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RESUME

Notre travail a pour but la mise en évidence de la production de molécules

antibactériennes par des souches d’ Actinomycetes isolées apartir du lac Oubeirad El Kala.

A partir de quatre échantillons d’ eau du lac, vingt-deux souches d’ Actinomycétes ont
été isolées et purifiées, en utilisant la technique de dilution et un nombre important de
milieux de culture, simples, sélectifs et électifs. La sélection a été basee sur les caracteres
macromorphologiques et micromorphologique. Ces souches ont fait I'objet d’une étude

portant sur leur capacité a produire des molécul es antibactériennes et sur leurs antibiotiques.

Aprés le test d activité antibactérienne portant sur |I'ensemble des souches contre
quatre souches de référence ATCC : 2 souches a Gram Positifs: Staphylococcus aureus
ATCC X1 (MRSA) multirésistante, Saphylococcus aureus ATCC X, sensible et deux autres a
Gram négatif : Pseudomonas aeruginosaY ATCC sensible, Escherichia coli Z ATCC qui
présente une simple résistance contre I’ampicilline a large spectre d’ action, cinq d’ entre elles
Se sont avérees actives mais avec absence d’ activité antibactérienne sur les souches Gram
négatif utilisées si ce n’est la souche S23 qui a une faible activité sur la souche P.aeruginosa
Y ATCC, les autres sont actives sur les deux souches a Gram positif. La souche S10 isolée a
partir du centre du lac sur le milieu de culture Czapec smple concentration est la plus
performante avec une zone d’inhibition de 24 mm sur la souche de référence S.aureus ATCC
X1 (M.R.S.A), agent d’infection nosocomiale distingué par sa multirésistance et sa capacité de

provoqguer de graves problémes sur la santé publique.

L’ activité de la souche S10 est due a la production d’un métabolite antibactérien de
couleur jaune secrété aprés 4 jours d’'incubation a 28°C sur le milieu ISP2 liquide a un pH
entre 5.31 et 7.52, cet antibiotique est extractible par le dichlorométhane, il est trés polaire
avec un rapport frontal de 0.84.et il est le dernier produit obtenu lors de la purification par

chromatographie sur colonne a gel de silice en utilisant |e méthanol (éluant trés polaire).

Cetravail apermis de valoriser lamicroflore du lac Oubairad El-Kala par la présence
des bactéries filamenteuses a Gram positif (Actinomycétes) capables de produire des

mol écul es antibactériennes actives sur un agent d’infection nosocomial (S.aureus. MRSA).

Mots clés: Lac, Eau Douce, Actinomycetes, Molécules Antibactériennes, Saphylococcus

aureus.



ABSTRACT

Our work consisted in making conspicuous and bringing more to light the anti
bacterian molecules production, by actinomycetes strains isolated from “OUBEIRA” lake of
EL-KALA.

From 4 water samples of the lake, 22 actinomycetes strains have been isolated and
purified using dilution technique and a consequent number of different culture media: simple,
selective or by election. The election has been based on macro and micro morphological
aspects. These strains have been studied according to their production ability of anti bacterian
molecules and to their antibiotics.

After a screening on all strains versus 4 ones of original reference ATCC: 2 of positive
Gram : Staphylococcus aureus ATCC X; (MRSA) multi-resistant, Staphylococcus aureus
ATCC X, sensitive, 2 other of negative Gram :Pseudomonas aeruginosa Y ATCC sensitive
and Escherichia coli Z ATCC that occurs with a ssimple resistances against large spectra
action ampicilline.

5 of them are active but without any anti-bacteria activity on the negative Gram strains
used apart the one S23 which has a weak activity on the strain Pseudomonas aeruginosa Y
ATCC, the other are active on the two other strains of positive Gram. The strain S10 isolated
from the middle of the lake on the culture medium “Czapec” simple concentration is the most
performant with an inhibition zone of 24 mm on the strain of reference Saureus ATCC X;
(M.R.S.A), Nosocomia infection factor (agent) distinguished by its multi-resistance and its
ability to provogue public health harm .

The activity of the strain S10 is due to a yellow colored anti-Bacterian metabolite
secreted after 4 days of incubation at 28°C on the 1SP2 liquid medium with pH between 5.31
and 7.52, this anti-biotic is highly polar and extractable by the dichloromethane, and it is aso
purified asafinal product on gel chromatography.

Our contribution seems to be positive in the way the work done tends to valorise the
micro-flora of “OBEIRA LAKE " of EL-KALA by the presences of filament-positive - Gram
bacteria (actinomycetes) able to produce anti-bacterian molecules on nosocomial infection
agent (Saureus M.R.S.A) playing thus a double role of positivity : the public heath and

environment protection .

