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RESUME :

Le travail que nous avons effectué a pour objedtf, mise en évidence des activit

antifongiques des 3 souches de streptomyceéte (G448, B31) isolées a partir des échantillons

S

e

sols sahariens algériens. En utilisant deux tectasigle mise en évidence (stries croisées et dolble

couche) sur un milieu de culture complexe ISP2srexons testé I'activité de ces souches con
quelques levures pathogermardida albicandPA200, IPA988, M1, M2). D’'une fagon générale,

Les résultats obtenus pour les deux techniques siomiaires et ont montré des activité

importantes pour les deux souches G46 et G61. @apéta souche B31 n’a montré qu'une faib
activité. Au niveau des germes pathogénes noussamomue le germe te€tandida albicandMl1

est la plus sensible, tandis que la souchrdida albicangPA988 est la plus résistante.

Mots clés:Candida albicansStreptomycesactivité antifongique.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

L’incidence accrue des infections fongiques eniqaler chez les patients immunodéprimeés
(Thakuret al, 2007) ; le développement de la résistance aufoagiques (Vandputte, 2008) ; le
nombre réduit d’antifongiques utilisables en thérgmue (Accoceberry éoél, 2007), ont incité
I'industrie pharmaceutique et les laboratoires elgherche a trouver de nouvelles molécules plus

efficaces et moins toxiques (Fontaeteal, 2008).

Les infections fongiques sont plus fréquentes ake jaurs pour un grand nombre de raisons.
Les gens vivent plus longtemps et les persongéssa ont plus de risque que les plus jeunes
d’avoir un systeme immunitaire perturbé, un facteirisque majeur pour une infection fongique.
De méme, l'usage généralisé des antibiotiques &ermgat contribué a 'augmentation du taux
d’infections (une antibiothérapie a souvent pouetefie détruire les bactéries bénéfiques qui,
normalement, empéchent les champignons de devahiogenes) (Thierry, 2009).

Candida albican®st un microorganisme pathogene opportuniste {€&#012), le plus souvent
détecté en association avec [I'étre  humain (Diana Deborah, 2010). |l
habite normalement dans la paroi intestinale, lache, le vagin et, parfois, la peau: des places
chaudes, humides et obscures (Maria, 2013), ilecdascandidose la plus commune (Caroline,
2013). Il représente a lui seul 60% des infectifomgiquesnosocomiales (Anane et Khalfallah,
2007). Les candidoses systémiques qu’il provoquet associées a une forte mortalité malgré la

disponibilité de traitements (Gudlaugssral, 2003).

Actuellement, le traitement des infections fongsjueepose sur l'utilisation de quatre
mécanismes d’action différents. Nous notons, tdabatd, les antifongiques qui agissent par
alteration du fonctionnement de la membrane cétliléamphotéricineB); par inhibition de la
synthese de I'ADN et de I'ARN (flucytosine); parhibition de la synthése de I'ergostérol
nécessaire a la formation de la membrane de laledtingique (dérivés azolés); et, finalement, par
inhibition de la synthése des glucans de la pastiulaire (échinocandines) (Sylvie Cart¢ al,
2003) Malgré la recherche permanente de nouvelles cibédsilaires, I'arsenal thérapeutique
disponible pour lutter contre les infections fongq est relativement limite puisque seules quatre
classes de molécules, sont utilisées aujourd’haiieigue: les fluoropyrimidines, les polyenes, les

dérives azoles et les échinocandines (Vandepui6s)2
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plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre afinatze sur le marché de nouveaux antibiotiques
(Donadio et al, 2002). La recherche de molécules actives a pdaimilieu naturel est I'une
d’entre-elles.

Les antibiotiques sont des produits microbiens,aBlgs de tuer les micro-organismes sensibles
ou d’inhiber leur croissance. Leur action étantctmpie et dirigée contre les micro-organismes, ils
ne sont pas toxiques pour les cellules eucarydslie, 2010). L'antibiotique agit par différents
mécanismes en fonction de sa nature et vise a&ldguyorolifération des bactéries en entravant une
étape de leur développement. Les antibiotiquesgreldtre combinés pour des infections séveres et
doivent étre prescripts a bon escient, car les gerpathogens développent des mécanismes de

résistance aux antibiotiques ce qui diminue Idficaeité (Jeff, 2013).

Les actinomycétes sont I'une des sources les gitrayantes d'antibiotiques, en effptgs de
80% des antibiotiques dans le monde sont connusna desactinomycetesprincipalement des

genresStreptomycest MicromonosporgPandeyet al.,2011).

Le présent travail a pour objectih mise en évidence de I'activité antifongique deuches de
streptomycetes contr€andida albicansCe manuscrit est présenté en trois parties. eaigre
partie est relative a une synthese bibliographigueapport avec le theme abordé. La seconde
partie est consacrée a la présentation du matéiisé et a la description des méthodes effectuées
et la troisieme partie est réservée aux résultata discussion correspondante. Une conclusion
générale et les perspectives qui en découlent quesies références bibliographiques cléturent ce

manuscrit.
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|.- Données surCandidaalbicans,les candidoses et leurs traitemen

1.- Taxonomie, génome anorphologie deCandidaalbicans

Le genrecandidan’est pas phylogénétiqueme homogenet compren@ujourd’hui plus de 200
especes, aht les plus rencontrées en pathologie humaine sC. albican;, C. tropicalis C.
glabrata C. parapsilosisC. kruse, C. guilliermondiiet C. kefyr (Armél,2006)

Candida albicansest unmicroorganisme eucaryote appartenant au régr levures, au phylum
des Deuteromycotinaa la classe d Blastomycete (Levures asexuéea)l’'ordre de Moniliales
Famille Moniliaceagau clade CTG et au genCandidaEspéceCandida albican, (Benmansour,
2012). Cette levuraon capsulée, non pigmentée, aérok diploide, dont le matériel génétique
répartit en huit chromosomde plus grand étant appelé R et les suivants étamgrotés de 1 a
selon une taille décroissan&on génom qui est entierement séquence, tient entre 6000 et 7000
génes (disponible sur le site interrhttp://www.candidagenome.grglLe code génétique dC.

albicansprésente une particular: le codon CUG code une sérine et non pas unenlewetiil es
retrouvé au moins une fois dans environ deux tikes geney(Cristing 2010) Notoire pour sa
grande capacité d’adaptatioC. albicanscroit sur des milieux deCulture définis, riches o
pauvres,contenant des sources de sel chloure de sodium), de carbone (ex. glucose), d'e
(ex. sels d’'ammonium)Ye phosphate, et nécessite la présence de bibtnkevure sedéveloppe
dans des conditions de pH variant entre 2 et &es$ dnintervalle de température de 20 a 40°C
température optimale étant 37°C. Son temps dergéoe maximal est de 0.3 .4 heure$, dans
un milieu deculture synthétique (Cristina, 201

Candida albicansse reproduit de facon asexuéar bourgeonements multilatéraux d'ie cellule
mére (le blastosporéCéline, 200), formant ainsi des coloniggus ou moins grandes, rondes,
couleur blanche ou creme (figt 1).
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Normalement Candida albicanshabite la paroi intestinale, la bouche, le vaginparfois, la
peau: des places chaudes, humides et obscuremnSindieu change et que I'équilibre entre
bactéries et levure est modifi€andida albicansa la propriété de changer sa morphologie en
passant d’'un organisme unicellulaire qui se reptaakexuellement par formation d’un bourgeon
(un nouvel individu) a un organisme multicellulaide type mycélium, capable de former de longs
filaments (hyphes) et de se reproduire par desspsces (8 nouveaux individus). Sous la forme
mycélienne, l&Candida albicanglevient un parasite résistant a la phagocytogmhta de traverser

la muqueuse intestinal et de pénétrer dans leragssanguin (Maria, 2013).

