority of thesestrains show a highsensitivity to all anti-staphylococcal
antibiotics, with the exception of the strain SaF which has shownresistance to more
thanthreefamilies of antibiotics. All testedS. aureushave proved total resistance to the (-

lactamfamily, includingoxacillin.

The antibacterialactivitywasrevealed in 31 of Streptomyces grown on ISP2 medium,
with inhibition diametersbetween 15 and 40 mm. In addition, the strainsnamed NS2, BS1,
BS7, TS2, AS2 have an antagonisticactivityagainst all thetestedstrains of S. aureusincluding
the strain SaF.

Key words: Streptomyces, marine sediments, morphologicalcharacterization, antagonistic

activity, Staphylococcus aureus and resistance profile.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_d%27A%C3%AFn_T%C3%A9mouchent

Liste des figures

Liste des figures

Figure 1. Types de chaines de spores rencontrés chez les espéces de Streptomyces.
Figure 2. Technique de purification et de conservation.

Figure 3. Méthode des cylindres d’agar.

Figure 4. Nombre d’isolat de Streptomyces prélevés selon les sites d’étude.

Figure 5. Répartition des Streptomyces selon les milieux d’isolement.

Figure 6. Distribution des Streptomyces selon le type du MA.

Figure 7. Micromorphologie du MA de I’isolat LS17 sur le milieu ISP2 observée au
microscope photonique.

Figure 8. Aspect du MA de I’isolat LS17.

Figure 9. Micromorphologie du MA de I’isolat AS3 sur le milieu ISP2 observee au
microscope photonique (grossissement 400 avec effet de zoom).

Figure 10. Aspect du MA de I’isolat AS3.

Figure 11. Micromorphologie du MA de I’isolat AS1 sur le milieu ISP2 observée au
microscope photonique (grossissement 400 avec effet de zoom).

Figure 12.Aspect du MA de I’isolat AS1.

Figure 13.Micromorphologie du MA de I’isolat JS1 sur le milieu ISP4 observée au
microscope photonique (grossissement 400 avec effet de zoom).

Figure 14. Aspect du MA de I’isolat JS1.

Figure 15. Micromorphologie du MA de I’isolat BS1sur le milieu ISP2 observee au
microscope photonique (grossissement 400 effet de zoom).

Figure 16. Aspect du MA de I’isolat BS1.
Figure 17. Profil de résistance de la souche S. aureus (SaF).

Figure 18. Activité antagonistes de quelques souches de Streptomycescontre les S. aureus
testés.

Figure 19. Fréquence des souches actives.

Figure 20. Activité antimicrobienne des isolats ayant une trés bonne activité contre toutes
les souches de S. aureus.

10
19
21
22
23
24
25

27
27

28
29

29
30

31
31

32
38

40

40
41



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 1. Principaux critéres utilisés pour la chimiotaxonomie des actinobactéries 5
Tableau 2.Distribution de quelques souches de Streptomyces dans le milieu marin 10
Tableau 3. Quelques métabolites secondaires produits par les Streptomyces. 11
Tableau 4. Les maladies causées par S.aureus. 13
Tableau 5. Liste des antibiotiques utilisés pour la détermination du profil de 16

résistance des souches de S. aureus.
Tableau 6.Les données sur les stations d’échantillonnages. 17

Tableau 7. Distribution des Streptomycesmarines dans les prélévements de 23

sédiment analysés sur les milieux M1 et M2.

Tableau 8. Répartition des isolats de Streptomyces selon le type MA correspondant.

24
Tableau 9. Caractéristiques culturales des Streptomycesdu typesS. 26
Tableau 10. Caractéristiques culturales des Streptomycesdu type RF. 28
Tableaull. Caractéristiques culturales de 1’isolat AS1. 29
Tableau 12. Caractéristiques culturales des Streptomycesdu type SRA. 30
Tableau 13. Caractéristiques culturales du I’isolat BS1. 32
Tableau 14. Profil de résistance des S.aureus aux antibiotiques. 37

Tableau 15. Résultats des tests d’antagonismes des souches de Streptomyces 39



Liste des tableaux



Liste des abréviations

Liste des abréviations

ARNr16S: Acide ribonucléique ribosomal de la sous unité 16S du ribosome
ATCC: American type culture collection

BMR : Bactéries multi-résistante

UFC: Unite formant colonie

GC: Guanine + cytosine

Gly: Glycine

MA : Mycélium aérien

MS : Mycélium du substrat

PCR: Réaction de polymérase en chaine

PLP: Protéine de liaison a la pénicilline

PS: Pigments solubles

RF: Rectus Flexibilis

SARM : Staphylococcus aureus resistante a la méticilline
SC: Straight chains (Chaines droites)

TypeS: Spira (Spiralé)



Sommaire

Remerciements
Dédicaces

Liste des tableaux
Liste des figures

Liste des abréviations

Glossaire

Résumé

Abstract

uadla

INTRODUCTION

Chapitre 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
I. Généralités sur les actinobactéries

1. Définition des actinobactéries et classification
Il. Taxonomie des actinobactéries

1. Criteres d’identification des genres

1.1. Criteres morphologiques

a. Caractéres macro-morphologique

b. Caractéres micro-morphologiques

1.2. Criteres chimiotaxonomique

2. Criteres d’identification des especes

2.1 Critéres physiologique

2.2. Critéres moléculaire

2.2.1. Séquencgage du gene codant pour I’ARN ribosomique 16S
2.2.2. Hybridation ADN-ADN

2.2.3. Pourcentage en Guanine-Cytosine

I11. Les actinobactéries marines

IV. Le genre Streptomyces

1. Définition du genre

2. Les Streptomyces dans le milieu marin

V. Importance des Streptomyces

Sommaire

© ©O© 0 00 ~N N N N N MDD hEwWwwowow ow

e
R O



IV. Les antibiotiques

1. Définition des antibiotiques

2. Mode d’action des antibiotiques

V1. Staphylococcus aureus

1. Les maladies causées par S. aureus

2. Antibiotiques antistaphylococciques

3. L’émergence de la résistance de S. aureus
Chapitre 2 : MATERIEL ET METHODES
I. Matériel

1. Sites d’échantillonnages

2. Germes cibles

I1. Méthodes

1. Méthodes de prélévement

1. 1. Prélevement

1. 2. Transport et conservation des échantillons
2. Isolement et purification

2.1. Traitement des échantillons

2.2. Préparation des milieux d’isolements

2.3. Préparation des vitamines

2.3. Préparation des dilutions et technique d’ensemencement
2.4. Incubation

2.5. Lecture et sélection

2.6. Purification et conservation des Streptomyces

3. Caractérisation morphologique des isolats
3.1. Caractérisation macroscopique

3.2. Caractérisation microscopique

4. Détermination du profil de résistances des souches de S. aureus.

4.1. Milieu pour antibiogramme
4.2. Préparation de I’inoculum
4.3. L’ensemencement

4.4. L’incubation

4.5. La lecture

5. Criblage de I’activité antibactérienne des Streptomycessur milieu solide

Sommaire

12
12
12
13
13
13
14

15
15
15
16
16
16
17
17
17
17
18
18
18
18
18

19
19
20
20
20
20

20
21

21
21



Chapitre 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

I. Isolement, distribution, et caractérisation morphologique des isolats

1. Isolement des Streptomyces

2. Sélection et distribution des isolats

3. Caractérisation morphologique des isolats de Streptomyces
3.1. Isolats de type S (groupe G1)

3.2. Isolat de typeRF (groupe G2)

3.3. Isolat de typeRA (groupe G3)

3.4. Isolats de typeSRA (groupe G4)

3.5. Isolat de typeSRF (groupe G5)

DISCUSSION

I1. Etude de la résistance de S. aureus aux antibiotiques

I11. Détermination du potentiel antagoniste des souches de
Streptomycesisolées

DISCUSSION

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ANNEXES

Sommaire

22
22
22
24
25
27
28
30
31
33
36

38

42
44
46
56



Chapitre 2 Matériel et Méthodes

. Matériel

1. Sitesd’échantillonnages

L’isolement des souches d’actinobactéries est réalisé apartir de 7 échantillons de
sédiments marins. Ces derniers proviennent des régions d’Alger (Staouali, Ain Taya), d’Ain
Témouchent, de Chleff (Ténes), de Bejaia, de Jijel, et d’Annaba (tableau 6).

2. Germes cibles

Sept souches de Staphylococcus aureus ont été utilisées pour étudier leurs
profild’antibiorésistance vis-a-vis de différentes familles d’antibiotiques et evaluer I’activité
antagonistes des isolats d’actinobactéries isolées.Six souches,codées de SaA a SaF, ont été
isolées de I’environnement hospitalié du Centre Hospitalo Universitaire de Beni Messous
(Alger) .Une souche codée Sa639c appartenant a la collection du Laboratoire de Biologie des
Systemes Microbiens (LBSM) de I’Ecole Normale Supérieure (ENS) de Kouba ont également

été selectionnée pour notre travail.

Tableau 5. Liste des antibiotiques utilisés pour la détermination du profil de résistance des
souches de S. aureus( Rahalet al., 2014)

g?aTnllileio tique Antibiotiques Abréviation | Charge des disques
Pénicilline G PEN 10pg/ml

B-lactamines Oxacilline OXA 1 pg/mi
Céfoxitine FOX 30pg/ml
Amikacine AN 30 pg/mi

Aminosides Gentamicine GEN 10ug/ml
Kanamycine KAN 30pg/ml

. Erythromycine ERY 15pg/ml

Macrolides Pristinamycine PR 15ug/mi
Ofloxacine OFX 5ug/m

Quinolones Lévofloxacine LVX 5ug/m
Ciprofloxacine CIP 5pug/mi

Phénicoles Chloramphénicol CHL 30ug/ml

. Vancomycine VAN 30 pg/ml

Glycopeptides Teicoplanine TEC 30 pg/mi

Rifamycines Rifampicine RIF S5ug/ml

Sulfamides Triméthoprime+Sulfaméthoxazole | SXT 1,25/23,75pug/ml
Tétracycline TCY 30ug/ml

Fusidanines Acide Fusidique FUS 10pg/mi

Acide phosphonique | Fosfomycine FOS 4 pg/ml

15
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

I1. Méthodes

1. Méthodes de prélevement

1. 1. Prélévement

Sur chaque site nous avons prélevé 3 échantillons de sédiment marin d’une profondeur
de 2 m (tableau 6). Nous avons rassemblé et homogéneise chaque récipient de sediment afin
d’obtenirun échantillon composite. Nous avons mis les sédiments dans des flacons stériles en
verre préalablement lavés et soigneusement rincés pour éliminer toute trace d’un éventuel
détergeant, séchés et stérilisés a 1’autoclave a 120 °C pendant 20 minutes. Nous avons
étiqueté les récipientssur lesquelles nous avons mentionné la date et le code de 1’échantillon
(Salmon et al.,2014).

Tableau 6. Les données sur les stations d’échantillonnages.

Région Code Position géographique Profondeur Distance
Annaba AS 36°54'15 "N7°45 '07"E 1m 2m
Béjaia BS 36°45'00"N5°04'00"E im 2m
Ain Témouchent HS 35°18'08."N1°23'01."W im 2m
Jijel JS 36°49'00"N5°46'00"E im 2m
Staouali LS 36°45'21"N2°53'25"E im 2m
Ténes NS 36°30'44"N1°18'16"E im 2m
Ain Taya TS 36°47'00"N3°14'00"E 1m 2m

1. 2. Transport et conservation des échantillons
Les échantillons sont transportés au laboratoire, le jour méme, dans une glaciere a 5 + 3°C
(Isabelle et Didier, 2015).