-Key words: lake, Water, Actinomycetes, antibacterial molecules, Saphylococcus aureus.
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INTRODUCTION

Les actinomycétes sont des organismes procaryotes, classés parmi les bactéries. Ils sont
inclus dans I’ordre des Actinomycetales défini dans la huitiéme édition du manuel de
BERGEY (1974) comme regroupant : «des bactéries a Gram positif qui tendent a former des
filaments ramifiés, universellement répandus. Ils constituent une part importante de la
microflore tellurique et se retrouvent dans Iair, le fumier et les composts, le foin et les pailles,
les grains de céréales, les résidus fibreux de cannes a sucre et le pollen des plantes.
Généralement neutrophiles, ils peuvent cependant étre présent dans certains sols trés acides,
dans les déserts chauds et secs de divers continents, dans les lacs extrémement alcalins ainsi
que dans certains milieux tres salés.

Les Actinomycétes sont aussi retrouvés dans les milieux aquatiques: les lacs, les
rivieres et les ruisseaux, les mers et les océans. Nombre d’entre eux ont un réle trés important
dans le secteur pharmaceutique par la production de substances intéressantes telles que les
antibiotiques, les vitamines, des substances anti-histaminiques, vasodilatatrices ou
immunostimulante et des enzymes utilisées dans les industries Parmi ces substances, les
antibiotiques sont ceux qui ont suscité le plus grand intérét. Environ 65 % des antibiotiques
produits par des microorganismes le sont par des actinomycétes dont un nombre appréciable a
trouvé une application thérapeutique.

Leur diversité de colonisation, leur adaptation, leurs résistances a certaines conditions
hostiles ainsi que leur importance dans le secteur pharmaceutique font que ces bactéries sont
I’objet de nombreuses études scientifiques.

Le parc national d’EL KALA situé a I’extréme nord-est de I’Algérie a la particularité
d’abriter le complexe des zones humides les plus prestigieuses de la Méditerranée occidentale,

il est connu par sa richesse floristiques et faunistiques. Celui-ci renferme plusieurs



écosystemes lacustres dont le lac Oubeira situé a 3 Kms a I’ouest de la ville, entre les lacs
MELLAH et TONGA.

En 1983 pour marquer I’adhésion de I’Algérie en faveur d’une action internationale
pour la protection des zones humides, deux sites lacustres du parc (lac obéira, lac tangua) ont
été inscrits sur la liste RAMSAR. En 1990 cette aire protégée est sur la liste de L’UNISCO
des réserves de la biosphére dans le cadre du programme MAB ; en 1995 elle bénéficie d’un
don de la banque mondiale pour la mise en place d’un plan directeur de gestion durable des
ressources. Malheureusement le lac Oubeira est I’objet d’agressions extérieures telles les
déversements anarchiques des effluents urbains, les lessivages engendrés par la présence de
cités urbaines a sa périphérie et aux activités agronomiques (élevage).

En considérant ce potentiel riche en actinomycétes tant du point de vue de la
biodiversité générique et spécifique que du point de vue des propriétés antagonistes
notamment antimicrobiennes, un axe de recherche a été initié dans le cadre d’un projet de
recherche financé par le Ministére de L’Aménagement du Territoire et de L’Environnement
(MATE) dans notre laboratoire depuis 2005. Les objectifs de cet axe étaient d’étudier d’une
part, la microflore actinomycétale vivant dans des conditions particuliéres et propres aux
zones humides dans I’espoir de découvrir des taxons originaux, et d’autre part, la possibilité
d’obtenir a partir de ces souches de nouvelles molécules d’antibiotiques qui pourraient étre
efficaces dans un environnement hospitalier qui pressente un écosystéeme favorable au
développement des microorganismes opportunistes et qui sont présents dans I’environnement
(eau, air, surface) avec une faible virulence mais souvent doués d’une multirésistance aux
antibiotiques.

La présence de ces microorganismes opportunistes a I’hépital rend celui-ci également
un lieu a risque pour la santé publique. Les bactéries se multiplient a une cadence tellement

rapide qu’il y a toujours possibilité d” une mutation qui peut les rendre multi résistantes aux



antibiotiques. Ce qui a poussé les chercheurs a essayer de palier a ce probléme en cherchant a
trouver d’autres molécules efficaces seules ou en synergie.

C’est pour cette raison que nous nous sommes intéressées a la recherche des
molécules antibactériennes produites par les Actinomycétes isolées des eaux du lac Oubeira

afin de les tester sur des bactéries pathogénes en milieu hospitalier.
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1- VALEURSDU SITE D’'ETUDE

1.1-Introduction :
Le lac Oubeira présente, avec |’ ensemble du complexe lacustre du PNEK, des valeurs

écologiques et des richesses naturelles considérables, a I’ échelle mondiale, résultats de sa
grande fertilité, son énorme biodiversité et les fonctions multiples qu'il offre alarégion, non

seulement sur les plans scientifiques et touristiques, mais aussi du c6té socio-économique [1].