2.- Caractéeres biologiques deandida albicans

2.1.- Milieu de vie :
Toutes les espéces du ge@andidasont aérobiedl vit exclusivement sur les muqueuses. |l
peut cependant survivre dans le milieu extérieuajsnil est détruit par le lavage du linge, la

stérilisation du matériel médical et des cathéters.

2.2.-pH:
In vivo, I'acidité gastrique ou vaginale n'altere pasitdité. En effet, la croissance est possible
pour des pH allant de 3 a 7. En revanche, en mdlealin, I'assimilation des nutriments par les

Candida est inhibée.

2.3.- Température :
La Croissance entre 20°C et 30° C pour la majatée levures. Les especes pathogénes sont

capables de croitre a 37 ° C (Benmans@12).

En fonction des conditions environnementales (cajtpH et températurelyandida albicans
peut prendre une forme plus allongée, cylindriguogelée mycélium ou pseudomycélium (Aurore,
2010) (figure 2).
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Anneau dz sepine
Polarisoma

( 0 )=( =00

Cellule ampulliforme

Figure 2. Différentes formes morphologiques @ealbicans(Cristina, 2010)

(A) Levure ; (B) Hyphe ; (C) Pseudohyphe ; (Dyjection sexuelle(E) Chlamydospore ; (F) Bourgeon hyperpolarisé
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3.- Les candidoses et leurs traitements

Les candidoses synonymes: candidiase, monilias aniliose (Ludovic, 2002). La candidose
regroupe l'ensemble des maladies causées par gasededu genreCandidg a l'origine
d'inflammations et d'irritations multiples dans neotorps.Cette levure qui colonise les cavités
(intestin, bouche, vagin) est pathogene. Elle inéui effet une irritation des parois muqueuses,
déseéquilibre la flore, sécréte des substancesuegigt allergisantes commeckndidine modifie
le pH, La cause principale des candidoses est le teaade et certaines carences notamment chez

la femme en fer et en calciufRaul, 2013).

3.1.- Facteurs de virulence d€. albicans

Les facteurs de virulence @& albicanssont multiples, comprenant les adhésines servéet a
reconnaissance de I'hote, la variation de la mdaggi® (dimorphisme) et une activité protéolytique
(Benmansour2012). Dans des conditions normales de santé,e®@asels sont inoffensives pour un
sujet sain. Elles se situent dans la bouche, supdeois intestinales et le vagin ou elles vivamt
symbiose. Une altération du « terrain biologiguentraine une défaillance immunitaire, qui rend
possible la prolifération de ces levures. Le dguedment de cette forme agressive se fait a partir
du sucre. Qu’elle transforme en alcool, puis eelaydes. Ce développement se fait aux dépens de

bifidobactéries. C’est a ce moment-la que nousopartle candidose (Maris, 2011).

3.2.- Les déférents types des candidoses

Candida albicandevure possede des mécanismes d’adaptation coespléx permettant de
survivre dans diverses conditions environnantesleetcauser une grande variété d’infections :
superficielles (candidoses mucocutanées) ou pre®ndcandidoses systémiques, souvent
mortelles).Elle fait partie de la microflore indigene vaginale st-gastro-intestinale de I’humain et

de nombreuses espéces animales (Cristina, 2010).

Les candidoses superficielles sont les manifestaties plus communes et sont trés variées.
Elles peuvent atteindre les surfaces épidermiquéssemuqueuses telles que la cavité buccale, le
pharynx, 'cesophage, les intestins, le systemeaingnet la muqueuse vaginale (Céline, 2007). Ces
formes d’infections cutanéo-muqueuses sont le glusvent bénignes. Cependant des formes
graves, chroniques ou récidivantes peuvent étrereéss. En effet, prés de 70 % des femmes dans
le monde font au moins un épisode de vaginite eapséCandidaspp. Et 20 % d’entre elles

présentent des candidoses récurrentes. De plusaregioses oropharyngées touchent environ 70%
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des patients atteints par le SIDA, représentansi da cause d’infection opportuniste la plus
commune chez les sujets immunodéficients (Céliag2p

Le muguet buccal, une maladie chez le nourrissété aeconnue par Hippocrate, apparait sous
forme de plaques de couleur creme molle sur lau@reg la muqueuse buccale. Muguet chez le
nouveau-né ou les personnes agées peut étre lideflcacité du thymus, tandis que les méles
adultes qui développent le muguet peuvent étre estsp d'étre infecté par le virus de

I'immunodéficience humaine (VIHHowardet al., 2002).

Les candidoses digestives ce sont les affectioasplas représentées. C’est au niveau de
I'intestin et de I'estomac, les plus importantseresirs deCandida albicansque se multiplient les
levures. Ceci entraine des troubles digestifs quivpnt devenir chroniques : aigreurs, douleurs

cesophagiennes, douleurs stomacales, diarrhéesipating, colite intestinale (Céline, 2007).

On parle de candidoses invasives lorsqu’il se ptatdupassage déandidaa travers la barriére
cutanéo-muqueuse. Ceci se traduit par une candiddé@mi une septicémie qui conduit a la
dissémination, par voie hématogéne, des levuresvars I'organisme jusqu'a atteindre les organes
profonds (Céline, 2012).Les candidoses profondes sont des infections eskement
nosocomiales dont l'incidence et la symptomatolo@i®luent parallelement aux progrées des
techniques médico-chirurgicaleElles sont une préoccupation constante de nombsemxices
cliniques, en particulier des services de chiruggiele réanimation dans lesquels se manifeste la

majorité des candidoses hospitaliéiariel et al.,1990).

La candidose systémique commence habituellemend tarractus intestinal et se propage
ensuite aux autres organes par voie sanguine. &8iggie» signifie «... qui affectent le corps
entier, ou, un organisme entier » Donc, candidgs&mique permet de décrire une infection des
racines profondes dans le tractus intestinal, sags, foie, coeur, 'cecesophage, le vagin, le pénis
la bouche, les yeux ou la peau (adman, R0A#hsI les candidoses autrefois qualifiees de kemal
sont maintenant classées parmi les infections gragavant engendrer un taux élevé de mortalité et
de morbidité chez les immunodéprimés et les digbés. La chimiothérapie antifongique a montré
une grande efficacité contre les candidoses supalfis. Cependant, les atteintes profondes restent
les plus difficiles a traiter compte tenu de laotgkicité des antifongiques systémiques (Serdtaji
al., 2005)
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Parmi tout l'arsenal de molécules naturelles ou sgathéses disponibles, I'antifongique
universel, fongicide et bien toléré n'existe pass Indications d'un traitement antifongique ne sont
pas toujours trés claires (Montravetsal, 2003). La thérapeutique antifongique disposeaadire,

d’un petit nombre de produits, en particulier ceri)s mycoses profondealfaoueddine, 2007).

Selon le contexte clinique, I'état général du patét ses maladies de fond, et I'épidémiologie de
I'établissement, le choix du traitement s'orienggsvl'amphotéricine B ou une de ses formes
liposomales ou un azolé. L'utilisation de voricarlazou de caspofungine reste pour l'instant un

recours thérapeutique en cas d'échec ou de situgitiwe et inhabituelle (Montravessal, 2003).

Candida albicanssont les plus courants champignons associés deations liées au biofilm.
Les biofilms sont définis comme des communautégahiennes, enfermées dans une matrice de
substances polymériques extracellulaires. La oanatitjue la plus importante de la croissance de
biofilm est la haute résistance aux agents antohiens qui peut étre jusqu'a 1000 fois supérieure a
celle des cellules planctoniques. Cette revue exar@s facteurs qui affectent la résistance aux
antifongiques ainsi que l'activité de la thérapgendono - et la combinaison de différentes classes
antifongiques et activité antifongiqure vitro etin vivo contrec. albicansbiofilms (Christinaet al,
2011).