2. Isolement et purification

2.1. Traitement des échantillons

Nous avons traité les échantillons de sédiments par un séchage a I’air libre pendant 24
heure puis les échantillons de sédiments sont laissés a température ambiante du laboratoire
(Nonomura et Ohara,1969).

2.2. Préparation des milieux d’isolements

L’isolement des isolats deStreptomyces est effectué tel qu’il a préconisé Hayakawa et
Nonomura (1987), sur le milieu Chitine-Vitamines agar (Ch-V) préparé a base de ’eau distillé
(nommeé le milieu M1) et le milieu préparé avec I’eau de mer additioné de chitine et des

vitamines B (nommé milieu M2). Des agents sélectifs ont été additionnésa ces

16
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

milieux :I’actidioned 50mg L™ afin d’éviter les infestations par les champignons présents dans
les sédiments et I’acide nalidixique a 10 mg L™ qui permet d’inhiber les bactéries & Gram
négatifet d’orienter la sélection vers des isolats de Streptomyces pouvant étre intéressantes
(Sabaouet al., 1998).(voir compostion en annexe 1). Les vitamines sont ajoutées aux milieux
d’isolement pour permettre la croissance des actinobactéries auxotrophes.

2.3. Préparation des dilutions et technique d’ensemencement

La suspensionmere est préparée par addition de 5g de sédiment préalablement séchédans 45
ml d’eau distillée stérile (dilution notée 10™).Deux dilutions (107 et 10°) sont préparées aprés
homogénéisation de la dilution de départ par agitation vigoureuse pendant 5 minutes a 1’aide
d’un vortex. Un volume de 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur les milieuxM1 et M2
précédemment stérilisé et coulé dans des boites de pétri stériles de 9 cm de diametre a raison

de trois répétitionspour chaquedilution(Rapilly, 1968).

2.4. Incubation
Les boites ensemencées sont incubées dans une étuve a 30 °C pendant 2 a 4 semaines et
examinées régulierement, en raison de la croissance parfois assez lente des

actinobactéries(Rapilly, 1968).

2.5. Lecture et sélection

Les colonies qui ont montré, aprés observation a 1’ceil nu et au microscope optique
(grossissement x10 et x40),les caractéristiques morphologiques des Streptomyces, en
particulier la formation d’un mycélium aérien (MA) avec des sporophores formant des
chaines de spores qui peuvent étre droites a flexueuses (type RF = RectusFlexibilis), en
crochets ou en boucles fermées (type RA = RetinaculumApertum ) ou encore spiralées (type S
= Spira) et d’un mycélium du substrat (MS) non fragmenté avec des filaments ramifiés tres
fins ont été repéré.Ces derniers ont été considéréesd’une maniére présomptivecomme des
isolats de Streptomyces(Shirling et Gottlieb, 1966).

2.6. Purification et conservation des Streptomyces

Les colonies sélectionnées sont prélevées délicatement a 1’aide d’une pointe stérile puis
purifiées par stries sur milieu ISP2. Les isolats, purifiés numérotés et codés, sont ensemencés
sur le méme milieu coulé en pente dans des tubes a vis. Ces derniers sont incubés dans une
étuve a 30°C pendant 2 a 4 semaines, puis conserves a 4°C dans un réfrigérateur (figure2). Le

milieu ISP2, a base de glucose, d’extrait de malt et d’extrait de levure, est choisi car il
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constitue le milieu de référence pour la culture des Streptomyceset permet une bonne
croissance des isolats (Shirling et Gottlieb, 1966).

) t’*‘ 2
- ! Aprés
repiquage
Ensemencer i successif sur
—_— -
le milicu ISP2

Prélever une §
colonie pure Culture

P e
Incubé a 30° Conserver
C ¢ ad°C $
B _—
pendant2a 4 i
Ensemencer Sur la -
gélose ISP2
inclinée

Figure2. Technigue de purification et de conservation.

3. Caractérisation morphologique des isolats

L’étude morphologique des isolats de Streptomycesest effectuée sur les milieux 1ISP2
et ISP4préconisés par « I’International StreptomycesProject » (Athalyeet al.,1985)(annexe 1).
La lecture des résultats a été effectuée sous la supervision du Pr. Sabaou (directeur du
LBSM).

3.1. Cractérisation macroscopique

L’étude macromorphologique consiste a déterminer la couleur du MA et du MS, la
croissance (faible, moyenne, bonne) ainsi que les pigments solubles produits (PS) sur les deux
milieux de culture utilisés. La couleur du MA, du MS, et des PS est déterminée en se référant
a une charte de couleur (Color Name ChartlllustratedwithCentroidColor: ISCC-NBS)
(Shirling et Gottlieb, 1966).
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3.2.Caractérisation microscopique

Les isolats obtenus sur les différents milieux cités précédemment sont observés a 1’aide
d’un microscope optique (Optika) a deux grossissements (x10 et x40) aprés deux semaines
d’incubation. Ces observations sont réalisées directement sur les boites de Pétri et ce pour
étudier les mycélium en place sans en altérer les structures. Elles consistent a voir également
la sporulation caractéristique des souches sélectionnées ainsi que la fragmentation ou non du

mycélium du substrat (Williams et al., 1983).

4. Détermination du profil de résistances des souches de S. aureus.

4.1. Milieu pour antibiogramme
Le milieu adéquat pour effectuer 1’antibiogramme est le milieu Mueller -Hinton coulé
en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm (voir compostion en annexe 1). Les géloses

doivent étre séchées avant I’emploi(Rahalet al., 2014).

4.2. Préparation de I’inoculum

Les souches de S. aureus ont été repiquees sur le milieu Mueller-Hinton (MH) et
incubées a 37°C pendant 24 h. Des suspensions ont été préparées pour chaque souche par
transfert de quelques colonies bien isolées et parfaitement identique dans 15 ml d’eau
physiologie stérile & 0,9%. Les suspensions de germes cibles sont calibrées par la méthode
photométrique. L’absorbance est lue a la longueur d’onde de 625 nmet doit étre comprise
entre 0,08 et 0,13 ce qui correspond a un étalon de 0,5 Mc Farland, soit approximativement 1-
2 x 10® UFC/ ml (EUCAST, 2013).

4.3. L’ensemencement

L’ensemencement se fait en profondeur dans des flacons contenant 25ml du milieu
Mueller -Hinton, en prélevant un volume 100 pl de chaque suspension bactérienne apres
agitation vigoureuse pendant 5 minutes a 1’aide d’un vortex.Le milieu ensemencé par la
bactérie correspondante sera coulé dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre. Nous
avons mis 5 disques d’antibiotiques par boites afin d’éviter la confrontation des différentes
zones d’inhibition générées par les disques d’antibiotiques. Nous avons veillé a ne pas
déplacé le disques apres application.Les boites sont placées a 4°C pendant 2h, pour permettre
la diffusion des antibiotiques et empécher momentanément la croissance des microorganismes
cibles (Rahalet al., 2014).
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4.4, L’incubation
L’incubation a eu lieu a 37°C pendant 18h a prolongerde 24h pour oxacilline, vancomycine,

teicoplaninea température ambiante(Rahalet al., 2014).

4.5. La lecture

La lecture des résultats est réalisée par la mesure des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied de
coulisse. Les résultats obtenus seront comparé aux valeurs critiques figurant dans la table de
lecture correspondantes (annexe 2).Les bactéries ont été classées dans 1’une des catégories
résistant (R), sensible (S) ou intermédiaire (1) (Rahalet al., 2014).

5. Criblage de ’activité antibactériennedes Streptomycessur milieu solide

Il s’agit d’un criblage (screening) dont 1’objectif est de déterminer I’activité antagoniste de
tous les isolats de Streptomyces. La méthode utilisée est celle des cylindres d’agarsur milieu
MH contre les 8 souches de S.aureus. Les Streptomycessont ensemencés en stries trés serrés
et d’une maniére homogene a la surface du milieu ISP2 solide (20 g L™ d’agar). Les boftes ont
été incubées a 30°C pendant 10 jours. Des cylindres d’agar de 10 mm de diamétre contenant
les cultures des Streptomycessont ensuite découpés a 1’aide d’un emporte piéce en acier
inoxydable stérilsé par flombage au bec Bunsen et déposés a la surface du milieu MH
préalablement ensemencé par les germes-cibles. Les boites sont placées a 4°C pendant 2h,
puis incubées & 37°C pendant 24 h.L’évaluation de I’activité antagoniste est réalisée par la
mesure des zones d’inhibition (zone claire) autour des cylindres descultures de
Streptomyces(figure3) (Hwanget al., 2001; Wooet al., 2002).

Coupure des
cylindre
e
Culture de Streptomycessur
ISP2
Transfert
Zone des
d’inhibition cylindre
Incubation
e
Culture de S. aureus Milieu MH inoculé avec S. aureus

Figure 3. Méthode des cylindres d’agar (Nalubega, 2016).
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I1. Etude de la résistance de S. aureus aux antibiotiques

L’ensemble des souches de S. aureus, utilisées comme germes cibles dans la présente
étude ont été testées vis-a-vis de 19 molécules d’antibiotiques appartenant a divers familles,
recommandées par standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle
national (médecine humaine et vétérinaire) (Rahalet al., 2014). Le profil de résistance des
souches de S. aureus est variable selon 1’antibiotique testé et selon les souches de S.aureus.

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches de S.aureus testées sont
résistantes auxp-lactamines (1’Oxacilline, la pénicilline et la céfoxitine). Cette résistance est
aussi importante contre la rifamycine (5 souches résistantes) et 1’erythromycine (4 souches
résistantes). Une résistance moyenne a faible est remarquée contre les autres familles
d’antibiotiques testées. Cependant toutes les souches sont sensibles a la fosfomycine,
I’amikacine, la kanamycine, I’0floxacine et 1évofloxacine (Tableau 14).

Toutes les souches de S. aureus testées présentent une faible résistance vis-a-vis de
I’ensemble des antibiotiques antistaphylococciques mis a part la souche SaF qui présente une
résistance a 13 antibiotiques testés. Cela montre que la souche SaFest la plus résistante parmi
toutes les souches de S. aureus testés. En effet, les autres souches présentent une sensibilité a
plus de 12 antibiotiques antisatphylococciques. (tableau 14, figure 17).
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Tableau 14. Profil de résistance de S. aureus aux antibiotiques

. S Nombr

o Antibiotiques utilisés R © .b.e
T g d’antibiotiques
N o
£ 5 Acide Catégories
g ®© B-lactamines Aminosides Macrolide Quinolones Phénicole | Glycopéptide | Rifamycine | Sulfamides | Fusidanine h lae teg
2y phosphonique cliniques
n

PEN | OXA | FOX | AN | KAN | GEN | ERY | PR | OFX | LVX | CIP CHL VAN | TEC RIF SXT | TCY FUS FOS R | S
Sa639c R S S S S R S S S S S 4 - 15
Sa A R S S S S S R S S 5 - 14
SaB R S R S S S S R | S S S 5 1 13
SaC S R S S S S R | S R S 6 1 12
saD R S I |'s s s s S s S S 3 | 1] 15
SaE R S R S S S S R | S R S 6 1 12
SaF R S R R S | R R R R R S 13 1 5

PEN: Pénicilline-G, OXA: Oxacilline, FOX: Céfoxitine, AN : Amikacine, GEN: Gentamicine , KAN: Kanamycine, ERY : Erythromycine, PR: Pristinamycine, OFX :
VAN :Vancomycin,
SXT :Triméthoprime+Sulfaméthoxazole, TCY : Tétracycline, FUS : Acide Fusidique, FOS : Fosfomycine. ; R : résistant, S : sensible, | : intermédiaires.