1.2- Descriptif geomor phologique du lac Oubeira :
Le lac Oubeira est un écosysteme, appartenant a I’ éage bioclimatique sub-humide

chaud. C’est un plan d’ eau douce, situé a 8° 33' Est de longitude et 2 36° 55’ Nord de latitude,
a distance de 5km a vol d’oiseau de la mer méditerranée; ses altitudes vont de 0 a 25m par
rapport au niveau de sa surface [2] [3].

Le bassin versant couvre une superficie de 9800 ha, dont 2200 ha pour la cuvette
seule; cette derniere présente une forme presque circulaire, profonde de 1,5 m en moyenne et
variant entre 2 et 3 m alafin de I’hiver. Le fond du lac, de forme plane, est constitué d' un
substratum de sable recouvert d’ une couche de vase occupant environ 30 Hm® et a environ
0,5m d’ épaisseur.

Géographiquement, le lac est bordé :
e aunord par des foréts de chéne liege;
e unterrain de parcoursle délimite par I’ Est;
e |'Oued El-Messida traversant un terrain agricole tres actif par le Sud-est ; du coté
Ouest, le lac est bordé par un terrain nu;

e au Sud- Ouest on marque lesforéts d’ aulne et de fréne [1].

1.3- Caractéristiques hydrologiques:

Le régime hydrologique est en forte corrélation avec les conditions climatol ogiques,
incluant les précipitations irrégulieres caractéristiques de la zone, qui subit des écoulements
naturels d’ eau douce de 31 hm?® (rapport de I’ hydraulique, 1996) & 40 hm? par an (rapport du
PNEK, 1997). La pluviométrie moyenne varie entre 500 et 1000 mm par an.

A la saison de précipitation, le lac est essentiellement alimenté, d'une part des
ruissellements provenant des monts et des collines alluviales du versant et d’ autre part des
effluents de I’ Oued El-Kebir sur la partie Sud est ; a partir d’un niveau d’eau supérieur ou

égal 4m, I’ afflux prend sa direction de I’ Oued El-Kebir vers le lac par I'intermédiaire d’ une
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tranchée de connexion de I’ Oued El-Messida. Le volume d eau atteint 33 hm® en fin d’ hiver
[4] [2].

A cette période le versant de I’Oued El-Kebir s'integre a celui du lac et couvrent
ensemble une superficie de 11500 ha.

Le réseau hydrique comporte également, selon les données collectées du service
technique de I’APC et du service hydraulique de la commune d’ El Kala, 4 points de rejet

d’ eaux résiduaires urbaines;

1.3.1-Rejet versle bassin de décantation n°1 :

Ce premier bassin est situé a 650 mL (metre linéaire) delagare routiere d’ El Kala, sur
la route nationale 44 vers El Tarf. Une partie considérable de |’ agglomération des crétes - en
extension continue - est liée a un collecteur principal de 550 mL.

Le méme collecteur regroupe auss la cité Fernana avec son extension de la gare
routiere a 650 mL ; le siege du PNEK vient de rejoindre ses sources d' eaux usees urbaines
depuis 2003 [4] [2].

1.3.2-Regjet versle bassin de décantation n°2 :

Sur laroute cw (chemin de wilaya). 109 vers Annaba, sur |e coté gauche. Ce bassin est
lié & un collecteur principal d’ eaux usées du lotissement Djeffel-Torki Sud, a une distance de
I50mL et une partie du lotissement Gélas 111 al70mL [4] [2].

1.3.3-Regjet versle bassin de décantation n°3::
Le troiséme bassin se trouve sur la route cw. 109 vers Annaba sur la droite. Le

collecteur principal d’eaux usées est de 380 mL provenant des lotissements Gélas | et |1 [4]

[2].

1.3.4-Rejet versle bassin de décantation n°4 :

Du coté de la commune de Ain El-Assdl, le village de Mechta Abdelkader est
connecté a un bassin de décantation implanté au rivage du lac a quelques dizaines de métres
de I'écluse de I'Oued El-Messida, que traverse la conduite d’eaux usées déclarée rompue
depuis 1997, cette derniere est actuellement a I’origine d apport permanent d eaux usees
urbaines dans e lac sans épuration primaire préalable.

En période d assechement, le niveau d’eau du point de connexion entre le lac et
I’ Oued El-Messida diminue et par conséquent, le sens de I’ écoulement d’ eau est inversé vers

I Oued El-Kebir diminuant ainsi le niveau d’ eau du lac [4].
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Des facteurs géophysiques tels que la percolation et I’ évaporation poussent fortement
les pertes hydriques.

L’ homme contribue & son tour par la surexploitation de I'eau pour les besoins
d'irrigation qui constituent, entre autres, un point considérable de fuites.

Le volume d’ eau peut diminuer en été jusqu’a 22 hm? avec une profondeur d’ environ
0,96m [6] [19].
-Des zones éparses, a savoir Demnet-Rihana, Dai-Graa et une partie de VSA El-Gantara-El-

Hamra, présentent des rejets individuels non contrélés marquant |’ absence de conduites.