(A) (B) (©)

Figure 3. Exemples de candidose orale humaine (Cristina,)2010

A — Candidose chronique hyperplasique, qui appasai forme de plaques blanches, Localisées génératgamoches
de I'angle de la bouche et sur la muqueuse jugateCandidose nodulaire sur le palais d@r- Stomatite prothétique,
inflammation de la muqueuse palatine sous une @setbu un appareil dentaire amovible.
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Figure 4. Stomatite érythémateuseCandida. Figure 5 Candidose unguéale avec
périonyxis

Figure 6. Intertrigo interdigital &andida Figure 7.Candidose des fesses

(Ann, 2003)

3.3.- Facteurs favorisants

De nombreux facteurs favorisent le développementatalidoses focales ou généralisées :
déficits de limmunité cellulaire, diabéte, foyergatriciels pulmonaires, maladies intestinales
chroniques prises d'anticonceptionnels hormondimxule” contraceptive) antibiothérapie,
destructrice de la flore intestinale (facteur eisede I'immunité) (Andrg2012) D’autres facteurs
déclencheurs sont des choses comme, I'utilisattoessive de stéroides, pathologies sous-jacentes,
les drogues récréatives, le stress, I'obésité, maavaise hygiene, l'insuffisance ou la mauvaise
alimentation, et plus encore (Adman, 2014).
3.4.-Les symptdomes de candidoses

La candidose peut ainsi provoquer le syndrome dloncdrritable, de I'asthme, des
ballonnements, des flatulences, de la fiboromyaldgela fatigue chronique, etc. Le corps a de plus
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en plus de mal a se débarrasser des germes opptasuet pathogenes (responsables de maladies),
et en particulier des cellules cancéreuses. Unbléancérologue de Rome considére que la
mycose est une des principales causes de cancere§teque dans 8 cas sur 100 000 que le
Candidapéneétre dans le sang et provoque une candidémge golde par le déces du patient. Mais
cette possibilité, qui subsiste malgré tout, doi &ne raison de plus pour vous de vous préoccuper
de vous débarrasser des germes responsables dsanydean-Marc, 2013).

les sujets traités par chimiothérapie, les indigidyant un traitement antibiotique a large spectre
ou un déséquilibre endocrinien (diabete, grossg&)erjeeet al., 1999; Colombie, 2005). Ces
levures peuvent également affecter les nouveauxegpatients ayant subi une chirurgie viscérale

profonde, ayant une alimentation parentérale on &j@nt subi une radiothérapie (Beucher, 2007).

3.5.- Résistance deGandidaaux antifongiques

Les bases fondamentales de ces mécanismes somnhuidions qui modifient la cible
antifongique, ou qui bloquent 'acces a la cibted&ine part, I'overexpression des genes codant la
cible, ou de quelques protéines de membrane img@igudans le flux actif des drogues
antifongigues Ces mécanismes reposent soit sur des mutationesngupour effet de modifier la
cible de l'antifongique ou d'en bloquer l'accest sor la surexpression de génes codant pour la
cible ou pour des transporteurs membranaires imgsigdans un rejet actif de l'antifongique
(Accoceberry et Thierry, 2007).

La résistance a la 5-fluorocytosine peut appara@ipgdement et peut étre due a un défaut de
pénétration intracellulaire ou & un défaut de fiamnsation en 5-fluorouracil qui est la molécule
active. La résistance aux azolés peut étre liéesantBcanismes variés qui peuvent s’'associer chez
une souche donnée. La résistance aux echinocandgtdiée a une modification de la cible par
mutations qui codent pour la beta-1-3-D-glucandts®se (Eric, 2013).

10
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Il.- Données sur lesactinomycetes

1.- Taxonomie desactinomycetes
Etymologiquement, le mot actinomycéte a été dédgé mots grecs « Aktis qui veut dire

rayon et « mykes» qui veut dire champignorLes actinomycétes sont des bactéries dont la
croissance donne lieu a des colonies constituégpls, c'est-a-dire de filaments qui irradient par
croissance centrifuge, tout autour du germe qur keudonné naissance. Cela explique leur
dénomination : « Champignons a rayons » ou « Chgmops rayonnants », expression utilisée pour
les désigner en anglais (Ray fungi) et aussi eamahd et en russe. (Hubert, 2014). Les
actinomycetes ont été considérés comme un groupamédiaire entre bactérie et champignons.
Maintenant, ils sont reconnus comme des organigrasaryotes. Pourtant, ces microorganismes
présentent des similitudes a la fois avec les hastét avec les champignons (Andriambololona,
2010). Ce sont des bactéries filamenteuses, sepéesiées, La plupart d’entre eux sont toujours
immobiles, leur croissance est lente avec un tesiepgénération de 2 a 3 heures, ils croissent en
'espace de quelques jours a quelques semainesontsabondamment distribués dans la nature.
Les actinomycetes sont importants en raison surdeuteur rbéle dans la fertilisation des sols,
synthese de composés complexes comme les antimetigles vitamines, les stérols, etc.
(Allaoueddine,2007). lls constituent un groupe tout a fait unigieemicroorganismes procaryotes.
Généralement, ils sont Gram positif a structuredtatiye de type mycélien et le taux de G et C de

leur ADN est supérieur a 55¢Andriambololona, 2010).

1.2.-Morphologie :

Les actinomycetesont des bactéries aérobies, a Gram-positif, agacapacité de former des
spores asexuédsonidiospores ou sporangiospores) et des hyphadigs, habituellement non
fragmentés. Comme les autres bactéries a Gramfpasitir paroi est constituée d'une épaisse
couche de peptidoglycanes qui joue un importamet déins le maintien de la rigidité cellulaire ainsi

gue dans la protection physique de la membranejacaste. (Isabelle, 1999).

Morphologiquement, Leactinomycétepeuvent étre classés en deux groupes. Le prerser :
compose d'organismes qui ne présentent pas detar@stigues morphologiques particulieres et
forment seulement une masse de filaments ramifiégcélium). Le second : comprend les

organismes qui sont morphologiquement plus complexe le premier (Lamia, 2006

11
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(®) (D)
Figure 8. Exemples de genres actinomycétales photographigsceascopie électronique.
A : Saccharomonospora viridis. (Atlas des actinomycetes 1997)
B : Actinobispora
C : Streptomyces.
D : Actinoplanes(Férial, 2008)

La reproduction des Actinomycétes peut s’opérevasuitrois modes : fragmentation pseudo

bactérienne, production de conidies, productiosmtganges. (Andriambololona, 2010).

1.3.- Le matériel génétique deactinomycetes

Le matériel génétique des actinomycetes est caaspar I’ADN chromosomique ainsi que chez
certaines souches par I'ADN plasmidique ou de I'A[PNagique. Un caractere majeur est la
proportion élevée environ 70 % de guanine et cygiG+C) dans I'ADN de la plupart des
actinomycetes (Loucif, 2011). Les enzymes sontplas importants produits des actinomycétes
aprés les antibiotiques. Certaines sont utilisées dindustrie alimentaire (isomérase de glucose)

Et dans celle des détergents (protéase) (kitoOli7 2

12
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1.4.- Ecologie et distribution dans la nature

Les actinomycetes constituent un groupe de miceyosgnes procaryotes Gram positifs, qui
manifeste une diversité considérable depuis desndsr bacillaires jusqu'a des formes
filamenteuses, elles sont rencontrées dans towectes/stemes: sols polaires, sols désertiques, sols
contaminés, sols cultivés, sols forestiers, débégetaux ainsi que dans les eaux (Férial, 2008).
Beaucoup sont capables de sporuler, ce qui lemngiede survivre en condition défavorables tel

que la salinité cette propriété joue un réle ppacdans leur distribution (Djaballah, 2010).