Ofloxacine CIP:

Ciprofloxacine,

LVX:

Lévofloxacine,

CHL:

Chloramphénicol,

TEC:Teicoplanine,

RIF:

Rifampicine,
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Figure 17. Profil de résistance de la souche S. aureus (SaF).

PEN: Pénicilline-G, OXA: Oxacilline, FOX: Céfoxitine, AN : Amikacine, GEN: Gentamicine, KAN:
Kanamycine, ERY : Erythromycine, PR: Pristinamycine, OFX: Ofloxacine CIP: Ciprofloxacine, LVX:
Lévofloxacine, CHL: Chloramphénicol, VAN :Vancomycin, TEC:Teicoplanine, RIF: Rifampicine,
SXT :Triméthoprime+Sulfaméthoxazole, TCY : Tétracycline, FUS : Acide Fusidique, FOS : Fosfomycine.

I11.Détermination du potentiel antagoniste des souches de Streptomyces

Le pouvoir antagoniste des 45 souches de Streptomycessélectionnés a été testé par la
méthode des cylindres d’agar sur le milieu ISP2 contre 7 souches de S. aureuspour évaluer le
potentiel de production des antimicrobiens par les Streptomyces. Les résultats de ce test sont

consigneés dans le (tableau 15, figure 18).
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Tableau 15. Résultats des tests d’antagonismes des souches de Streptomyces.

Souches de Zone d’inhibition (mm)
Streptomyces

Sab39 | Sal Sa2 Sa3 Sa4 Sab Sab
LS4 - - 16R | 18R |- 17 -
LS5 17 - - - - - -
LS6 15 - - - - - -
LS7 30 15 16 17 15R |15 15
LS8 33 - 23 22 19 22 24
LS9 30 23 15 15 30 17 -
LS12 22 - - - - - -
LS13 - - - - 14 - -
LS14 26 - - - - - -
LS15 25 16 - - 24 - -
LS16 35 25 15 15 30 14R |15
LS18 18 - - - - - 13
LS19 17 - - _ - - -
LS22 20 - - - - - -
BS1* 30 20 23 21 22 21 25
BS2 18 14 19R [20R |21 15R |-
BS6 22 - - - - - -
BS7* 21 19 25 25 30 24 29
NS1 25 - - - 17 - -
NS2* 40 14 16 17 15R |15 15
NS3 15 - 12 - - - 14R
NS4 25 - 17 18 15 18 23
NS5 15 - - - - - -
NS6 16 - - - - - -
AS2* 32 22 22 23 22 22 24
AS3 30 20 - - 18 |- -
TS1 15R - - - - - -
TS2* 34 22 15 18 25 16 17
HS1 15 - - - - - -
HS2 30 29 16 19 29 17 -
Js1 30 21 31 31 - 35 25
LS1, LS2, LS3, LS10,
LS11, LS17, LS20,
LS21, BS3, BS4, - - - - - - -
BS5, BS8, NS7, et
AS1

* . souches ayant une activité contre toutes les S. aureus testés.

R :ralentissement, - : Absence d’activité.
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SaF
N
LS1 . LS2
L = BS1
BS5 o
AS1
| LS3
"

~—

Figure 18. Activité antagonistes de quelques souches de Streptomyces contre les S. aureus
testés.

Sur les 45 souches de Streptomyces testés, 31 souches (soit 68,88 %) ont montrées une
activité antagoniste contre au moins une souche de S. aureus avec une zone d’inhibition
supérieure a 12 mm. En revanche 14 souches (soit 31,11%) n’ont montré aucunes activités
(figure 19). Parmi les souches actives 5 souches (NS2, BS1, BS7, TS2, et AS2) ont montré
des activités moyennes a bonne contre toutes les souches de S. aureus testées avec des
diametres d’inhibition
de 15 a 40 mm (figure 20).

B souche active

 souche non active

Figure 19. Fréquence des souches actives.
40



Chapitre 3 Résultats et discussions
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Figure 20. Activité antimicrobienne des isolats ayant une trés bonne activité contre

toutes les souches de S. aureus.

Nous soulignionsque la majorité des Streptomyces (31 souches) sont actives contre la
souche Sa639cet uniquement 14 a 18 souches de Streptomyces sont actives sur les autres S.
aureus testés

Discussion

Toutes les souches de S. aureus étudiées sont résistantes aux P-lactamines dont
I’oxacilline ce qui les qualifient de S. aureus résistant a la méticilline (SARM) (Daurel et
Leclercq, 2008). En effet, les S. aureus qui sont résistants aux pénicillines du groupe M, sont
connus pour leur habilité a résister a plusieurs autres groupes d’antibiotiques et tout
particulierement aux rifamycines et aux macrolides (Leclerq, 2002 ; Nikaido, 2009) ce qui
corrobore avec nos résultats. La résistance a 1’oxacilline correle avec la présence du geéne
mecA. Ce géne est porté par un élément génétiguement mobile et code pour la protéine PLP2a
additionnelle impliquée dans la biosynthése du peptidoglycane.Selon la littérature, la
résistance des S. aureus a la famille des B-lactamines est plus remarquable contrela pénicilline
avec 80 a 95 %; cela est expliqué par la production d’une pénicillinase (Daurel et Leclercq,
2008). Par ailleurs, notre étude a révélé que le taux de sensibilité été trés élevé vis-a-vis les
autres familles d’antibiotique utilisés. Cela corrobore avec les résultats rapportes par le réseau
algérien de surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques dans son 13°™ rapport,

avec 58% de souches de S. aureus sensiblesen Algérie (Draghiet al., 2004).
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Parmi les souches de S. aureus testées, la souche SaF se distingue par sa résistance a la
majorité des antibiotiques (13 antibiotiques) utilisés ce qui la qualifie d’une Bactérie Multi-
Résistante (BMR) (Khiev et Veber, 2010).

Actuellement, un intérét particulier est accordé a la surveillance et au dépistage des
BMR dont font partie les S. aureusmultirésistants. Ces bactéries sont considérées comme un

réservoir de genes de résistances (Birgand et Lucet, 2013).

La mise enévidence de I’activité antagoniste des 45souches de Streptomycescontre les
Staphylocoques a été mesurée par la méthode des cylindres d’agar sur le milieu ISP2. Ce
dernier a été choisi sur la base des résultats obtenus par les chercheures de laboratoire LBSM
(Badjiet al., 2007 ;Boudjella,2007 ; Aouicheet al.,2012; Bouznada, 2018). Les résultats
obtenus ont montrés que 31 souches (soit 68,88 %) ont une activité antagoniste contre au
moins une souche deS. aureus testée, avec un degré d’activités variant selon les souches. Ces
résultats sont similaires a ceux rapportés par Driche, 2016qui a travaillé sur lesStreptomyces
antagonistes aux staphylocoques. Il a trouvé que 68% des souches d’actinobactéries actives
sont des Streptomyces.Cette grande capacité antagoniste vis-a-vis des S. aureus a été
également soulignée par plusieurs auteurs (Sabaouet al,1998 ;Soleckaet al.,2012 ; Aouicheet
al.,2012; Toumatiaet al.,2014; Diche,2016).Comparé aux travaux réalisés sur
lesStreptomycesisolés des sédiments marins, nos souches de Streptomyces ont montré une
bonne activitéantistaphylococciquece qui concorde avec les résultats obtenus par (Solankiet
al.,2008). Dans le travail d’Anzaiet al (2008) le nombre global des souches qui ont une
activité antagoniste est de I’ordre de 30% contre les S. aureus.

Cinque souchesde Streptomyces (NS2, BS1, BS7, TS2, et AS2) ont montré une bonne
activité contre toutes les S.aureustestés. Les plus grandes activités antagonistes ont été
obtenues contre S.aureus639c avec une sensibilité aux antimicrobiens sécrétés par 31 souches
de Streptomyces testées. Nous notons que 14 souches de Streptomyces sont actives contre la
souche SaF de S. aureus qui présente une résistance a la majorité des antibiotiques
commercialisés ce qui nous a permis de déduire que ces souches de Streptomyces peuvent étre
une source importante de nouvelle molécules bioactives, et peuvent remplacer la gamme des
antibiotiques qui y sont résistantes. L’utilisation des germes cibles ayant un profil de
résistance bien établi est recommandée dans le criblage des activités antimicrobiennes.Les
stratégies de recherche de nouvelles molécules sont multiples et sont orientées principalement
vers la recherche des molécules actives produites par des microorganismes provenant

d’habitats non exploités auparavant (Newman et Cragg, 2007). Plusieurs espéces de
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Streptomyces d’origine marines ont ¢été¢ récemment décrites et étudiées pour leur potentiel a
produire des meétabolites secondaire, y compris la production des antibiotiques. Ces

antibiotiques sont originaux et particuliers par rapport & ceux produits par les actinobactéries
terrestres (Sanchez etal. 2003; Maskeyetal., 2004; Macherlaetal. 2005).
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I. Isolement, distribution et caractérisation morphologique des isolats

1.Isolement des Streptomyces

L’isolement des Streptomyces marins est effectué sur lemilieu chitine-vitaminesagara
base de I’cau distillé (milieu M1) et un deuxieme milieu a base d’eau de mer, de chitine et de
vitamines B (milieu M2) additionnés des agents sélectifset incubé a 30°C pendant 2 a 4
semaines. Les colonies qui ont montré, aprés observation au microscope optique, les
caractéristiques morphologiques des Streptomyces, en particulier la formation du MA aux
sporophores formant des chaines de spores et du MS non fragmenté avec des filaments tres

fins ont été repérées. Les Streptomycesont été retrouvés dans les 7 échantillons analyses.

2.Sélection et distribution des isolats

Un total de 45 isolats de Streptomycesa été sélectionnés pour la présente étude, a partir
de différentes cotes: Ténés (7 isolats), Jijel (1 isolats), Béjaia (8 isolats), Staouali (22 isolats),

Annaba (3 isolats), Ain Témouchent (3 isolats) et Ain Taya (2 isolats) (figure 4).
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Figure 4. Nombre d’isolats de Streptomyces prélevés selon les sites d’étude

Les deux milieux utilisés nous ont permis d’isoler les Streptomyces mais le milieu M1 s’est
révélé étre le meilleur.En effet, 32 isolats (71,11%) ont été prélevés du milieu M1, 13 isolats

(28,9%) du milieu M2 (figure 5 et tableau 7). Cettesélection est basée essentiellement sur la
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diversité culturale et morphologique remarquée lors de 1’observation a I’ceil nue et au

microscope optique sur les milieux d’isolement.

Figure5. Répartition des Streptomyces selon les milieux d’isolement.

Tableau?. Distribution des Streptomyces marines dans les prélevements de sédiment analysés

Résultats et discussions

H Milieu M1
m Milieu M2

sur les milieux M1 et M2.

M1 M2
Dilution
10* 10 103 10* 10 103
édiment
NS3
NS4
NS - NS2 NS1 NS5 NS7 -
NS6
o
BS6 BS1 ) BS5 ) )
BS BS7
BS8
LS1
LS9
LS10 tgg LS16
LS11 LS4 LS17
LS12 LS5 ) ) LS18
LS13 LS6 LS19
LS LS14 LS22
LS7
LS15 LS8
LS20
LS21
AS2
AS AS1 - AS3 - - -
TS TS2 i i i i )
TS3
HS HS1 - - HS2 - -
JS - Js1 - - - -

NS= sédiment de Ténés. BS= sédiment de Béjaia. LS=sédiment de Staouali. AS= sédiment d’ Annaba.