1.4- Diversité biologique::

Compte tenu de la collection énorme d’ espéces végétales et animales, dont une grande
partie renferme les espéces rares rencontrées uniquement au niveau du parc nationa d'El
Kala, des travaux approfondis et des études écologiques intensives ont été focalisés sur
I"'importance de I’opulence biologique de la région, seule une partie moindre a pu étre
recensée dans les inventaires de faune et de flore établis par plusieurs chercheurs, a savoir
I’ équipe du laboratoire de recherche des zones humides de I’ université de Annaba. Le PNEK
de son cété propose des projets concernant le plan de gestion écologique des zones humides
delarégion [1].

1.4.1- Lafaune:
le lac Oubeira constitue I'habitat d’ espéces animales d'immenses valeurs : des

colonies variées d'oiseaux migrateurs et hivernaux singtalent ne serait-ce que
temporairement dans le versant pour bénéficier des ressources alimentaires riches du versant,
des poissons deau douce, les batraciens ainsi que de nombreux groupes de la faune
inférieure.

La faune recensée dans les inventaires reste insuffisante et ne représente qu’une
fraction de la véritable richesse biologique du site [2] [3].

1.4.2 Lavégétation aquatique émergente:
Lelit del’Oued El-Messida est caractérise par une organisation typique de végétation,

sa grande superficie est encombrée d’ herbiers flottants, d’ hydrophytes couvrant le plan d’ eau
en partie.

Cette vegétation constitue une source nutritionnelle et un élément important dans la
protection du lac et le maintien de son équilibre biologique.
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1.5- principalesfonctionsdu lac :
1.5.1- Rétention des sédiments et des produitstoxiques:

Les précipitations, les ruissellements superficiels et le dévasement d' eaux usées
résiduaires dans le lac sont entre autres, a I’ origine de son alimentation hydrique, charriant
toutes sortes de matiéres dissoutes ou en suspension et dont une partie importante rentre dans
le cycle naturel de synthése et dans la dégradation biologique ou par des réactions chimiques
abiotiques[5].

Les roseaux et les scirpes sont des exemples de la végétation aquatique émergente, a
laquelle est attribué un réle primordial de brise-vent, ceci assure une stagnation du lac et
permet au flux d eau chargée en matiére en suspension de subir un traitement mécanique par
décantation. Les sédiments contribuent a la restitution du substratum formant au fond du lac,
un écosystéme specifique pour les formes de vie anaérobie [5].

Ils présentent également un intérét dans la compensation de la perte des terres par
évasion, tant que dans le maintien de lafertilité et la structure des rivages.

Des traces de fer, de manganése, du phosphore et du soufre, sont présentes sous le
nom de micropolluants, dont le stockage se fait en partie par adsorption aux particules
décantées, pour se retrouver dans les sédiments. Leur remobilisation dans |” hydrosystéme est
réalisée par I’action des microorganismes spécifiques qui puisent les formes oxydées (oxy-
hydroxydes de fer, de manganéese, carbonate de calcium ou sulfures) assurant leur nutrition

[5].

1.5.2-L’élimination totale de |’ azote organique ou minéral :

Est sous I'indépendance exclusive de processus microbiologiques trés sensibles

incluant les bactéries et les mycetes comme étant les seuls agents dénitrifiant dans le monde
vivant.
Anderson et al [5] ; ont estimé une rétention par les végétaux de I’ ordre de 50 a 70K gN/ha/an
contre 400 a 550Kg N/ha/an éiminés par dénitrification microbienne. Le phénomeéne de
dénitrification conduit a la transformation des nitrates (NO3~) en azote particulaire (Ny)
rejoignant |’ atmosphere a |’ état gazeux et diminuant ainsi la charge du systéme aquatique en
cet élément [5] [6].
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1.5.3-I"autoépuration naturelle:

Les bactéries sont les éléments clefs du cycle biologique normal des eaux douces. Ce
sont elles, en effet, qui vont débarrasser le milieu des matiéres organiques en solution qu'il
contient.

En théorie, touts les microorganismes capables de se développer aux dépend de matieres
organiques polluantes peuvent étre auto-épurateurs, cette capacité auto-épuratrice a des
limites, elle est efficace dans |a mesure ou la charge de pollution ne devient pas excessive.

D’un point de vue sanitaire cette auto-épuration est évidemment bénéfique, les germes
d origine fécale disparai ssent a 99,5%. Elle doit traduire un phénoméne semblable dans le cas
des germes pathogenes intestinaux (en particulier Salmonella des fiévres typhoides).

Ces quelques notions démontrent sans ambiguité la réalité du pouvoir auto-épurateur.
Cedlui-ci présente sans aucun doute I'un des apports les plus efficaces a la défense du milieu
aquatigue en méme temps gqu’ ala protection de la Santé Publique [7].
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2- DONNEESSUR LESACTINOMYCETES:

2.1- L’ ordre des Actinomycétales :

Les actinomycetes, organismes procaryotes, sont classés parmi les bactéries. Ils sont
inclus dans I'Ordre des Actinomycetales défini dans la huitiéme édition du manuel de
BERGEY (1974)[8] comme regroupant : «des bactéries & Gram positif qui tendent & former
des filaments ramifiés, lesquels peuvent étre assez développés pour former un véritable
mycélium ; le diametre de ces filaments varie entre 0.5 gin2mais est énéralement
inférieur a1 um ».