Tableau 1.Répartition de quelques genres d’actinomycéetesypard’habitat (Allaoueddine,

2007).

Genre Habitat

Actinomadura Sol

Actinoplane Sol, Eau, Litiere

Frankia Nodules des racines

Microbiospora Sol

Micromonospora Sol, Eau

Rhodococcus Sol, Eau, Fumier, Litiere, Matiére en décomposition
Saccharomonospora Sol, Eau, Litiere

Streptomyces Sol et Eau

Steptosporangium matiére en décomposition et en fermentation

2.- Importance dans le domaine de biotechnologie

Les actinomycetes ont fourni beaucoup de compadseéstifs importants. En effet, prés de 45%
des molécules actives connues provenant de micraloed sécrétées par ce groupe de
microorganismes (Takizawa, 1993; Chorin, 2008) produisent 64% des antibactériens, 60% des
antifongiques et 93% des antitumoraux (Baralehtal, 2002). Des antiparasitaires, des antiviraux,

des insecticides et des herbicides sont aussi psquar les actinomycetes (Strub, 2008).

3.-Importance dans le domaine agronomique

La fonction écologique des actinomycetes au sef émsystemes est la décomposition des
substances organiques. Les actinomycetes, fort rambdans les sols, se joignent aux autres
bactéries et aux champignons comme nettoyeurs wlatlae et formateurs d’humus. lls proliferent
surtout quand l'action des bactéries ordinaireshewa sa fin, on pourrait dire gu’ils terminentrleu

action. lls jouent un réle prépondérant dans Hliation des sols (Mariat et Sebald, 1990).
13
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4.- Le genreStreptomyces
4.1.- Définition et caractéristiques principales

Le mot Streptomycetesegroupe tous les membres du gefteeptomycesc’est le genre
d’actinomycetede plus abondant et surtout le plus performantsdanproduction de métabolites
secondaires importants. L&reptomycétesont donc des organismes procaryotes qui possedent
une structure filamenteuse. Cela explique leur d@énation : du Grec Strepto.myceStreptos :

tordu ou courbe ehyces champignons (Boughachiche, 2012).

Les streptomyceseprésentent le genre majoritaire des streptoragcéd5.34%). |l s’agit de
bactéries du sol, dont les hyphes de longueurMatiant un diamétre compris entre 0.5 et 2.0 um.
Ces bactéries sont aérobies strictes et a GranifpBielques especes sont pathogénes pour les
hommes et les animaux, les autres sont phytopatlkesgées différentes espécesstieptomyces
sont identifiées et classés par taxonomies numegu la base de critéres phénotypiques car, du
fait de leur instabilités génétiques, une taxomolnasée sur le génome et sa structure serait
difficilement réalisable (Sophie, 2006).

Mycélium aérien

Mycélium végétatif

T, S | = i .
i 13 im{m { 'Irr
b, 1 O = ' ll‘_l-
A AT b h Y
.'-r_"':'-" E% b
\

Surface de
Gélose

Figure 9. Une colonie du genrStreptomycesur milieu solide (Andriambololona, 2010).

Les especes detreptomycesont trouvées dans le sol et sont importants f@eologie des sols.
Une grande partie de l'odeur terreuse caractarsstdes sols résulte de substances chimiques
appelées geosmens dégagée par les especesStrdptomyces Les streptomycetes sont
métaboliguement diverses et peuvent « manger >gyees'importe quoi, y compris des sucres,

alcools, acides aminés, acides organiques et lesppa@®és aromatiques. Ceci est réalisé en

14
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produisant des enzymes hydrolytiques extracelkdaill y a un intérét considérable chez ces
organismes en tant qu'agents d’'assainissement (fomal.,2011)

4.2.-Taxonomie destreptomyces
Les différentes espéces steeptomycesont identifiées et classés par taxonomie numersgu
la base de criteres phénotypique car, du faiedeslinstabilités génétiques, une taxonomie basée

sur le génome et sa structure serait difficilenméatisable (Sophie, 2006).

4.3.- Morphologie deStreptomyces

Les streptomycétes sont membres de l'ordre de risctéctinomycétales bactéries qui
ressemblent a des champignons dans leurs strufilarasenteuses ramifiées. Cependant, elles sont
vraies bactéries - cellules procaryotes - contnaget aux cellules fongiques eucaryotes. Comme les
actinomycetes grandissent, ils forment la ramiitcatfilaments des cellules qui deviennent un
réseau de filaments appelé un mycélium, semblablesapparence au mycélium de certains
champignons. Actinomycétes sont également unigada chaniére qu'ils forment des spores et la
production de nombreux antibiotiques. De loin lenrgeplus de succes dans ce groupe est
Streptomycesvec plus de 630 espéeces (Euzeby, 2013). Quekpmses d&treptomycesont
pathogenes pour les animaux, bien que quelguescespgausent des maladies des plantes.
(Domagket al, 2011).

4.4.- Cycle de développement

Les dgreptomycegeuvent utiliser un grand nombre de composés ages comme source de
carbone et d’énergie. La température optimale dessance se situé entre 25 ¢ °et 35c °. Ce sont
en majorité des souches mésophile, mais il exisédgge souches psychrophiles ou thermophiles.
La gamme de pH optimale et comprise entre 6.5(tl&.croissance peut étre en milieu liquide ou
solide; cependant, I'étude d'un cycle complet d&knciation se réalise préférentiellement en
milieu solide (Sophie, 2006).

Le genreStreptomycegposséde un cycle de développement complexe sueursidlide : il
débute par la germination d’'une spore qui donngssaaice a un mycelium primaire forme d’hyphes
non septes et plurinucléés, ramifie et ancre dansilieu solide. La germination de spores
comprend quatre étapes: I'activation, I'initiatidemergence du tube germinatif et sa croissance
(Boughachiche, 2012).

15
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Figure 10.Cycle de développement d&reptomycesur milieu solide (Smaoui, 2010).

4.5.- Le génome deStreptomyces

Le génome desStreptomycesest composé d’'une molécule linéaire d’ADN contenhuit
millions de paires de bases ce qui en fait un des grands génomes bactériens. lls possedent
également des plasmides linéaires de tres grarailss tainsi que, plus classiquement, des
plasmides circulaires (Boughachiche, 2012). Les@tmycetes ont un haut-contenu en GC, sont
caractérisés par un complexe métabolisme secondenduisant des composés antibiotiques et

autres métabolites ayant des propriétés mediciigkad, 2011)

4.6.- Importance Industrielle

Les Streptomycetes revétent également une impatanédicale et industrielle car ils
synthétisent des antibiotiques. Il existe plusietimories qui peuvent expliquer la production
d'antibiotiques, I'une qui est largement accepstege’un antibiotique aide I'organisme qui vit en
concurrence avec d'autres organismes dans I'emenoent relativement pauvre en éléments
nutritifs du sol en réduisant la concurrence. iltess bien connu que le ger8&reptomyceproduit
la majorité des antibiotiques et des métabolitesrs#aires biologiqguement actifs. Prés de 50% des
especes de Streptomyces isolées sont reconnues comme productrices dafitjoies
(Boughachiche, 2012). Plus de 50 différents antiifpi@s ont été isolés des streptomycéetes especes,
y compris la streptomycine, néomycine, chlorampt@net aux tétracyclines (Domagit al,
2011).
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La différenciation morphologique deStreptomycesest accompagnée d’'une différenciation
métabolique. En effet, en milieu liquide et a ladiu cycle biologique, leStreptomyceproduisent
un grand nombre de meétabolites secondaires podsddarstructures chimiques et des activités
biologiques trés variées qui n’existent dans auautre genre bactérien. LeStreptomyces
produisent essentiellement la moitié des antibi@sgconnus et plus de 70 % des antibiotiques
produits industriellement. Cette diversité consadbée de composés biologiquement actifs a pour
conséquence la grande importance 8eptomyceslans l'industrie pharmaceutique puisque les
molécules produites par fermentation sont la deogiésource de revenus de [lindustrie

biotechnologique apres la brasserie (Smaoui, 2010).