TS=sédiment d’Ain Taya. HS= sédiment d’Ain Témouchent. JS= sédiment de Jijel. - = aucun isolat n’a été

prélevé
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3. Caractérisation morphologique des isolats deStreptomyces

L’étude morphologique des 45 isolats de Streptomyces marins est effectuée sur les
milieux ISP2 et ISP4.La plupart des isolats sectionnés (45 isolats) sont caractérisés par un MS
qui ne se fragmente pas et un MA qui produit des chaines de spores plus ou moins longues (5
a 50 spores par chaine en général) portées par des sporophores bien développés aboutissant a
la formation de chaines de spores de types variables selon les isolats. Ces chaines peuvent étre
spiralées (type S = Spira), en boucle fermees et/ou en crochets (type RA = Retinaculum
Apertum) ou encore droites a flexueuses (type RF = Rectus Flexibilis). Certains isolats
possedent a la fois les types S et RA (SRA) ou S et RF (SRF).Cette diversité dans
I’organisation des chaines de spores du MA nous a permis de classer nos isolats dans 5
groupes (tableau 8 et figure 6).Une diversité dans les caractéristiques macromorphologiques
étudiées a été remarquée au sein de ces groupes ce qui nous a permis de diviser chaque groupe
en sous-groupes.

Tableau8. Répartition des isolats de Streptomyces selon le type du MAcorrespondant.

Groupe Isolats de Streptomyces Type de mycélium
G1 LS1,L.S2, LS6, LS8, LS9, LS10, LS11, LS14, LS15, LS16, LS17, Tvoe S
LS19, LS21, LS22, NS1, NS3, NS4, BS6, BS8, HS2, TS2, et AS2 yp
G2 NS2, NS5, NS6, LS4, LS5, LS12, LS13, LS18, BS2, BS3, BS4, Tvpe RE
BS5, AS3, HS1et TS1 yp
G3 AS1 Type RA
Ga NS7, LS3, LS9, LS20, BS7, et JS1 Type SRA
G5 BS1 Type SRF
*=Des micrographies sont présentées ci-dessous.
30 -
g& - 22
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type S type RA  type RF type SRA type SRF
Type de mycelium

Figure 6. Distribution des Streptomyces selon le type du MA.
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La majorité des isolats de Streptomyces ont montré une bonne croissance sur les deux
milieux testés, avec une meilleure croissance sur le milieu ISP2. Ces isolats sont caractérisés
par la présence d’un MA de couleur tres varié (gris, jaune, blanc, beige, rose, rouge, bleu,
vert, violet). Le MS présente des couleurs différentes mais pour la majorité il est coloré en
beige et pour certains d’entre eux en jaune, brun, violet et rose. Les PS sont sécrétés
uniquement chez certains isolats, avec des couleurs dominantes : le brun, rose, le jaune,

orange, rouge.

3.1. Isolats de type S (groupe G1)

22 isolats (soit 48,88%) ont éte rattachés au type S de Streptomycessur la base des
caractéristiques micromorphologique. Ces isolats présentent un MAbien développé sur les
deux milieux et qui portent des chaines de spores de 5 a 50 portés par un sporophores, et
présentent un nombre de spires qui varie entre 2 a 6 tours sur ISP2, et d’environ 1 a 8 tours

sur ISP4.Ces isolats présentent une sporulation abondante et nette (figure7).

Figure 7. Micromorphologie du MA de I’isolat LS17 sur le milieu ISP2 observée au

microscope photonique (grossissement 400 avec effet de zoom).

Ce groupe se caractérise par une bonne croissance sur les deux milieux testés en
particulier I’ISP2 pour I’ensemble des isolats. La couleur du MA est grise pour la plupart des
isolats, mise a part quelques isolats dont le MA est beige blanchatre, bleu ou encore jaunatre.
La couleur du MS sur les deux milieux testés est variable d’un isolat a un autre. La production

de PS a été observée chez uniquement 8 isolats (tableau 9, figure 8).
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Tableau 9. Caractéristiques culturales desStreptomycesdu typesS.

Sous- Isolats Milieux | Croissance MA MS PS
groupe
LS1,LS6, LS8et | ISP2 +++ Gris clair Beige -
Gl-1 LS19 ISP4 ++ Gris clair Beige & Brun -
LS2, LSilet | ISP2 + GrisaGris | g fonce Brun
G1-2 1S10 olivacé olivacé
ISP4 ++ Grismoyen | Brunarouge | Brunatre
NS1, BS6, LS15, | ISP2 +++ Gris foncé Beige clair i
G1-3 LS14etHS2 ISP4 ++ Gris clair Non coloré -
ISP2 ++ Beige Beige brun -
G114 NS3 et LS16 ISP4 . Jaune
++ Beige bruna -
runatre
ISP2 +++ Gris clair beige -
G1-5 AS2 ISP4 . Grisclair | JAUnetres | 5nge
trés vif
ISP2 ++ Beige Beige a_Belge i
clair
G1-6 LS22 ISP4 t Blanchatre a | Jaune orangé i
beige vif
ISP2 +++ Beige clair Jaune clair -
G1-7 LS9 ISP4 Beige
++ - : -
brunétre
ISP2 +++ Gris moyen Brun moyen | Brun miel
G1-8 NS4 i ira 3
1SP4 et Gris clair a Brun p_ale a Brunatre
moyen clair
ISP2 +++ Bleu grisatre | Brun moyen -
G1-9 LS17 - - .
ISP4 ++a +++ Bleu clair Brun jaunatre -
P2 | weaser || ReRmde]
G1-10 TS2 Rose a violet Rose
ISP4 +a++ - . . .
clair violacé
ISP2 +++ Gris rosatre Jaurltla_ci:ﬁcnge J?gSeea
Gl-11 BS8 ISP4 Jaun% a
++ Gris rosatre Jaune clair
orange
ISP2 +++ Gris moyen Violet Orange
G1-12 LS21 - - "
ISP4 ++a +++ Gris moyen Verdatre -

MA = mycélium aérien, MS = mycélium du substrat, PS = pigments solubles, - = absence de pigments solubles,

+ = croissance faible, + + = croissance moyenne, + + + = bonne croissance, ++++ = trés bonne croissance.
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ISP4 ISP2

Figure 8. Aspect du MA de I’isolat LS17.

3.2. Isolat de typeRF (groupe G2)
Ce groupe comprend 15 isolats (soit 33,33%) ayant montré les caractéristiques
micromorphologiques des Streptomycesde type RF. Ces isolats comportent un MSqui ne se

fragmente pas surmonté par un MA qui porte des chaines de 5 a 30 spores (figure 9).

Figure 9. Micromorphologie du MA de I’isolat AS3 sur le milieu ISP2 observée au
microscope photonique (grossissement 400 avec effet de zoom).

Les souches de ce groupe se caractérisent par une bonne croissancesur les deux milieux
testés avec un MA de couleur jaune grisatre pour la plupart des isolats. Tandis que la couleur
du MS est soit beige soitbruneselon les milieux. Les deux souches NS5 et NS6 produisent sur
le milieu ISP4 un PS de couleur brunatre(tableau 10, figure 10).
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Tableau 10. Caractéristiques culturales des Streptomyces du type RF.

Groupe Isolats Milieux | Croissance | MA MS PS
ISP2 ++ 3 +++ JguAne Bru_n -
G2-1 BS3, BS4, TS1, HS1, LS5, LS12, grisatre clair
LS13, LS18 et AS1 1SP4 t JguAne Beige
grisatre -
ISP2 +++ Gris Beige -
G2z 852 eLAS3 ISP4 ++ Blanc | Beige | -
ISP2 4+ C';'g:é Beige | -
G2-3 BS5, et LS4 Non
ISP4 ++ . Beige -
coloré
ISP2 et Jr?:a”tfe Brun | brun
G2-4 NS5 et NS6 gJaune Ao
ISP4 ++ . . brun
grisatre olive
ISP2 + Gris Brun )
pale moyen
G2-5 NS2 Gris Brunatre
ISP4 +++ clair a -
pale
moyen

MA = mycélium aérien, MS = mycélium du substrat, PS = pigments solubles, - = absence de pigments solubles,

+ = croissance faible, + + = croissance moyenne, + + + = bonne croissance, ++++ = trés bonne croissance.

ISP4 ISP2

Figure 10. Aspect du MA de I’isolat AS3.

3.3. Isolat de typeRA (groupe G3)

Un seul isolat (AS1) (soit 2,22%) de Streptomyces a été classé sur la base des caractéristiques
micromrphoologiques dans le groupe des Streptomyces de type RA. 1l présente des chaines de
spores,de 5 a 20 spores, portées par un sporophores bien développé (figure 11).
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Chaine de spores

Figure 11.Micromorphologie du MA de I’isolat AS1 sur le milieu ISP2 observée au
microscope photonique (grossissement 400 avec effet de zoom).

Ce groupe est représenté par un seul isolat (AS1) dont la croissance est bonne sur les
deux milieux ISP2 et ISP4. Cet isolat se caractérise par un MA de couleur gris clairet un MS
beige sans production de PS. (tableaull, figure 12).

Tableau 11. Caractéristiques culturales de I’isolat AS1.

Groupe Isolats Milieux Croissance MA MS PS
ISP2 +++ Gris clair Beige pale a -
G3-1 AS1 - - -
ISP4 ++a+++ Gris clair Beige pale -

MA = mycélium aérien, MS = mycélium du substrat, PS = pigments solubles, - = absence de solubles, + =

croissance faible, + + = croissance moyenne, + + + = bonne croissance, ++++ = trés bonne croissance.

ISP4 ISP2

Figure 12. Aspect du MA de I’isolat AS1.
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3.4. Isolats de typeSRA (groupe G4)

Sur la base de leur caractéristiques micromorphologiques nous avons pu rattacher 6
isolats (soit 13,33%) auStreptomyces de type SRA. Ces isolats présentent un MA avec des
chaines de 3 a 20 spores sur ISP2 et de 5 a 50 spores sur ISP4.Le nombre de spires varie de 1
a 4 avec des pseudo-verticilles sur le milieu ISP2 et de 1 a 8 sur le milieu ISP4. Ces isolats
présentent parfois un MA au bord stérile, mais fortement dense et compacte sur le milieu ISP4
(figure 13).

Figure 13. Micromorphologie du MA de I’isolat JS1 sur le milieu ISP4observée au

microscope photonique (grossissement 400 avec effet de zoom).

Tous les isolats de ce groupe présentent une bonne croissance sur le milieu ISP2 et une
croissance moyenne sur le milieu ISP4 avec des couleurs variables pour le MA et le MS. Un
seul isolat produit un PS de couleur brune (tableau 12, figure 14).

Tableau 12. Caractéristiques culturales des Streptomyces du type SRA.

Groupe Isolats Milieux | Croissance MA MS PS
. . Brun
Gal LSZO’SLS3’ et ISP2 +++ Gris clair jaunatre -
ISt ISP4 ++ blanc Beige clair -
ISP2 +++ Gris olivacé Jaune pale -
Ga-2 BST ISP4 ++ Grisolivace | 5 e pale -
clair
ISP2 ++++ Rose-beige Beige a Tra(ies
brun brunétre
G4-3 NS7 X
Jaune rosatre Jaune Traces
ISP4 +++ . A
beige orange brunétre
ISP2 +++ Beige rosatre Brun vif -
Ga-4 LS7 ISP4 +4+ Beige rosatre | Brun jaune -

MA = mycélium aérien,MS = mycélium du substrat, PS = pigments solubles, - = absence de pigments solubles,

+ = croissance faible, + + = croissance moyenne, + + + = bonne croissance, ++++ = trés bonne croissance.
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ISP4 ISP2

Figure 14. Aspect du MA de I’isolat JS1.