Dans la méme édition, les bactéries «corynéformes» (Corynebacterium,
Cdlulomonas, etc...) qui présentent un pléomorphisme mais ne sont pas filamenteuses, sont
mises dans la méme section que les actinomycetes et considérées comme apparentées a ce
groupe de microorganismes grace a certains caracteres chimiques relevant des constituants

cellulaires[8].

2.2- Lieux d’habitats:

Les actinomycetes sont universellement répandus. |ls constituent une part importante
de la microflore tellurique (DOMMERGUES et MANGENOT, 1970) [9]. On les retrouve
dans I'air, le fumier et les composts, le foin et les pailles, les grains de céréales, les résidus
fibreux de cannes a sucre, le pollen des plantes et bien d' autres substrats (LACEY, 1973 [10];
BREUILLAND et a., 1974 [11]; COUCH et BLAND, 1974 [12]). Généralement
neutrophiles, ils peuvent cependant étre prédominants dans certains sols tres acides (REED
RODRIGUES COELHO et DROZDOWICZ, 1978) [13]. |Is sont présents dans les débris
végétaux et les litieres, les sols glaciaires de I’ arctique, les déserts chauds et secs de divers
continents, les sols des régions industrielles pollués par du pétrole ou des métaux lourds, dans
les lacs extrémement alcalins et dans certains milieux tres salés (LECHEVALIER, 1981)[14].
L es actinomycétes sont aussi retrouves dans les milieux aquatiques : dans leslacs, lesrivieres
et les ruisseaux, dans les mers et les océans et méme dans des sédiments océaniques Situés a
plus de 4 000 m de profondeur (CROSS, 1981 [15]; GOODFELLOW et WILLIAMS, 1983
[16]).

Ces données nous donnent donc un apercu sur la diversité des milieux colonisés par
les actinomycétes ainsi, que leur adaptation et leur résistance a certaines conditions tres

hostiles.
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2.3- Taxonomie Des Actinomycetes :

2.3.1- Evolution de la taxonomie des actinomycetes :

Leur pourcentage de “guanine + cytosing” est relativement élevé (supérieur a’55 mol %).

La classification de ce groupe est en remaniement perpétuel depuis prés de 50 ans. Au début,
les seuls critéres employés pour différencier les genres étaient purement d ordre macro et
micromorphol ogique.

Dans les années 60, la chimiotaxonomie basée sur |'analyse des constituants
cellulaires en acides aminés (Becker et al; 1964) [17] et en sucres (Lechevalier et Lechevalier,
19704)[18] a permis d apporter de nombreuses clarifications et fut ainsi déterminante pour
différencier plusieurs genres entre eux.

Par la suite, durant les années 70 et ce, jusgu’aux années 90, I’analyse des lipides
membranaires fut d'un apport considérable et complémentaire aux précédentes études
chimiques. Ainsi, nous pouvons citer I’analyse des acides mycoliques (Mordarska et a.,
1972)[19], des phospholipides (Lechevalier et a., 1977 [20] ; Minnikin et al., 1977 [21]) et
des ménaquinones (Collins et Jones, 1981)[22]. Les criteres chimiques combinés aux critéres
morphologiques, se sont révélés tres efficaces pour distinguer beaucoup de genres entre eux.
Actuellement, leur nombre avoisine les 40, sans compter les genres apparentés
phylogénétiquement aux actinomycétes mais ne formant pas de véritable mycélium, comme
Corynebacterium, Cellulomonas, Clavibacter etc (Holt et al, 1994)[23].

Entre 1971 et 1990, I’ application de la taxonomie numérique aux actinomycetes, a
permis d’ apporter beaucoup de clareté dans la reconnaissance des especes (Goodfellow,
1971[24]; Athalye et al, 1985[25] ; Goodfellow et al., 1990[26]). Pour cela de nombreux tests
physiologiques sont utilisés.

A partir des années 80 et jusgu’a I’ heure actuelle, I’ application des techniques de la
biologie moléculaire (sequencage de I’ARN ribosomique, hybridation DNA-DNA) dans la
classification des actinomycétes a permis de tracer toute la phylogénie de ce groupe
(Stackebrandt, 1982[27] Stackebrandt et al., 1983[28] ; Stackbrandt et Schleiger, 1984 [29] ;
Stackbrandt et Kroppenstedt, 1987[30]) et a différencier clairement les espéces entre elles.