4.7.- Différenciation : propriétés et programmationde divers types de cellules

Les colonies détreptomycesont des organismes complexes différenciées, paowed'une seule
spore ovoide de croissance filamenteuse et raridfitaFinalement, une grande partie de cette
biomasse est convertie en un grand nombre de spares de longues chaines sur des hyphes
aériens spécialisés. Au cours du développemerd delbnie, différents compartiments cellulaires
ont du métabolisme et la physiologie differenteéments exosquelette et du cytosquelette
apportent des changements morphologiques différ@ats processus de différenciation cellulaires
reposent sur un grand nombre de génes régulatgugsant souvent en cascades. Au cours de la
transition de I'accumulation de la biomasse a adament reproductif, les antibiotiques sont faits,
parfois sous le contrble des régulateurs du dépelment (Keith, 2011).
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lll.- Données sur les antifongiques

Les antifongiques sont des molécules bioactivetisédis contre les champignons. Ces
organismes forment un groupe phylogénétique honegéaonstitué de champignons
macroscopiques et de champignons microscopiquesefes) a savoir les levures et les moisissures
qui peuvent étre saprophytes ou parasites. Dandender cas, ils peuvent attaquer soit I'étre
humain et on parle de mycose, soit les plantesacdsnsi des maladies cryptogamiques (Smaoui,
2010). Un agent antifongiqgue est un meédicament éumine sélectivement les pathogenes
fongiques a partir d'un hoéte avec une toxicité maie pour I'n6te (Dennis et Thomas, 1996).
Les substances antifongiques sont actuellementédd dans trois domaines principaux : en
thérapeutique humaine et vétérinaire (antifongigsyestématiques ou topique), dans lindustrie
alimentaire (conservateur) et en alimentation al@mpour la prévention et le traitement des

atteintes fongique des plantes, du bois de congirucu d’autre matériaux (Basti@¢ al., 1986).

1.- Classification des antifongiques

Les antibiotiques antifongiques peuvent étre élasglon, leur structure, leur origine, leur mode
d’action ou leur site d’action. Les médicamentsfangjiques ont des structures moléculaires et des
modes d’action différents et les classés en fonadi® ces deux criteres (Anateli al, 2006).Bien
qu'il soit difficile d'établir  une classification unanimement reconnue, on distingue
schématiquement sept principales familles d'amgiigues regroupées en deux classes (tableau 2):
- Celle des antibiotiques antifongiques amphoiéei®, Nystatine, et griséofulvine.
- Celle des agents chimiqueke flucytosine, imidazolés, triazolgMichel et Nabil, 2005).

Tableau 2.Classification des médicaments antifongiques (8lhat al.,2006).

Structure Mécanisme d’action Exemples
Polyénes Rupture de la membrane Amphotéricine 8atipe
Azolés Inhibition de la synthése de Imidazoles : ketoconazole
I'ergostérol triazoles : fluconazole,
Itraconazole
Allylamines Inhibition de la synthése de Terbinafine, butenafine
I'egostérol
Pyradone Rupture de la membrane deCiclopirox olamine
la paroi
Morpholine Inhibition de la synthése dg Amorolfine
I'egostérol
Pyrimidine fluorée Inhibition de la synthése de¢ Flucytosine
thymidylate
Echinocandines Inhibition de la synthése |dbaspofOungine,
glycane Anidulafungine
Autres Anti mitotique, rupture duGriséofulvine
fuseau cellulaire
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1.1.- Classification selon la structure

Les antibiotiques antifongiques présentent uneelaigersité structurale (Odds al, 2003). lls
peuvent étre des lactones macrocycliques (ex: $tatige), des analogues de nucléosides (ex: les
azolés et leurs dérivés), des diterpenes tétramadi (ex: les sordarines), des oligopeptides
cycliques (ex: les pneumocandines), flemminoacides (ex: la cispentacine), des oligosaaidgm
(ex: les fusacandines), des quinones (ex: les ipreiies), des allylamines (ex: la naftifine, la
terbinafine), des thiocarbamates (ex: la tolnaftatériallate), des peptides cationiques natuiets
les cécropines, les dermaseptines) ou synthétigpreda dolastatine 10), etc..(Vagb al, 1994;
Groll et al, 1998; Andriole, 1999).

1.2.- Classification selon leur origine
Dans la classification basée sur I'origine, nowginiguons deux grands groupes: les molécules

naturelles et celles obtenues par synthése chimique

1.2.1.- Antifongiques naturels

Ces molécules sont produites par fermentation @&sement par des actinomycétes et des

champignongAllaoueddine, 2007).

1.2.1.1.- Antifongiques polyéniques

Les polyénes sont des macrolides, molécules orgasiqycliques amphotéres. La plupart sont
constitués d'un cycle macrolactone de 20 a 40 aodee carbone sur lequel est branché un
groupement d-mycosamine. Leur caractere amphoséideeeau regroupement de plusieurs doubles
liaisons conjuguées (d'ou leur nom de "poly-énal)une face du cycle macrolactone, qui est donc
hydrophobe, et de groupements hydroxyles sur édatre, qui est hydrophi(®andeputte, 2008).
Ainsi, les polyénes sont fongicides et posseédemtide grand spectre d’activité antifongique par
rapport aux autres agents disponibles .Ce groupeoastitué de la nystatine et de 'amphotéricine
B isolées de souches 8&reptomycefCharlie, 2011).

L’amphotéricine B est un fongicide issue de laungtd’'un champignorSgreptomyces nodogus
elle fut découverte en 1957 et représente le preargfongique d’administration intraveineuse.
(Sylvie et Pharm,2003. Cet agent est un antibiotique de la famille desrolaes polyéniques
extraites du mycélium dé&treptomycesll interagit avec les membranes dont il modifee |
perméabilité et induit la mort de la cellule, biune la relation entre perméabilité et mort celhglai

reste peu claire. L'insertion du polyéne dans lanbrane aboutirait a la formation de pores
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transmembranaires a l'origine de modifications eélengabilité qui conduiraient a la mort cellulaire.
L'AmB est active sur la plupart des espéces patiegypour I'homme. Les especesGdmdidanon
albicans en particulierparapsilosis krusei et lusitaniae sont habituellement moins sensibles. La
survenue d'une résistance secondaire sous traiteametg décrite. La sensibilité daspergillusa

cette molécule parait assez constante (Montrateals 2003).

Des associations d’amphotéricine B avec des lipigess forme de liposomes, par exemple) ont
été développées dans le but de réduire la néphcdtode la molécule mére administrée par voie

intraveineuse (Anatobt al, 2006).

Figure 11.Structure chimique de I'amphotéricine B (Pierrel 20

Les effets de I'amphotéricine B sur les celluleagigues sont multiples: I'étape initiale de
toxicité consiste en une interaction avec les tgédes membranes plasmiques pour former des
pores. Ce phénoméne entraine immédiatement unuliéseégionique a I'intérieur de la cellule du
champignon en particulier au niveau des ions mdeats Na+ et K+ et altere la perméabilité
cellulaire. Les pores (ou canaux) résultant de réggtion de plusieurs molécules de
I'amphotéricine B a l'intérieur de la bicouche timjue de la membrane fongique, forment une sorte
de cylindre creux par lequel peuvent fuir les iatsles constituants cellulaires essentiels du

champignon (Smaoui, 2010).