3.5. Isolat de typeSRF (groupe G5)

Sur la base de leur caractéristiques micromorphologiques nous avons pu classer un seul isolat
(soit 2.22%) (BS1) dans le groupe de Streptomycesde type SRF. Cet isolat possede un
MAavec des chaines de spores de type RF, et parfois de type S. Le nombre de spore varie de
10 a 30 spores sur ISP2 et de 10 a 50 spores sur ISP4. Le nombre de spires varie selon les
milieux de culture: de 1 a 2 tours sur ISP2 et de 2 a 6 tours sur ISP4(tableau 10, figure 15).

Figure 15. Micromorphologie du MA de I’isolat BS1 sur le milieu ISP2 observée au

microscope photonique (grossissement 400effet de zoom).

Ce groupe contient un seul isolat (BS1) qui se développe bien surles deux milieux avec
unMA gris et un MS jaune clair sans production de PS (tableaul3, figure 16).
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Tableau 13. Caractéristiques culturales du I’isolatFBS8.

Groupe Isolats Milieux Croissance MA MS PS
ISP2 +++ Gris Jaune clair -
G5-1 BS1 ] ]
ISP4 ++ Gris Jaune clair -

MA = mycélium aérien, MS = mycélium du substrat, PS = pigments solubles, - = absence de pigments solubles,
+ = croissance faible, + + = croissance moyenne, + + + = bonne croissance, ++++ = trés bonne croissance.

uﬁ
g
-
*
T

ISP4 ISP2

Figure 16. Aspect du MA de I’isolat BS1

32




Chapitre 3 Résultats et discussions

Discussion

Le choix de biotope marin comme foyer de recherche est basé sur les résultats
intéressants obtenus par plusieurs chercheurs qui ont montré la richesse et la diversité de ce
biotope en actinobactéries, qui parfois dépassent les autres groupes de microorganismes en
densité (Goodfellow and Haynes, 1984 ; Barcina etal., 1987; Pisano etal., 1992; Jensen etal.,
1991). En effet, peu d'études ont été dirigées spécifiquement sur les actinobactéries marines,
mais les preuves disponibles confirment une grande diversité taxonomique et distributions a
travers les habitats marins (Weyland, 1981; Goodfellow et Haynes, 1984; Takizawa etal.,
1993). En Algérie,seuls les travaux de Boucheffa (2011), Djinni (2014) et Melouk(2016) ont
porté sur la diversité des actinobactéries dans les milieux marins. L’ensemble de ces travaux
ont suggéré que ces habitats peuvent étre utiles pour 1'isolement d’un nombre important
d’actinobactéries a potentiel €levé pour la production de nouveaux composés.

La présence des Streptomyces dans des échantillons d'eau et de sédiments marins a été
rapportée par plusieurs auteurs: Grein et Meyers (1958); Walker et Colwell (1975); Barcina et
al. (1987); Jensen et al. (1991); SivaKumar (2001).

L’isolement des Streptomyces marins est effectué sur des milieux de culture a base
chitine et incubé a 30°C pendant 2 a 4 semaines. Ces milieuxsont préconises par différents
auteurs pour I’isolement des actinobactéries (Hayakawa et Nonomura, 1984; Boudjella, 1994;
Pathom-aree etal., 2006; Zhang etal., 2010 ). Ils contiennent un mélange des vitamines du
groupe B utilisé comme facteurs de croissance et cela permet aux genres relativement rares et
qui sont souvent auxotrophes pour ces vitamines de croitre (Hayakawa et Nonomura, 1984).
Cemilieu est a base de chitine comme unique source de carbone et d’azote. Ainsi ce substrat
est considéeré comme 1’élément sélectif qui favorise la croissance (Domergues et Mangenot,
1970). En effet, les actinobactéries dégradent mieux la chitine par rapport aux autres
microorganismes qui la dégradent difficilement ou pas. Nous avons utilisé dans cette étude
deux milieux différents dans le but d'avoir des isolats de Streptomyces qui pourraient étre
fortement antagoniste. Le milieu M1 (milieu a base d’ecau distillé contenant des sels
minéraux) a permis de sélectionner un taux élevé deStreptomyces,contrairement au milieu
M2(milieu a base d’eau de mersans ajout de sels mineraux)qui a révelé un taux assez faible de
Streptomyces.Nos résultats concordent avec les travaux réalisés par Ramesh et mathivanan
(2009) qui ont isolé 168 souches d’actinobactéries uniquement a partir de 172 échantillons de
sédiments marins en utilisant un milieu a base d’eau de mer.En outre, le nombre restreint de
souches de Streptomyces obtenu sur le milieu M2suggéreraient que ces derniéres sont a

I’origine des souches terricoles qui ont ét¢ déversées dans la mer. Cette suggestion est
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confortée par le faite que nos échantillons sont proche de la cote (environ 1-100 métre). Ces
deux milieux contiennent également 1’actidionne (antifongique)et 1’acide nalidixique ce qui
favorise la diversité des isolats et 1’élimination ou diminution le nombre de bactéries non
mycéliennes indésirables (Boudjella, 1994; Sabaou et al., 1998).

Des travaux réalisés dans le monde ont constatés que I’isolement des Streptomyces des
milieux marins est caractérisé toujours par un nombre restreint des isolats, ces chiffres
relativement faibles peuvent étre dus a la profondeur des stations d'échantillonnage (Weyland,
1981). Cette suggestion est confortée par le rapport de Chandramohan etal. (1986), qui n'a
enregistré aucune colonie de Streptomycesa partir des sédiments d'origine de 1’océan indien
méme en utilisant des milieux sélectifs.Cependant cette constatation n’argumente pas notre
cas, car nos prélévements proviennent des cotes.

Notre étude a révélé que 45 isolats de Streptomyces ont été retrouvées dans les sept
échantillons analyses ce qui confirme les résultats intéressants obtenus par Omura, (1992) qui
a trouvé que le genre Streptomyces est le plus fréquemment enregistré.De méme, les
Streptomyces représentaient environ 90% a 95% des actinobactéries retrouvées dans les divers
biotopes marins (Lechevalier, 1964; Lechevalier et Lechevalier, 1967). Ellaiah et Reddy
(1990) ont isolé des Streptomycesa partir des sédiments marins et ont signalé la prédominance
du genre Streptomyces avec un pourcentage de 20%.Cependant Sponga etal. (1999) ont
rapportés que les sédiments marins ont donné une moyenne d’actinobactéries isolées de 50%
du genre Streptomyces et 50% d’actinobactéries rares, y compris Micromonospora.
Contrairement aux résultats précédents, Jensen etal. (1991) et Mincer etal. (2002) ont travaillé
sur les sédiments marins et ont signalé que le genre Micromonospora est prédominant. Nos
résultats confirment que les Streptomyces sont dominantes dans les sédiments marins.

Les 45 isolats de Streptomyces poussent et sporulent bien sur les deux milieux testés ISP2 et
ISP4.Ces deux milieux favorables sont riches en sources de carbone et d’azote. Ce qui facilite
la croissance des Streptomyces et leur sporulation rapides en une période delO jours. Il faut
rappeler que les Streptomyces sont connues pour leur bonne croissance sur ces milieux grace a
la production d’une large gamme d’enzymes telles que : les amylases, les protéinases, les
pectinases, les glycosidases, etc (Solanki et al., 2008).La plupart des isolats possedent un MS
non fragmenté surmonté par un MA qui produit des chaines de spores portés par un
sporophore plus au moins variable selon les isolats (S, RA, SRA, RF, SRF), ce qui correspond
a nos isolats de Streptomyces. (Locci, 1989 ; Holtet al., 1994).

En tenant compte de la couleur duMA, la plupart des isolats sont classés dans la série des

Streptomyces gris et Streptomyces beige, nous rappelons que ces derniéres séries représentent
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pres de 40%des 500 especes de Streptomyces décrites dans le manuel de Bergey de 1994
(Holt et al., 1994).
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Conclusion et perspectives

Vu I’émergence de la résistance de Staphylococcus aureus vis-a-vis de différentes
familles d’antibiotiques qui a augmentée de maniere alarmante ces derniéres années, la
recherche de nouvelles sources d’antistaphylococciques s’impose dans ce contexte.
L’investigation des actinobactéries, en particuliers le genre Streptomyces,dans les milieux

marins constitue un axe de recherche potentiel.

Notre travail s’inscrit dans ce cadreen recherchant desStreptomyces dans les sédiments
marins du littoral algérien, ainsi que 1’étude de ’activité antistaphylococccique des souches
isolées.

Notre étude a été réalisée sur 7 échantillons provenant de différentes cotes d’Algérie
(Staouali, Ain Taya, Ain Témouchent, Ténes, Béjaia, Jijel, et Annaba). L’isolement des
actinobactéries sur les milieux M1 et M2 a permis d’obtenir 45 isolats. Leurs caractérisation
morphologique a permis de les rattacher a 5 types de Streptomyces selon 1’organisation de

chaines de spores.

L’étude du profil de résistance des 7 souches de S. aureus, montrent des niveaux de
résistance différents vis-a-vis plusieurs familles d’antibiotiques (ou les S.aureus testés
présentaient le pourcentage le plus élevé de résistance contre toutes les -lactamines).Parmis
lesS.aureustestés,la souche SaF présente une forte résistance a plusieurs familles
d’antibiotiques testées.La sensibilité des souches de S.aureus est a signalerpour le reste des

familles d’antibiotiques antistaphylococcique testées.

L étude du pouvoir antagoniste des souches de Streptomyces a été effectuee par la
méthode des cylindres d’agar, contre les 7 souches S.aureus.Les résultats de I’antagonisme
ont révélé un potentiel important des souches a produire des molécules bioactives. En effet sur
les 45 souches de Streptomyces, 31ont montré une activité contre au moins une souche deS.
aureus testées, et les autres ont une activité moyenne a faible. En revanche 14 souches n’ont
présenté aucune activité. Parmi les souches actives,( souches (NS2, BS1, BS7, TS2, et AS2)

ont montré de bonnes activités contre toutes les souches de S. aureus testées.

Il est intéressant de noter que 14 souches de Streptomyces sont actives contre la Sa6,
qui est multirésistant,en particulier les souches, BS7, BS1, AS2, qui possédent une forte
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activité contre elle. Ces dernieres peuvent étre une source prometteuse de nouvelles molécules

bioactivesantistaphylococciques.

Notre travail confirme une autre fois que le milieu marin est une source potentielle de
point devu diversité des Streptomyces et activité antibactérienne. L’exploitation de ce
potentiel pourrait répondre au besoin accru des antibiotiques surtout contre les SARM et les
BMR.

Le travail effectué ouvre des perspectives multiples qui concernent :

0 Du point de vue taxonomique, il serait nécessaire d’identifier avec exactitude les
souches isolées en étudiant les caractéristiques physiologiques, chimiotaxonomiques et
moléculaires, notamment ’analyse du géne codant pour I’ARNr 16S et 1’hybridation
ADN-ADN afin de déterminer avec exactitude le rang hiérarchique.

0 Etudier les métabolites secondaires bioactives qui sont secrétés par les 5 souches de
Streptomyces qui peuvent étre une source de molécules efficaces contre le S. aureus
résistant aux différentes familles d’antibiotiques.