10
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2.3.2-Criteresactuels utilisés pour la classification des Actinomycétes [31] :
Ces criteres sont de trois types : morphologiques, physiologiques et chimiques.
2.3.2.1- Critéresmorphologiques [31] :

2.3.2.1.1- Critéres macromor phologiques :
- La production ou non du mycélium aérien ou du mycélium du substrat
Plusieurs genres peuvent ne pas produire de mycélium aérien (MA), mais un seul uniquement
ne produit pas de mycélium du substrat (MS) : Sporichtya.
-Lacouleur du mycélium aérien

La couleur exacte du MA est déterminée en utilisant une charte de couleur. Le nombre
d  espéces de Streptomyces est tellement éleve que celles-ci sont classées, d'aprés justement la
couleur du MA, dans 7 séries différentes « gris, rouge, jaune, blanc, bleu, vert et violet ».
Dans chaque série, plusieurs nuances de couleur peuvent exister :
Exemple: série des « gris» grisfoncé, gris clair, grisjaunétre, gris rougeétre, ...
-La couleur du mycédlium du substrat et des pigments solubles
Dans le cas des Sreptomyces, |es especes peuvent produire :
- un MS de couleur caractéristique : couleur vive ou foncée : rouge, orange, jaune vif, vert,
bleu, violet, noir... Ces couleurs permettent de caractériser les especes,
- un M S de couleur non caractéristique : soit non coloré, soit coloré de maniére assez claire,
beige, jaune orangé clair, jaune brunétre, brun ou olive pde. Ces couleurs peuvent varier
suivant, les souches d’ une méme espéce.
Les mémes remarques que pour le MS sont également valables dans le cas des pigments

solubles.

2.3.2.1.2 - Critéres micro morphologiques:
- La production de spores:
Le MA et/ou le MS peuvent, soit étre stériles, soit produire des spores rondes, ovales ou en
batonnets.
- L’ agencement des spores:

Les spores peuvent étre produites isolément, par deux, par quatre ou en de courtes ou
de longues chaines. elles peuvent étre sessiles ou produites par des sporophores bien
individualisés pouvant étre verticillés ou non, ou encore de maniere tres irréguliere, le long

des filaments mycéliens.

11
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- Lamor phologie des chaines de spores::

Les chaines de spores peuvent étre droites a flexueuses (type « rectus-flexibilis» =
RF), en crochets ou en boucles (type «retinaculum-apertum» = RA) ou en spiraes
(type«spira» = S). Ces dénominations sont particulierement importantes pour la
classification des espéces de Streptomyces. Qui peuvent ainsi étre placées dans différentes
sections. Des morphologies intermédiaires (RFRA, RFS et RAS) sont également souvent

rencontrées.

-L’ornementation de la surface des spores:
Les spores peuvent avoir une surface lisse (type « smooth » = sm), rugueuse (type

«warty » = wa), épineuse (type « spiny » = sp) ou chevelue (type « hairy » = ha).

- lafragmentation du mycélium du substrat :
Le MS peut se fragmenter, avec une intensité plus ou moins grande, en ééments

coccoides et/ou en batonnets, non mobiles ou parfois mobiles.

-Laproduction de structures particuliéres:

- La présence ou non de sporanges dans le MA et/ou le MS, la Forme de ces sporanges, le
nombre de spores qu’ils contiennent, la mobilité et laforme des sporangiospores.

- Laproduction d’ endospores, de sclérotes, de synnemata.

Lafigure n°1 montre |’ aspect micromorphol ogique des principaux genres d’ actinomycetes.
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Figure 1 : micromorphologie des principaux genres d actinomycetes

Seccharomonospora

Streptosporangium

Spirillespora

Types: RF = Rectus Flexibilis, RA = Retinaculum Apertum, S = spira, MA = Mycélium
Aérien, MS = Mycélium de Substrat, bv = biverticille, mv = monoverticillé, s = sporophore,

c.sp = chaine de spore, sp.i = spores isolées, sp.m = spores mobiles, sg = sporange.
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2.3.2.2- Critéres physiologiques :

Les critéres physiologiques sont tres importants pour |’identification des especes. Ils
consistent en des tests de dégradation de nombreuses substances, des glucides, des lipides, des
protéines, un des caractéres essentiels pour la différenciation des espéces des Streptomyces est
la production de pigments mélanoides. Les criteres physiologiques sont primordiaux dans le
cas de la taxonomie numérique, laquelle est appliguée pour certains genres par de nombreux
auteurs (GOODFELLOW, 1971 [24]; CROSS e GOODFELLOW, 1973[32];
GOODFELLOW et al, 1979[33]; McCARTY et BRODA, 1984[34]; ATHALYE et al.
1985[25]).

2.3.2.3- Lescaractéristiques chimiques des constituants cellulaires:

La chimiotaxonomie est un systéme de classification et d identification basé sur des
caracteres chimiques permettant de grouper et de distinguer des microorganismes. L’ analyse
des acides aminés, des glucides des cellules entiéres et des lipides membranaires constitue les

principaux caractéeres utilisés en chimiotaxonomie (Jones et Krieg, 1989) [35].