La Nystatine: Le nom « Nystatine » vient du « Newly State Laboratory ». C’est un
antifongique topique, de structure polyénique, @nés sous forme de creme, poudre ou pommade.
La structure de la Nystatine est semblable a ddldamphotéricine B, mais la Nystatine est la
seule a disposer d'une forme a usage externe (Anetcal, 2006). La Nystatine sous forme
liposomique d’administration intraveineuse est Bwestigation clinique et serait principalement
utilisée pour les infections fongiques invasivésntrairement aux préparations phospholipidiques
d’amphotéricine B, le médicament serait rapiden@&iminé du plasma, présentant une demi-vie
d’élimination de 6 heures (Sylvie Bharm, 2003).La Nystatine en suspension est I'antifongique le

plus utilisé en pédiatrie depuis plus de 30 ang fraiter les condidoses oro-pharyngées. En réalité
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ce produit presente une efficacités modéréee liéle: faible activité antifongique du produit aux
dose administrées souvent insufisants a la forménigaie peu adaptée pour traitées de trés jeunes
enfants (Francois, 2002).

Figure 12Structure chimique de la Mycostati@e(Allaoueddine 2007).

Les antifongiques d’origine microbiologique utikséactuellement en clinique sont
essentiellement de structure polyénique, notamrh&rhB et la nystatine. Les inconvénient de
Ces substance comme: problemes de solubilité ettolacité, instabilité a la lumiere,
thermosensibilité, limitent leur utilisation dare lutte contre les champignons phytopathogenes
(Bastideet al.,1986).

1.2.1.2.- Antifongiques non polyénique :

Les molécules antifongiques non polyénigpessedent des structures chimiques tres variées et
peuvent appartenir aux groupes suivants: glucielesld validamycine, la kasugamycine), quinones
(ex: les nanaomycines), polypeptides (ex: la cymose A), hétérocycles azotés (ex: la
tunicamycine, la blasticidine S, les polyoxineshplypthers (ex: la nigéricine, la nonensine),
composes alicycliqgues (ex: le cycloheximide) et posgs aromatiques (ex: la griséofulyine
(Belghit, 2010). Les antifongiques de structure mmtyénique sont surtout représentés par la
griséofulvine, active sur les dermatophytes. Desitsubstances non polyéniques telles que le
cycloheximide, 'azolomycine F ou la saramycetment que des applications limitées (Bastade
al., 1986). La griséofulvine : cette molécule n'esivactjue sur les champignons dermatophytes.
Elle est assez bien tolérée mais est contre-indigpeddant la grossesse et l'allaitement. De plus,
elle ne doit pas étre associée a l'alcool campetigoque un effet antabuse (bouffées de chaleur,...).
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Utilisée par voie orale, les traitements des devptattoses sont souvent assez longs et d
méme plusieurs mois dans le cas des atteintesndgssqonychomycoses) (Fran¢, 2014).

Les échinocandines et les pneumocanisont respectement des antifongique
lipopeptidiques etexapeptidiquecycliques ayant une bonne activité vitro et in vivo contre
Candida(Groll et al, 1998).

Dans la figure 13nous présentons la structure de quelques antifoeg non polyénique
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Figure 13.Structure de quelques antifongiques non polyéni

1.2.2.-Antifongiques de synthése chimiqu

Les antifongiques de synthése ont dominé et ordlugenné la recherche dans ce doma
Parmi les agents antifongiques de synthése lesupilises, on cite les suivant: Le chlormidazole,
Le tolnaftate La flucytosine Les imidazoles, les allylamingaon classé etc. Nous présentons
dans la figure (13)es structures de quelqr-unes d’entre-elles.
Les azoles. les azole, dont les imidazoles et les triazots)t des agents antifongiques
entravent surtout la synthése des stérols de malmane des mycetes, mais ils ont probabler
d'autres effets antimétaboliq (Louise, 2003 dans la thérapeutique des infections fongic
superficielles et systémiqu Les azolés de premiére génération sont des imiélazadbnt le
miconazole est le plustéressant actuellement (Min etal., 2000) Les azolesSont généralement
administrés par voie topique pour traiter les mgesosutanées comme le pied d'athéete ot
infections vaginales a champignons, et sont vesdaos ordonnance. Le kétoconazolile premier
azole dont l'efficacité a été évaluée dans le dmént des infections fongiques superficie
résistantes (Robeet al.,2014. On utilise des pommades a base de kétoconazolespairer les

dermatomycoses. flosséde également un sped'action inhabituellement lar (Louise, 2003).
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Les azolés de troisieme génération correspondemrt darivés triazoles (fluconazole =
Triflucan®, et itraconazole = Sporanox®). D’autra@zolés sont en cours d’évaluation préclinique
ou cliniqgue (Mimozet al, 2000). Les infections fongiques systématiques souvent traitées avec
le fluconazole et itraconazoleLe fluconazole (Diflucan) possede plusieurs prdpsé
pharmacocinétiques attrayantes. Il présente unellerte biodisponibilité (90 %) favorisant
I'administration orale, une distribution adéquatmsl la plus part des tissus (sang, LCR, liquide
péritonéal, salive et expectorations), une longwnieiie (de 22 a 37h) permettant une
administration uniquotidienneet un profil d’innocuité trés intéressan{Sylvie, 2003).
L’intraconazole est un azole qui agit contre de biwux dermatophytes, les espécé3aadidaet
certaines moisissures. Il a une longue demi-viesdanpeau et les ongles, une affinité pour les
lipides et la kératine ; et il atteint la peau suttpar le sébum. Le médicament peut étre excrété
dans le sébum pendant un mois apres la fin detnaimt. L'itraconazole est offert sous forme de

comprimés ou de liquide (Robert al.,2014)

a— =0
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Fluconazol Naftifine 5- Fluorocytosine

Figure 14.Exemples de molécules antifongiques de synthésaaue

1.3.- Les antifongiques non classés
D’autres antifongiques de synthése, moins popudajte les molécules précédemment décrites,
sont utilisés en clinique; les plus rencontrés sdat chlordantoine, I'haloprogine, la

ciclopiroxolamine et le nifuratel (Allaoueddine,@0).

1.3- Sites et modes d’action des antifongiques

Les antifongiques utilisés pour le traitement dgsases invasives agissent principalement selon
quatre meécanismes d’action différents. Nous nottung,d’abord, les antifongiques qui agissent par
altération du fonctionnement de la membrane cetkiléamphotéricine B); par inhibition de la

synthése de I'ADN et de I'ARN (flucytosine); parhibition de la synthese de I'ergostérol
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nécessaire a la formation de la membrane de laledtingique (dérivés azolés); et, finalement, par
inhibition de la synthése des glucans de la paetlulaire (échinocandines) (Sylvie et Pharm
,2003). Le tableau 3 et la figure 15 montrent leScamismes d’action des différentes classes

d’antifongiques

Tableau 3.Classes d’antifongiques et leurs cibles (Mezouat32.