0 La recherche des activités biologiques, autre que les antibiotiques, des souches actives

telles que les activités antitumorales et antiparasitaires.
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Introduction

Introduction

Les actinobactéries sont des procaryotes trés recherchées en biotechnologie a cause de leur
role important dans la production des composeés bioactifs. Ce groupe de bactéries a fourni un
nombre considérable d’enzymes, de composés antitumoraux, d’agents immunosuppressifs,
d’insecticides, d’antiparasites, d’herbicides, d’antioxydants et surtout d’antibiotiques (Solanki
et al., 2008). Elles continuent toujours a étre une source précieuse de ces molécules. Ces
microorganisme et surtout ceux qui ont une structure mycélienne, sont réputés pour la
production d’antibiotiques en particuliers le genre Streptomyces qui sécréte prés de la moitié
des antibiotiques naturels d’origine microbienne (Solecka et al., 2012). Ce genre continue

d’intéresser de nombreux laboratoire dans le monde (Ray et al., 2016 ; Akhwale et al., 2015).

Les chercheurs s’évertuent a isoler perpétuellement de nombreuses souches
d’actinobactéries de divers milieux, surtout les milieux aquatique et terrestre ou les conditions
de vie sont tres difficiles (Williams et al., 1983; Stach et Bull, 2005). L’identification dans ces
milieux accroit la possibilité de découvrir de nouveaux taxons et également de nouvelles

molécules bioactives ayant des activité intéressantes (Soleckaet al., 2012).

Le phénomeéne de la multirésistance des Staphylococcus aureus pathogenes aux antibiotiques
ne cesse malheureusement de progresser et continue aujourd’hui de causer de véritable
problémes cliniques et échecs thérapeutiques. En Algérie, comme ailleurs dans le monde,
plusieurs travaux publiés ont signalé I'apparition de nouvelles souches bactériennes
multirésistantes aux antibiotiques cliniqguement utilisés, dont certains sont des molécules tres
récentes (3= et 4:m~géneration d'antibiotiques) (Paterson, 2006; Touati, 2006; Aggounet al.,
2008; Messaiet al., 2008; Okesola et Makanjuola, 2009).

Cela nous a incité a rechercher des isolats de Streptomyces a partir de sédiments marins
provenant de sept cotes du littoral algérien, de les caractérisés partiellement et d’évaluer leur
action antagoniste contre sept souches de Staphylococcus aureus dont le profil de résistance a

été déterminé.



Introduction

Ce travail est présenté en trois parties :

o

La premiere partie est réservée a une analyse bibliographique portant sur les différents
aspects abordes dans ce mémoire, a savoir, la définition des actinobactéries en spécifiant

le genre Streptomyces du point de vue taxonomique, propriétés et intérét.
La deuxieme partie est consacrée a la description du matériel et des méthodes utilises.

Dans la troisieme partie, les résultats sont présentés et discutés. lls concernent tout
d’abord I’isolement des Streptomyces, la purification et la conservation des isolats

sélectionnés, leur identification partielle et enfin 1’évaluation de leur activité bactérienne.
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Chapitre 1 Synthése bibliographiques

l. Généralités sur les actinobactéries

1. Définition des actinobactéries et classification

Les actinobactéries appelées auparavant actinomycetes sont des bactéries a Gram positif

capables de former des spores asexuées (conidiospores ou sporangiospores) et des hyphes
ramifiés non fragmentés ou fragmentés. Leur développement donner lieu & des colonies
circulaires constituées de filaments qui irradient par croissance centrifuge tout autour du
germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973; Lechevalier et Lechevalier, 1981). Ceci
explique leur dénomination «actinomycetes» du Grec « aktino, mycetes » ou « champignons a
rayons» ou encore « champignons rayonnants » (Gottlieb, 1973). Les actinobactéries étaient
classées dans l'ordre des Actinomycetales (Mariat et Sebald, 1990). Certains représentants de
ces microorganismes, surtout les aérobies, ont longtemps été rejetés de I'ensemble des
bactéries et confondus avec les champignons du fait de leur morphologie fongoides (filaments
ramifiés, organes de sporulation etc.) (Becker et al., 1965) et de I'allure mycosique des
maladies qu'ils provoguent (Gazenko et al., 1998).
Ce probleme est résolu grace a la découverte de leur structure. Ce groupe de microorganismes
est définitivement classé parmi les procaryotes qui sont définis actuellement commes des
bactéries ayant un pourcentage G+C superieur a 55 % (Becker et al., 1965; Lechevalier et
Lechevalier, 1981).

Il. Taxonomie des actinobactéries

L’identification des actinobactéries est basée actuellement sur une approche
polyphasique. Ainsi, la plupart des genres peuvent étre définis par des critéres
morphologiques et chimiques, tandis que la détermination des espéces repose sur les criteres

physiologiques et surtout moléculaires (Bergey’s Manual, 2012).

1. Critéres d’identification des genres
1.1. Critéres morphologiques

Les criteres morphologiques sont importants pour reconnaitre certains genres
(Streptomyces) ou groupes de genres (nocardioformes). lls consistent a apprécier et a décrire

certains caracteres macro et micromorphologiques.



Chapitre 1 Synthése bibliographiques

a. Caracteres macromorphologiques

Les caractéristiques culturales des actinobactéries sont déterminees sur différents
milieux de cultures. Il s’agit d’observer, a 1’ceil nu, la production ou non du mycélium aérien
(MA) et la présence ou non de mycélium du substrat (MS), ainsi que la production ou non de
pigments mélanoides. Les couleurs du MA, du MS et de celle des pigments diffusibles (en cas

de production) sont déterminées a I’aide d’une charte de couleur (Kelly et Judd, 1976).

b. Caractéres micromorphologiques

Les caracteres micromorphologiques sont déterminés par l'observation directe au
microscope optique (et parfois électronique) des cultures poussant sur les milieux géloses
(Tresner et al., 1961; Holt et al., 1994). Les observations portent sur le MA et le MS. Le MA
peut étre stérile, fragmenté ou sporulant. Les spores sont généralement non mobiles
(Streptomyces ect...) ou parfois mobiles (Planomonospora ect...), isolées ou regroupées par
deux, par quatre ou en chaines plus ou moins longues. Les spores peuvent étre sessiles ou
portées par des sporophores ou encore disposées de maniéere anarchique sur le MA. Quelques
genres d’actinobactéries possedent des structures particuliéres, comme les sporanges, les
sclérotes ou les synnemata (Actinosynnema). Le MS peut étre stérile ou non, fragmenté ou
persistant. Il peut produire ou non des spores (mobiles ou non) ou des sporanges. La surface
des spores, observée au microscope électronique, peut etre soit lisse, rugueuse, épineuse ou

chevelue (Demain et Solomon, 1986).

1.2. Critéres chimiotaxonomique

La détermination des genres est encore renforcée par le systeme d'identification
chimiotaxonomique. Ce systeme, fondé au début des années 60, a soulevé I'importance des
constituants chimiques des cellules microbiennes lysées (hydrolyse acide, méthanolyse, etc.).
En effet, ces constituants, qu'ils soient pariétaux, membranaires ou cellulaires (acides aminés,
sucres et lipides), se sont révélés étre assez stables et discriminants (tableau 1). C'est ainsi que
leur analyse a permis de clarifier la position taxonomique de plusieurs genres qui était trés

confuse auparavant (Becker et al., 1964; Lechevalier et Lechevalier, 1970).
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Tableau 1. Principaux critéres utilisés pour la chimiotaxonomie des actinobactéries (Lechevalier et Lechevalier, 1970).

Type de
compose ) ) o
Structure Composés taxonomiquement importantes Chimiotype Exemple
cellulaire
Acides . . LL- DL-
Amings Paroi cellulaire DAP DAP Gly | Orn | DAB | Lys
Arabinose + xylose - + + - - - 11D Micromonospora
Madurose (= 3-0-méthyle galactose) - + - - - - I B Actinomadura
Rhamnose + galactose - + - - - - IE Saccharothrix
Arabinose + galactose i + i i i i vV A Nocardia
R + - + - - - 1C Streptomyces
Sucres Cellule entiére
- + - - - - Ic Nocardiopsis
Absence de sucres taxonomiquement ) ) ) * ) * v Actinomyces
importants cités ci-dessus. N N a a a PRV Oerskovia
- - + + +- | VI Agromyces
- - - + - - VIl Cellulomonas




Chapitre 1 Synthése bibliographique

Suite du tableau 1.

Composés
Type de Type de lipide i i
composé yp p Structure cellulaire taxonomiquement
importantes -
Chimiotype | Exemples
PE | PC | PG | PGI
- - - \YJ Pl Actinomadura, Spirillospora
+ - - - PII Streptomyces, Pseudonocardia,
Phospholipides Saccharothrix
- + - \% Pl . .
Amycolatopsis, Nocardiopsis
Lipides Membrane cellulaire + |- + |- PIV Nonomuraea, Saccharopolyspora
- - + + PV Oerskovia

Ag saturés, Ag insaturés, iso 14/16/18 C, iso 15/17 C ; anteiso 15/17 carbones

Acides gras (A
gras (AQ) 10-méthyl cyclopropane (17/18 C)

MK-7, MK-8(H,), MK-8(H.), MK-9, MK-9(H,), MK-9(H,), MK-9(Hs), MK-

Ménaguinones (MK
| (MK 9(Hg), MK-10, MK-10(H.), MK-10(Hg)

Note : PE : phosphatidyléthanolamine; PC: phosphatidylcholine; PG: phospholipides contenant de la glucosamine; PGI: phosphatidylglycérol. + : présent; - :
absent; v : variable selon les genres et les espéces; orn: ornithine ; Gly: glycine; Lys: lysine; DAP : acide diaminopimélique; DAB: acide diaminobutyrique.
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2. Criteres d’identification des espéces
2.1 Critérs physiologique

Les tests physiologiques sont utilisés pour la détermination des especes
d’actinobactéries. Ils consistent en :

o Des tests de dégradation de différents composés (glucidiques, lipidiques, protéiques,
polymeres complexes, stéroides, etc...).

o Des tests de résistance a différents agents chimiques (antibiotiques, divers autres
agents chimiques).

o Des tests de croissances a différents pH, température, concentration en NaCl, etc...
(Goodfellow et al., 1990).

2.2. Critéres moléculaires

La taxonomie actuelle exige les analyses moléculaires. Ces analyses constituent un outil
fiable, puissant et obligatoire pour la proposition de nouveaux genres ou de nouvelles especes.
Elles ont permis de corriger la position taxonomique de certains genres et espéces déterminés
auparavant sur la base des criteres morphologiques, physiologiques et chimiques (Fischer et
al., 1983; Ochi et al., 1993).

2.2.1. Séquencage du géne codant pour I’ARN ribosomique 16S

Le séquencage du géne codant pour I’ARN ribosomique 16S est un outil
incontournable, rapide et efficace pour déterminer la position taxonomique au niveau des
especes (Rainey et al., 1996). Cette analyse a été introduite dans la taxonomie des
actinobactéries par Stacketbrandt et al. (1997). Deux espéces sont considérées différentes
lorsque le pourcentage de similitude est inférieur a 98,65 %. Cependant, des especes ayant des
pourcentages de similitude entre 98,65 et 100% peuvent aussi étre différentes si elle présente
un taux d’hybridation ADN-ADN inférieur a 70% (Kim et al.,2014).