2.3.2.3.1- Composition pariétale en acides aminés :

Les actinomycétes, comme tous les procaryotes, possedent une paroi mureique
constituée par de la N-acétylglucosamine, de |’ acide muramique, de I’ acide glutamique et de
I’danine (L et D). Si la plupart des bactéries non mycéliennes possedent également de la
lysine, la majorité des actinomycétes (surtout ceux formant un véritable mycéium)
contiennent plutét de I'acide diaminopimélique (D.A.P.). Celui-ci peut étre sous la forme
isomérique LL ou encore DL (=méso) et ce, suivant les genres. Un autre acide aming, la
glycine, est variablement présent. Quelque fois, le D.A.P. est remplacé par de la lysine, de
I’ ornithine ou de I’ acide diaminobutyrique chez les actinomyceétes ne formant pas de véritable
mycélium (Becker et al., 1965[36] ; Y amagushi, 1965[37]).

2.3.2.3.2- Composition cellulaire en sucres:

Les actinomycétes possedent dans leurs cellules divers sucres dont certains ont une
importance taxonomique. Ces derniers sont le couple « arabinose-galactose», le couple
« arabinose — xylose », le couple « rhamnose-gal actose » et enfin le madurose ou 3-0-méthyl-
galactose (Lechevalier et Lechevalier, 1970 b[38] ; Labedaet al., 1984[39)).
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2.3.2.3.3- Définition des chimiotypes a partir de la composition cellulaire en acides

aminéset en sucres:

Les différents chimiotypes rencontrés chez les actinomycetes sont résumeés dans le
tableau 1.

Les actinomycetes ont été classés dans plusieurs chimiotypes selon leur composition
cellulaire en acides aminés (Becker et al., 1965[36] ; Yamagushi, 1965[37]) et en sucres
(Lechevalier et Lechevalier, 1970 b[38]). Ainsi, d’ apres les constituants pariétaux (apres
hydrolyse forte au Hcl 6N) nous distinguons lestypes | (LL D.A.P. + glycine), || (DL DAP -
glycine), 1l1 (DL DAP), IV (DL DAP + arabinose + galactose), V (ornithine + lysine), VI

(lysine), VII (acide diaminobutyrique, glycine, lysine présente ou absente) et V111 (ornithine).

D’ apres la composition des cellules entiéres en sucres (apres hydrolyse ménagée avec
H.S0, 1N), nous distinguons les types A (couple «arabinose-galactose»), D (couple
« xylose-arabinose »), E (couple « rhamnose-galactose »), C (pas de couple précédemment
cités, surtout I’ arabinose, le xylose et le rhamnose) et B (présence de madurose).
Les différents chimiotypes (tableau 1) sont appelésains :
- | C: ex: Sreptomyces, Sreptoverticillium, Nocardioides...
- 11 D : ex : Actinoplanes, Dactylosporangium, Micromonospora.
- 111 B : ex : Streptosporangium, Planornonospora, Planobispora, Actinomadura...
- Il C: ex : Nocardiopsis, Thermomonaospora, Thermoactinomyces...
- Il E: ex : Saccharothrix, Kutzneria, Actinosynnema.
- IV A: ex : Nocardia, Rhodococcus, Amycolatopsis, Pseudonocardia...
-V, VI, VIl et VIII: divers genres d’ actinomycétes non mycéliens.

2.3.2.3.4- Composition en lipides:
Les lipides taxonomiquement importants peuvent étre représentés par trois groupes:
les lipides polaires ou phospholipides, les ménaquinones et |es acides mycoliques.

2.3.2.3.4.1- Les phospholipides:

La composition des membranes plasmiques en phospholipides est un critére important
complétant les chimiotypes définis précédemment. Ainsi, Lechevalier et al. (1977)[20] ont
distingué 5 types.
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Tableau 1 : Différents chimiotypes rencontrés chez les Actinomycétales.

Acide autres acides aminés Sucres
¥ diaminopimaélique
isomére [ isomére o couple | couple | couple mad.
type de L.L. D.L Gly. Orn. Lys. D.A.B. | arb-gal | xyl-arb | rhm-gal
paroi '
1c + - + . - - - - - -
nD - + + - - - - + - -
ne - + - - - - - - - +
mc - + - - - - - - - -
mEe - + - - - - - - + -
VA . + - - - - + - - -
v - - - + + - - - - -
Vi . - - - + - - - - -
Vil - - + v + - - - -
Vil - - - + - - - - - -
Note: I, I, I,......... , VI : types de paroi définis par Becker et al. (1965)[36], Y amaguchi

(1965) [37] et Lechevalier et Lechevalier (1970b) [38] selon le D.A.P. (L.L. ou D.L) et la
présence ou non des acides aminés. Gly = glycine; Lys. = lysine; D.A.B. = acide
diaminobutyrique et Orn. = ornithine.