Classes Azolés Polyénes Echinocandines

Médicaments | Fluconazoles Amphotéricine B Caspofungine
Itraconazoles Nystatine Micafungine
Voriconazoles Anidulafungine

Posaconazoles

Voies cibles | Inhibition de I'enzyme| Liaison avec Inhibition de 1,38-D-
1,4 a-déméthylase I'ergostérol dans la | glucane synthase,
impliqué dans la membrane enzyme responsable de|la
synthese de plasmique fongique | production de 1,3-D-
I'ergostérol aboutissant a une | glucane, élément

augmentation de la | essentiel de la paroi
perméabilité et la cellulaire fongique
mort cellulaire

Espéces cibles Fongistatique vis-a-vis Fongicide vis-a-vis | Fongistatique vis-a-vis

des levures et des levures et des champignons et

fongicides vis-a-vis | champignons fongicide vis-a-vis de la

des champignons plupart des levures
Membrane — Paroi

Echinocandines
«Caspofungin
Micafungin
=Anidulafungin

Polyénes
Fungizone
AmBisome
~Abeicet

Synthése des stérols
AZoles

Fluconazole
sitraconazole
“\Voriconazole
Posaconazole
*Ravuconazoe

Synthése d "Ac. nucléiques ¥
analogues de pyrimidine
«5-Fluorocytosine

Figure 15 Mécanisme d’action des antifongiques (Cami@]3)
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1.- Matériels
1.1.- Appareillage

Il s’agit du matériel courant du laboratoire notaent:
Agitateur magnétique chauffant, autoclave, balaétectronique (KERN ABj), étuve 30C° type
memmert, pH metre (HANNA instrument), RéfrigératedfC, un appareil photo numérique
«SAMSUNG» de résolution de 16 Méga pixel (Zoom auoti X5).

1.2.- Petit matériel
Bec de bunsen, flacons de 250ml, boites de péwiéllons, pipettes pasteur, anse de platine,st@be

essai, emporte-piéce, éprouvettes graduées.

1.3.- Produits chimiques
Glucose, Extrait de levure, Extrait de malt, Adagu physiologique, NaOH (0,1N), HCI (0,1N)

1.4.- Souches d’actinomycétes:
Les trois isolats d&treptomyce$46, G61 et B31gue nous avons utilisés dans notre travail sont
isolés par Belghit (2010) a partir des échantillode sols sahariens algériens sur milieu « chitine-
vitamines B » de Hayakawa et Nonomura (1987) elsanit la méthode de suspension dilution. Cet
isolement a été faite au sein du laboratoire ddofie des systémes microbiens a I'école normale
supérieure de Kouba-Alger. Aprés des études moogiplie, physiologique, chimique et moléculaire
effectuées par le méme auteur, ces souches ordttéhées au gen&treptomyced.a souche G46 a été
isolée a partir d’un échantillon de sol palmeradalrégion d’El Atteuf (département de Ghardaslg a
une bonne croissance sur les milieux : ISP2, 13884, Bennett et GN, sa morphologie est de type S
(spirale), elle possede un mycélium de substratfraymenté et autre aérien gris clair compact akesc
chaines de spores (1 a 4 tours). La souche G& iacdée a partir d’'un sol reg de Metlili (départarhde
Ghardaia), elle a une bonne croissance sur lesunilile culture ISP2, ISP3, ISP4, GN et Bennett et une
morphologie typique deStreptomycedype S (spirale), elle posséde un mycélium de satbston
fragmenté et un mycélium aérien contenant des ebaipirales de (2 a 6 tours). Enfin la souche 831
éte isolée a partir d’'un sol provenant de la régierDjelfa. Cette souche est caractérisée par aneeb
croissance sur plusieurs milieux de culture a sal®P2, ISP3, ISP4, SSB, GYEA et Bennett, elima
morphologie typique deStreptomycesle type S (spirale), elle posséde un mycélium ulestsat non
fragmenté et un mycélium aérien contenant des ebapirales (6 a 8 tours) de 10 a 50 spores.
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1.5.- Germes cibles
Les souches tests utilisés sont quatre soucheSatelida albicans(M1 et M2) proviennent de
I'hdpital Mentouri de kouba (Alger) et deux soucliEsA200 et IPA988) de l'institut Pasteur d’Alger.

2.- Méthodes
2.1.- Mise en évidence de l'activité antibactériermdes isolats d’actinomyceétes
2.1.1.- Technique de stries croisées

La mise en évidence de l'activité antagonisteidolats d’actinomycetes est réalisée par laodétdes
stries croisées qui utilisée par Zitouei al. (2005); Hibaret al. (2006). Cette méthode consiste a
ensemencer la souche d’actinomycete en un séuhbtta surface du milieu solide et en bordure ale |
boite de Pétri (diamétre = 9 cm). Apres incubat@oB0°C pendant 8 jours, les souches-cibles sont
ensemencées perpendiculairement a I'actinomycedeletture des résultats se faite en mesurant la
distance d’inhibition entre les bordures de la deucible et de la souche d’actinomycete, aprés 24 h
d’incubation pour les bactéries. Le taux d’inhitmtiest calculé selon I'équation suivante :

| (%) =[(A-B)/(A)] x 100
| - taux d’'inhibition (%)
A : distance inoculée par la souche test (cm)

B : croissance de la souche test (cm)

/ oughe deStreptomyces

G
1

Figure 1dethode des stries croisées

Boite de Pétri—»

Note:
| inhibition ; R: Ralentissement
1, 2, 3, 4: Germes tests@andida albicans
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2.1.2.- Technique de la double couche

Une autre technique a été utilisée pour la reisevidence des activités antagonistes est cella de
double couche. Cette technique consiste a ensemer@eeptomycesen touche a l'intérieur d’'un cercle
de 10 mm de diamétre, au centre de la boite de ddéttenant un milieu solide ISP2 sa compositian es
en annexe. Apres 8 a 15 jours d’incubation a 3@¥bn les souches), les cultures sont inondée8 par
mL de milieu ISP2 semi solide (10 g/L d’agar) peddément ensemencé avec le germe cible (une souche
des quatreCandida albicans Les boites sont mises au réfrigérateur (4°C aend h) afin de laisser les
antibiotiques diffuser dans la gélose tout en iahtbmomentanément la croissance des germes cibles.
Elles sont ensuite réincubées a 30°C et la tadke zbnes d’inhibition est mesurée en mm (y comnlpris

diamétre de I'isolat) apres 24 a 48 h pour la levur

Figure 17.Méthode de double couche

Note:

1: Boite de Pétri

2: Zone d'inhibition

3: Colonie deStreptomycede 10 mm de diameétre

4: Germe test d€andida albicans
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Partie Il Résultats et disiois

Dans cette partie nous essayerons de présemtiscater nos résultats obtenus apres avoir fait
les deux méthodes de la mise en évidence de [igctmtilevurienne: stries croisés et double
couche.

1.- Mise en évidence de I'activité antilevurienndes isolats :

1.1- technique des stries croisées

Le tableau suivant résume les valeurs d’activit@mes par la méthode de stries croisées
Tableau 4. Activité antilevurienne des souches de streptotegcé&ontre les germes tests de
Candida albicans sur milieu solide

Taux d’inhibition (%)
Streptomyces B31 G46 G61
Candida
Candida albicansM1 10 25 20
Candida albicansM2 10 20 17
Candida albicansIPA200 9 15 13
Candida albicansIPA988 7 10 7

D’apreés le tableau ci-dessus, on constate queoleshes G46, G61 et B31 montrent des activités
antilevuriennes contre toutes les souches tesGaielida albicangM1, M2, IPA200, IPA988)
(tableau 4 et figure 18). Les plus importantesviéés ont été obtenues avec les souches G46 et
G61. Tandis qu’un faible taux d’inhibition conti@us les germes est marqué avec la souche B31.
Concernant le taux d’'inhibition enregistré conte ermes pathogéne, on remarque d’une fagon
générale son augmentation avec les germes M1 efPisi2contre ce taux devient moins avec les
germes IPA200 et plus moins avec IPA988.

| i

Figure 18. Activité antifongique des souches des streptomgc€®16, G61 et B31) contre les
souches deandida albicangM1, M2, IPA200 et IPA988) par la méthode degstcroisées.
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1.2.-Technique de ladouble couch:

Lesrésultats obtenus par cette méle sont présentés dans le L’histograr suivant.