2.2.2. Hybridation ADN-ADN

Cette étude est indispensable pour I’identification définitive des espéeces ayant un
pourcentage de similarité du géne codant pour I’ARN ribosomique 16S avec les especes
valides, supérieur ou égal au pourcentage limite de la détermination de nouvelles espéces qui
est de 98,65% (Kim et al, 2014). Cette méthode consiste a determiner le pourcentage de

réassociation de I’ADN génomique d’un taxon avec celui des especes les plus proches. Deux
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espéces sont considérées différentes si elles ont un taux de ressemblance de I’ADN

génomique inférieur a 70% (Wayne et al., 1987; Wellington et Ul-Hassan, 2009).

2.2.3. Pourcentage en Guanine —Cytosine

L’introduction du pourcentage de guanine-cytosine dans la taxonomie revient a
Chargaft (1950) qui a montré que le contenu en base puriques et pyrimidiques de I’ADN peut
varier entre 25 et 75% chez les bactéries. Les bactéries dont le taux en G+C différe de plus de
5% ne peuvent pas appartenir a une méme espéece et les bactéries dont le taux en G+C differe
de plus de 10% ne peuvent pas appartenir & un méme genre. Cepandant, des valeurs de
pourcentage en G+C identiques n’impliquent pas que les bactéries soient proches entre elles
car les bases peuvent etre disposées de maniére trés différente sur I’ADN (Stackebrandt et al.,

1997; Euzéby, 2002).

I1l1. Les actinobactéries marines

Il est prouvé que les actinobactéries forment généralement une petite fraction de la flore
bactérienne dans les habitats marins. L'opinion selon laquelle des actinobactéries peupleraient
normalement le milieu marin est trés controversée. En effet, il est largement admis que les
actinobactéries, isolées des échantillons marins, étaient en grande partie d'origine terrestre. Ce
point de vue est soutenu par le constat que leur nombre dans les habitats marins diminue si les
sites de prélevements sont de plus en plus éloignés de la terre. Cependant, on considére
parfois que les actinobactéries font partie de la flore marine indigene. Ainsi, il existerait bien
une flore actinobactérienne propre aux sédiments marins (Chavan et al., 2013), situés a plus
de 4000 m de profondeur (Khattabi et al, 2002). Les actinobactéries isolées des sédiments
marins sont métaboliquement actifs et adaptées a la vie dans la mer, qui est localisées en deux
zones, la zone cétiére et celle des sédiments de fonds marins. Ainsi il a été constaté que la
population d’actinobactéries et d'autres micro-organismes sont plus dense dans les mers peu
profondes (Weyland, 1981). Selon Ghanem et al., (2000) le nombre d’actinobactéries isolées
de sédiments marins a dépassé celui isolé des eaux de mer. En plus ces sédiments sont les

meilleurs fournisseurs de ces micro-organismes.
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IV. Le genre Streptomyces

1.  Définition du genre

Le genre Streptomyces, est le genre le plus étudié des actinobactéries de part de la
production importante de métabolites secondaires. Selon 1’édition de 2012 du manuel de
Bergey, les Streptomyces appartiennent a 1’ordre des Streptomycetales et a la famille des
Streptomycetaceae. Les Streptomyces sont des organismes aérobies, & Gram positif,
chimioorganotrophes, catalase positive. Ils possédent un métabolisme oxydatif et un taux de
GC compris entre 68 et 78% (Bergey’s Manual, 2012). Les Streptomyces sont caracterisés par
la présence d’un MS non fragmenté et d’un MA avec des sporophores formant des chaines de
spores (3 a 10, 10 a 50 ou plus de 50 spores par chaine) qui peuvent étre droites a flexueuses
(type RF = Rectus Flexibilis), en crochets ou en boucles fermées (type RA = Retinaculum
Apertum ou encore spiralées (type S = Spira) (figure 1). Généralement, les sporophores ne
sont pas verticillés a I’exception de certaines espéces. Les Streptomyces produisent un grand
nombre de pigments responsables des différentes couleurs du mycélium en plus des pigments
diffusibles. Leur température optimale est située entre 25°C et 35°C (a ’exception des
especes thermophiles ou psychrophiles) et leur pH optimum entre 6,5 et 8 (Stackebrandt et
Schumann, 2006).

Les cellules de ce genre contiennent une paroi de type IC (présence de I’isomere LL de
DAP avec glycine et absence de sucres caractéristiques) (Holt et al., 1994), des
phospholipides membranaires de type PIl (Lechevalier et al., 1977) et les acides gras de type
ramifiée iso et antéiso (Rezenka et al., 1984). Le genre Streptomyces est celui qui comporte le
plus grand nombre d’espéces dans le phylum des Actinobacteria. En effet, il compte
actuellement plus de 835 espéces définies sur la base du geéne codant pour I’ARN 16S et de
I’hybridation ADN-ADN (Parte, 2014).
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Figure 1. Types de chaines de spores rencontrés chez les especes de Streptomyces : (1)
Streptomyces avermectinius selon Takahashi et al., 2002 ; (2) Streptomyces aomiensis selon Nagai
etal., 2011 et (3) Streptomyces xiamenensis selon Xu et al., 2009

RF, Rectus Flexibilis (chaines de spores droites a flexueuses);RA, Retinaculum Apertum (chaines en
crochets ou en boucles fermées); S, Spira (chaines spiralées).

2. Les Streptomyces dans le milieu marin

Plusieurs especes de Streptomyces ont été isolées a partir du milieu marin ces derniéeres

années ce qui montre la richesse de ce milieu en ce genre (tableau 2).

Tableau 2. Distribution de quelques souches de Streptomyces dans le milieu marin.

Especes

Prévenance

Références

Streptomyces chitinivorans

Sédiments lacustres estuariens.

Ray et al., 2016

Streptomyces alkaliphilus

Sédiments du lac EImenteita dans la
vallée du Rift au Kenya.

Akhwale et al., 2015

Streptomyces oceani

Sédiment de la mer de Chine
méridionale.

Tianetal ., 2012

Streptomyces glycovorans

Streptomyces xishensis

Sédiments des Tles Xisha dans le sud de
la Chine.

Xuetal., 2011

Streptomyces nanshensis

Sédiment des Tles Nansha de la mer de
Chine méridionale.

Tian et al ., 2009

10
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V. Importance des Streptomyces

Les Streptomyces sont les meilleurs candidats pour la production des métabolites
secondaires bioactifs. En effet, ce genre est a l’origine d’environ 70% des molécules
antibiotiques utilisées en médecine et 60% des antifongiques utilisés en agriculture (Sujatha et
al., 2005). La plupart des Streptomyces peuvent dégrader des composés d’origine animale ou
végétale comme les polysaccharides (amidon, pectine, cellulose et chitine ), des protéines
(kératine et 1’¢lastine), la lignocellulose et des autres composés aromatiques (Yikmis et
Steinbuchel, 2012). Ils constituent une source inépuisable de substances antibactériennes,
antifongique, antitumorales, antiparasitaires, (Hopwood, 2007 ), antivirales, insecticides,
pesticides et herbicides, en plus des substances pharmacologiqguement comme les immuno-
modulateurs (substances immunosuppressives et immunostimulatantes ), les substances vaso-

actives et les agents neurologiques (tableau 3).

Tableau 3. Quelques métabolites secondaires produits par les Streptomyces (Dyson, 2011 ;
Solanki et al., 2008).

Antibiotique Espeéces productrices Type d’activité
Fosfomycine Streptomyces fradiae
Streptomycine Streptomyces griseus L
- Antibacerien

Chloramphenicol Streptomyces venezuelae
Clorobiocine Streptomyces coelicolor
Daunorubicine Streptomyces peucetius
Lavendamycine Streptomyces lavendulae Antitumorale
Bleomycine Sreptomyces verticillus
Bilaphos Streptomyces hygroscopius Herbicide
Pimaricin Streptomyces natalensis ) )

_ Antifongique
Amphotericin B Streptomyces nodosus
Meilingmycine Streptomyces nanchangensis | Antiparasitaire

11
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VI. Les antibiotiques
1.  Déefinition des antibiotiques

Un antibiotique (du grec anti, contre et bios, la vie) est une substance chimique naturelle,
synthétique, ou semi synthétique ayant un mode d’action spécifique contre les bactéries. La
majorité des antibiotiques sont des molécules naturelles, produites essentiellement par des
bactéries ou certains champignons afin d’¢liminer les micro-organismes sensibles (effet

bactéricide) ou d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique) (Kohanski et al, 2010).

2. Mode d’action des antibiotiques

Le mode d’action d’un antibiotique est en relation avec sa structure chimique. En
général, a chaque classe d’antibiotique est associ¢é un site d’action dans la cellule
microbienne. La plupart des antibiotiques ciblent les fonctions physiologiques ou leur
structure moléculaire. Parmi les antibiotiques bactéricides, les B-lactamines (pénicilline,
céphalosporine, carbapénames, monobactames) et les glycopéptides inhibent la synthese de la
paroi bactérienne. En particulier, les B-lactamines se lient a des enzymes appelées protéines
de liaison des pécinillines (PLP) qui participent a la synthese du peptidoglycane, le principal
constituant de la paroi bactérienne. Il existe différentes PLP (PLP1, PLP2, etc.) n’ont pas la
méme affinité vis-a-vis des B-lactamines (Lewis et al., 2012). Les glycopéptides tels que la
vancomycine inhibent la synthése de la paroi bactérienne en induisant un encombrement
stérique qui blogque 1’assemblage des précurseurs lors de la formation du peptidoglycane. Les
quinolones sont des antibiotiques de synthése qui empéchent quant a eux la réplication de
I’ADN bactérien en inhibant I’ADN gyrase nécessaire a cette étape. Enfin, il existe d’autres
mécanismes d’action des antibiotiques tels que le blocage de la synthése protéique, plusieurs
antibiotiques agissent au niveau du cycle des ribosomes et la biosynthése des proteines des
microorganismes (Lewis et al., 2012). Parmi lequels, les macrolides, les streptogramines et
les lincosamides inhibent la synthése protéique en se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome
en empéchant I’incorporation des aminosides. Par contre les tétracyclines et les aminosides
(ex : streptomycine) se fixent sur la sous unité 30S en bloguant la traduction des protéines
cellulaires et engendre plusieurs perturbations et des altérations fonctionnelles de la
membrane cytoplasmique, ou I’inhibition de la production d’acide folique nécessaire a la

synthese des bases nucléiques (Sawada et al., 1990 ; Ueki et al., 1993).

12
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VII. Staphylococcus aureus

Le S. aureus est 1’agent pathogene le plus fréquemment rencontré en pathologie

humaine et vétérinaire. Il est I’'un des principaux responsables des infections nosocomiales et
des intoxications alimentaires dont certaines sont grave et parfois mortelles (Sharif et al.,
2009). C’est ’espéce le plus frequemment rencontrée a I’état naturel chez 15 a 30 % des
individus sains au niveau des fosses nasales et de la gorge. Il est également présent (en plus
faibles quantités) dans le tube digestif et au niveau du périnée (Prescott, 2010). Comme les
autres Staphylocoques, il peut étre saprophyte (sol, air, eau et aliments), commensal (peaux et

mugqueuses des mammiféres) ou pathogéne pour I’homme et les animaux (Caillon, 2008).
1.  Les maladies causées par S. aureus
S. aureus parmi les autres pathogénes de I’homme, est celui qui est responsable de la

plus grande variété de maladies qui touchent plusieurs parties du corps humain (tableau 4).

Tableau 4. Les maladies causées par S. aureus (Schaechter et Medoff, 1999).

Site d’infection Maladies en cause

Furoncles, abces

Infections de la peau et des tissus Infections des plaies (traumatiques, chirurgicales)
mous Cellulite

Impétigo (aussi cause par les Streptocoques)

Infection du systéme nerveux Abces du cerveau
central Méningite-rare
Abces épidural
. . Embolie
Infections pulmonaires I
Aspiration
Ostéomyéelite
Muscles et squelette Arthrite
Tractus génito-urinaire Abces_ rénal .
Infection du tractus urinaire inférieur
Maladies provoquées par des Syndrome du choc toxique
toxines Intoxications alimentaires (gastroentérites)

2. Antibiotiques antistaphylococciques

Des antistaphylococciques existent dans toutes les familles d’antibiotiques (hormis les
polymyxines et les imidazoles). Les antistaphylococciques les plus utilises appartiennent aux

familles suivantes :

13
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o Les B-lactamines: I’oxacilline du groupe des penicillines M et la cloxacilline (ces
derniers ont remplacé la méticilline) sont peu sensibles a I’action des penicillinases
acquises. Ces derniers restent les p-lactamines de référence pour le traitement des S.
aureus en I’absence de resistance acquise.

o Les glycopeptides (vancomycine ou teicoplanine) en cas de resistance ou d’intolérance a
cette premiére classe.

o Les aminosides (gentamicine), qui permettent d’obtenir une bactéricidie rapide en
association a I’'une des deux classes précedentes.

D’autres antibiotiques sont egalement utilisés : les fluoroquinolones, les streptogramines

(pristinamycine), les macrolides, la clindamycine, le cotrimoxazole, la rifampicine, I’acide

fusidique et la fosfomycine. Ces trois derniéres molécules sont données en association du fait

des fréquences élevées de mutations. Plus récemment, de nouveaux antibiotiques sont venus
renforcer 1’arsenal thérapeutique : une oxazolidinone, le linézolide, un lipopeptide, la
daptomycine, une glycylcycline et la tigécycline (Comite de 1’antibiogramme de la Societe

francaise de microbiologie, 2008).

3. L’émergence de la résistance de S. aureus

S. aureus a un fort pouvoir adaptatif et a développé différents mécanismes de résistance
aux antistaphylococciques. Plus de 90 % des souches produisent une pénicillinase.
L’oxacilline reste active contre ces souches, mais des staphylocoques hospitaliers, et plus
récemment communautaires (présents hors de 1’hopital), ont développé une résistance croisée
entre les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines par la production
d’une protéine, la PLP2a, liant les pénicillines (PLP) et ayant une faible affinité pour ces
composés. Le géne codant la PLP2a, mecA, est porté par un élément chromosomique
(SCCmec- Staphylococcal Cassette Chromosome mec) qui contient également d’autres génes
de résistance aux métaux lourds et a d’autres antibiotiques, ceci expliquant le profil de

multirésistance des S. aureus résistant a la méticilline (SARM) (Kuroda et al., 2001).

14
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Annexe 1
MILIEUX DE CULTURE
I. MILIEUX D’ISOLEMENT DES ACTINOBACTERIES
1. Milieu 1 (M1= Milieu *"chitine - vitamines B agar ') (Hayakawa et Nonomura, 1987)

Chitine : 2 g ; K;HPO,4 : 0,35 g ; KH,PO4 : 0,15 g ; MgSQOq4, 7H,0 : 0,2 g ; NaCl : 0.3g ; CaCOs :
0,02 g ; FeSO4, 7H,0 : 10 mg ; ZnSO4, 7H,O : 1 mg ; MnCy,, 4H,0: 1 mg ; agar: 18 g; eau
distillée: g.s.p. 1000 ml. pH = 7,2.

Pour ce milieu, sont ajoutés:

* Les vitamines : Les vitamines : thiamine-HCI (B1), riboflavine (B2), niacine (B3), pyridoxine-
HCI (B6), inositol (B7), panthoténate de calcium (B5) a raison de 0,5 mg/L et biotine (B8) a raison
de 0,25 mg/L. Les vitamines sont stérilisées par filtration puis, dissoutes en solution aqueuse stérile

avant d’étre ajoutées aseptiquement au milieu autoclavé.

* ’acide nalidixique a 10 mg L™, le cycloheximide (actidione) & 50 mg/L.

2. Milieu 2 (M2)

Chitine : 2 g ; sans les sels minéraux ; agar: 18 g; eau de mer: g.s.p. 1000 ml. pH = 7,2.

* Les vitamines: Les vitamines : thiamine-HCI (B1), riboflavine (B2), niacine (B3), pyridoxine-
HCI (B6), inositol (B7), panthoténate de calcium (B5) a raison de 0,5 mg/L et biotine (B8) a raison
de 0,25 mg/L. Les vitamines sont stérilisées par filtration puis, dissoutes en solution aqueuse stérile

avant d’étre ajoutées aseptiquement au milieu autoclave.

* Lacide nalidixique 2 10 mg L™, le cycloheximide (actidione) & 50 mg/L.

1. MILIEUX D’IDENTIFICATION DES ACTINOBACTERIES
1. Etude morphologique

1.1. Les milieux ISP ont été préconisés lors de 1’« International Streptomyces Project » (Shirling et
Gottlieb, 1966).
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1.1.1. Milieu ISP2

Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; agar: 20 g; eau distillée: g.s.p. 1000 m; pH
=7,.2.

1.1.2. Milieu ISP4

Amidon: 10 g; KoHPO4: 1 g; MgS0,4,7H,0: 1 g; (NH4)2SO0,4: 2 g; CaCOs: 2 g; solution saline
standard* 1 ml; agar: 20 g; eau distillée: g.s.p. 1000 ml ; pH =7,2.

*Solution saline standard : FeSO,4, 7H,0 : 0,1 g ; MnCy,, 4H,0 : 0,1 g ; ZnSOy4, 7TH,0 : 0,1 g ; eau
distillée : g.s.p .1000 ml.

ITII. MILIEU POUR L’EVALUATION DU PROFIL DE RESISTANCE ET L’ACTIVITE
ANTAGONISTE

1. Milieu Mueller Hinton

Le milieu MH est prét a I‘'emploi (IPA). Infusion de viande de beeuf : 300 ml ; peptone de caséine :

17,5 g ; amidon de mais: 1,59 ; agar: 17,0 g ; eau distillée: g.s.p. 1000 ml; pH = 7,4.
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Table de lecture. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Staphylococcus

aureus.

Antibiotiques testes Charge des Diamétre critique (mm)
disques R I S

Peéniciline 10 ul <28 | - >29
Oxacilline | e e e s
Cefoxitine 30 pg <21 | - >22
O | e e e s
Cefoxitine 30 pg <24 | - >25
Gentamicine 10 pg <12 13-14 >15
kanamicine 30 ug <13 14-17 >18
amikacine 30 g <14 15-16 >17
Arythromycine 15 pg <13 14-22 >23
clindamycine 2 Ug <14 15-20 >21
vancomycine | emeee | e[ e
vancomycine | emeee | e[ e
Teicoplanine 30 ug <10 11-13 >14
Ofloxacine 5 ug <14 15-17 >18
Ciprofloxacine 5 Ug <15 16-20 >21
Levofloxacine 5 Ug <15 16-20 >21
Trimethoprime + sulfaméthoxazole 1.25/23.75ug <10 11-15 >16
Rifampicine 5 Ug <16 17-19 >20
Tétracycline 30 ug <14 15-18 >19
chloramphénicol 30 Ug <12 13-17 >18
Quinupristine-dalphopristine 15 ug <15 16-18 >19
Acide fusidique** 10 pg <24 | - >24
Fosfomycine IV** || e[ e s

*Tableau extrait du document M100 -S24. Vol. 34, n °1. 2014. Performance standards for antimicrobial susceptibility

testing ; twenty - forth informational supplément.

**Extraits des recommandations 2014 du comité de I’ Antibiogramme de la société francgaise de Microbiologie.
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Tableau. Liste des antibiotiques utilisés pour la détermination du profil de résistance des souches

de S. aureus ( Rahal et al., 2014)

E?aTnllillfio tique Antibiotiques Abréviation Charge des disques
Pénicilline G PEN 10pg/mi

f-lactamines Oxacilline OXA 1 pg/mi
Céfoxitine FOX 30pg/ml
Amikacine AN 30 pg/mi

Aminosides Gentamicine GEN 10pg/ml
Kanamycine KAN 30pg/ml

. Erythromycine ERY 15ug/mi

Macrolides Pristinamycine PR 15ug/mi
Ofloxacine OFX 5ug/m

Quinolones Lévofloxacine LVX 5ug/m
Ciprofloxacine CIP Spug/mi

Phénicoles Chloramphénicol CHL 30pg/ml

L Vancomycine VAN 30 pg/ml

Glycopeptides Teicoplanine TEC 30 pg/ml

Rifamycines Rifampicine RIF 5ug/mi

Sulfamides Triméthoprime+SquaméthoxazoIe SXT 1,25/23,75ug/ml
Tétracycline TCY 30ug/ml

Fusidanines Acide Fusidique FUS 10pg/mi

Acide phosphonique | Fosfomycine FOS 4 pg/ml
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Glossaire

Glossaire

Le furoncle est une infection bactérienne profonde d'un follicule

pileux provoquant la nécrose perifolliculaire et la suppuration. I

Furoncle en résulte une induration douloureuse du derme causée par une
accumulation de pus et de tissus morts.
o Un abces est une accumulation locale de pus aprés nécrose dans
Abces

une cavité néoformée.

Infections des plaies

Ce sont des infections de site chirurgical caractérisé par la
présence de pus, des signes inflammatoires locaux et la

documentation de micro-organismes.

Cellulite

La cellulite ou lipodystrophie superficielle correspond a un
aspect de peau d'orange de maniere spontanée ou a la suite du
pincement de la peau. Elle est le résultat d'une variante de la
normale de répartition dutissu adipeux (lipodystrophie),
augmenté au niveau de lapeaude certaines régions

caractéristiques chez la femme.

Impétigo

L'impétigo est une infection cutanée superficielle bactérienne,
due a un streptocoque (Streptococcus pyogenes) et/ou a

un staphylocoque (Staphylococcus aureus).

Abceés du cerveau

C’est une poche de pus localisée dans le cerveau.
Les causes sont nombreuses pour une affection qui reste rare et

qui touche tous les ages.

Méningite rare

La méningite est  une inflammation ~ des méninges:  les
enveloppes de la moelle épiniére et du cerveau dans lesquelles

circule le liquide céphalorachidien.

Aspiration

L’aspiration est une affection pulmonaire causée par I'inhalation
de liquides ou dautres agents irritants dans les poumons

provenant de I'estomac aprés des vomissements.

Ostéomyélite

L’ostéomyélite hématogene est une infection osseuse due a
un germe qui atteint l'os par voie hématogene. Elle siége

preférentiellement au niveau des métaphyses des os longs.
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Glossaire

L'arthrite correspond a un ensemble de phénomenes

Arthrite inflammatoires qui affectent l'articulation et les os, et qui
s'accompagnent de douleurs plus ou moins séveéres.
Abces rénal C’est une infection majeure du rein avec collection de pus.

Infection du tractus

urinaire inferieur

Ce sont des infections rencontré beaucoup plus chez les femmes
que chez les hommes. Les infections du tractus urinaire portent

un nom différent selon la partie concernée.

Syndrome du choc-toxique

Est une maladie infectieuse rare et aigué, potentiellement létale,
causée par une toxine bactérienne qui pénétre dans la circulation

sanguine a la suite d'une infection par un agent pathogéne.

Gastroentérites

Est une infection inflammatoire du systeme  digestif pouvant
entrainer des nauseées, des vomissements,
des crampes abdominales, diarrhée, ainsi que de
la déshydratation, la fiévre et des céphalées (maux de téte).
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