45 -
40 A
35 A
30 A
25 -
20 A
15 A
10 ~

mB31

m G46
mG6l

tauxd'inhibtion

M1 M2 IPA200 IP988

souches deCandida albicans

Figure 19.Activité des souches (Streptomycesontre les souches teste Candida albicanspar
la méthode de ldouble couch

Suitesaux résultats présentés dé’histogramme cidessus nous constatons nettement qt
plus grande activité a été obtenue avec la soGdtesuivie de la souche G61 qui a montré e
une activié importante. Par contre la souche B31 a révééaible activité Ce qui vient en accord
total avec les résultats de la méthode de strieséms. De mén concernant la sensibilité d
souches tests on observe que la souche M1 estidasphsible pa les molécules bioactives d
deux streptomyces546 et G6. Avec ces deux dernieregsl souchetests M2 et IPA200 ont

présenté une forte sensibili@ependant la souche test IPA988 est la plus rési.

(A)
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©) (D)

G) (H)
Figure 20. Activité antifongique des souches de streptomyc@®6, G61, B31) contre les souches

deCandida albicangar la méthode de double couche.

(A) G61 contre IPA200(B) G61 contre Ca M1(C) G61 contre Ca M2 (D) G46 contre Ca IPA200 ;
(E) G46 contre Ca M2(F) G46 contre Ca M1 (G) B31 contre Ca IPA200 (H) B31 contre Ca M1.
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2.-Discussion

L’étude que nous avons poursuivie a été réalisée tpois souches détreptomycéete&46, G61
et B31. Il faut rappeler que ces souches ont éédas a partir des échantillons de sols sahariens
algériens au sein de laboratoire de biologie deteryes microbiens. Elles ont été sélectionnées au
vu de leurs capacités antagonistes intéressanté® Gandida albicansElles ont été rattachées au

genre Streptomycesuite a une étude morphologique, physiologiqguemifie et moléculaire
effectuée par Belghit (2010).

La mise en évidence des activités &@undida albicansa été effectuée sur un milieu de culture
dénommé ISP2 couramment utilisé pour I'étude mdaaique desStreptomyced! est a base de
glucose, extrait de levure et extrait de malt. Oéechniques de travail ont été utilisées, la
technique des stries croisées et celle de la dauhiehe. Il faut noter que ces deux techniques ont
éte utilisées par Zitourt al.(2005); Hibaret al.(2006) et Boughachichet al. (2005).

Quatre germes tests @andida albicansont été utilisés, dont deux sont provenus detltins
Pasteur d’Alger sont: IPA200 et IPA988, et deuxesiM1 et M2 de I'hdpital Mentouri de kouba.
Il faut signaler que cette levure est pathogenesptésente le principal pathogene fongique de
I’'Homme (Chabasset al, 2009).

Les résultats que nous avons obtenus montrendtabiord que les souches qui ont une bonne
croissance ont une bonne activité et vice versacdnparant les résultats des deux techniques
utilisées nous avons constaté un accord entre Enoxeffet ces deux techniques ont montré
simultanément une bonne activité pour les isoladé & G61 et une faible activité pour lisolat
B31. On peut expliquer cette difféerence d’actiatére les souches par le nombre et /ou la nature
des antibiotiques sécrétés. En fait, ce phénoméheien connu chez les actinomyceétes, des
especes appartenant a un méme genre, peuvent reymhstiser les mémes molécules sur un
méme milieu. Les especes &treptomycesomme pour les autres genres, produisent un large
eventail de molécules bioactives: des antibacteriederizer et al, 2006), des antifongiques

(Frandberget al.,2000), des antibactériens et des antifongiquad@id, etc. (Thukeet al.,2007).

On peut lire aussi la différence d’activité entee souches detreptomycespar la différence des
sensibilités des germes tests utilisés, a ce nileganous avons vu une différence de sensibilité

entre eux, cette difference presque n’'est pasgdwmm®entre les deux techniques. En effet par
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exemple les souches les plus sensibles et leggiisgtantes toujours resteédandida albicang1
et Candida albican®988 successivement pour les deux techniques.n 2dddelouahid et senouci

(2010), Les zones d’inhibition sont plus au moirengles suivant la sensibilité de la souche test.

Il faut rappeler que les conditions de culture de expériences sont presque les mémes, comme
nous avons utilisé le méme milieu de culture, domas pouvons faire le recours a d’autres facteurs
influencant le taux d’inhibition. Des facteurs ngpécifiques peuvent également intervenir sur le
diamétre d’inhibition notamment: la propriété pleggihimique de I'antibiotique (viscosité), et la
nature d’inoculum (Abdelouahid et senouci, 2010).
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Conclusion générale

L’étude que nous avons entreprise a comme objéatimise en évidence de l'activité
antifongique des souches d&ireptomycesontre le germe pathoge@andida albicansPour cela
nous avons exploité deux techniques de travailsgmit : la technique des stries croisées et la
technique de la double couche. Pour ces deux mabsiet sur le méme milieu (ISP2) le fait

antagoniste entre les souches Septomycest les germes pathogenes a éteé réalisé.

Nous avons remarqué une relation claire entreube d& croissance des souchesStteptomyces
d’une part et leur taux inhibition d’'une autre p&h plus de ¢a, les plus importantes activités ont
été enregistrées avec les deux souches de stramtmeayG46 et G61, alors que la souche B31 a
présenté une croissance moindre ainsi qu’un fad& d’inhibition. Il faut rappeler ces résultats
ont la méme allure dans les deux expériences. la @aontrer aussi que la souche €andida
albicansM1 s’est avérée la plus sensible pour les moléchieactives de G46 et G61. Cependant
la souche la plus résistante €sindida albicandPA988.

En fin, nous pouvons dire que ce travail, a mouatré fois de plus la possibilité de trouver dans
les sols sahariens d’Algérie, d8geptomycesapables de produire des antibiotiques actifsredat
levure Candida albicans|'espece la plus frequemment isolée de prélevenmattologiques chez

'Homme.

Comme perspectives de ce travail on peut citer :

- Mettre en évidence I'activité ar@iandida albican®n utilisant d’autres milieux solides et semi
solides.

- Mettre en évidence l'activité arfiandida albicann utilisant des milieux de culture liquides

- Semi purification des antibiotiques des extraitganiques bruts en utilisant différents systenses d
solvant de migration et la localisation des &acactives.
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ANNEXE



Composition de milieu de culture utilisé pour la mse en évidence de I'activité antibactérienne

Milieu ISP2

Extrait de levure 49
Extrait de Malt 10g
D-Glucose 49
Agar (0]0%
Eau distillée 1000 ml

Figure 1. Photographie des actinomycetes
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Colonies de Streptomyces au stade du mycélium wégétatif (A) et aprés différenciation
morphologigue et appantion des spores (B). Mycelium vegetatif (C, gross. 2200 x) et
chaines de spores (D, gross. 3000 x)

Candida albicans (Budding phase) Candida albicans (Hyphal phase)
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RESUME :

Le travail que nous avons effectué a pour objedtf, mise en évidence des activités
antifongiques des 3 souches de streptomycete (G448, B31) isolées a partir des échantillons de
sols sahariens algériens. En utilisant deux teciasigle mise en évidence (stries croisées et double
couche) sur un milieu de culture complexe ISP2 srepns testé I'activité de ces souches contré
quelques levures pathogermardida albicandPA200, IPA988, M1, M2). D’'une fagon générale,
Les résultats obtenus pour les deux techniques simiaires et ont montré des activités
importantes pour les deux souches G46 et G61. @apéta souche B31 n’a montré qu’une faible
activité. Au niveau des germes pathogénes noussamomue le germe te€tandida albicandMl1

est la plus sensible, tandis que la souchrdida albicangdPA988 est la plus résistante.

Mots clés:Candida albicansStreptomycesactivité antifongique.
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