A, B, C, D et E : définis par Lechevalier et Lechevalier (1 970b)[38] et Stackebrandt et al.
(1994)[40] selon la présence des sucres caractéristiques: arb. = arabinose; gal. = galactose;
xyl. xylose;

rhm.=rhamnose et mad. = madurose.

- LestypesdeV a VIl n’ont pas été suivis, dans lalittérature, par lalettre « C » bien qu’'ils ne
disposent pas de sucres taxonomiquement importants.

- Type Pl : caractérisé par |'absence de phospholipides azotés tels que la
phosphatidyléthanolamine (PE) et la phosphatidylcholine (PC), exemple : Actinomodura,
Soirillospora, Nocardioides...

- type PIl contenant de la PE. Exemple: Streptomyces, Nocardia, Amycolatopsis,
Soirillospora, Kutzneria...

- type PlII : caractérisé par la présence de PC. Exemple: Nocardiopsis, Pseudonocardia,
Saccharopolyspora..

- type PIV présence de phospholipides (plusieurs) a structure non encore déterminée mais
contenant de la glycosamine (PG), ains que de la P.E Exemple: Sreptosporangium,
Planomonospora, Planobispora, Microtetraspora...

- type PV: contenant les PG et du phosphatidylglycérol. Exemple: Oerskovia,

Promicromonospora et Cellulomonas.
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2.3.2.3.4.2- Lesménaquinones [41] :

L es ménaquinones sont des lipides ayant dans leur structure un noyau quinone méthylé
et une chaine carbonée aliphatique composée d unités isoprenes. Ils sont classés suivant le
nombre de ces unités et le degré d' hydrogénation (saturation) de la chaine (Collins et a.,
1980)[41] .

Ex : ménaguinone MK9 (H2) présent chez le genre Planomonospora : ménaguinone avec
neuf unités isoprénes dont deux hydrogénées.
Les ménaquinones ont apporté un complément intéressant en permettant de confirmer les

résultats obtenus sur les phospholipides.

2.3.2.3.4.3- Lesacidesmycoliques[31] :

Ce sont des lipides complexes et insaturés. Ils sont importants uniquement pour
différencier les actinomycetes ayant le chimiotype IV A. Parmi ces derniers, les genres
Nocardia, Rhodococcus possedent des acides mycoliques tandis que Amycolatopsis,
Pseudonocardia n'en contiennent pas. Les acides mycoliques sont absents chez les

actinomycetes ayant un autre chimiotype quelelV A.

2.3.2.4- Lesacides nucleiques et la taxonomie des actinomycétes :
Parmi les caractéres importants non seulement dans la reconnai ssance des genres mais

auss des familles d'actinomycétes (qui commencent actuellement a étre définis), nous
noterons la détermination du coefficient de Chargaff (G+C) et le séguencage de I’ADN
ribosomique, lesquels ont permis en outre de tracer toute |a phylogénie des actinomycétes.
La détermination du coefficient de Chargaff a permis de reconsidérer la définition des
actinomycetes dont I’ADN contient un pourcentage de G+C supérieur a 55% mol. Ceci a
permis de différencier la lignée des actinomycétes de celle des Bacillaceae, des
Lactobacillaceae et d'autres bactéries a Gram positif. De méme, d autres bactéries non
mycéliennes telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter et méme Micrococcus,
sont considérées comme faisant partie de la lignée phylogénétique des actinomycétes
(Stackebrandt et al., 1981[42] ; Goodfellow, 1985 [43]).

Le séquencage de I’ADN ribosomique permet de différencier nettement les genres
entre eux, mais la méthode, trop «lourde» et complexe, est moins utilisée que la
chimiotaxonomie, plus abordable (Goodfellow, 1985[43]).
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2.3.2.5- Cléd’identification :

Les criteres chimiques et morphologiques permettent ainsi de déterminer les différents genres

appartenant al’ ordre des Actinomycetal es, comme nous le constatons dans la figure 2.

2.3.3- Lescritéresd’identification des espéces:

2.3.3.1- Lescaractéristiques culturales:

Auparavant, les espéces étaient principalement différenciées entre elles par la couleur
des mycélia aériens et du substrat, et celle des pigments solubles, ce qui permet la description
d un nombre trop important d’espéces et engendre une grande confusion, particulierement
chez le genre Streptomyces ou pas moins de 463 espéces furent répertoriées en 1974
(Nonomura, 1974[44]; Pridham et Tresner, 1974[45]). Actuellement, méme s I’on tient
toujours compte de la couleur des mycélia, ce facteur ne constitue plus un caractére majeur

pour la distinction entre deux espéces données.

2.3.3.2- Les caractéres physiologiques et lataxonomie numérique :

En plus des caractéres morphologiques et chimiques, I'identification des espéces est
surtout basée sur les caracteres physiologiques. Ces derniers concernent I’ utilisation ou non de
différentes substances glucidiques, lipidiques et protidiques, la résistance aux agents
antimicrobiens et a divers agents physico-chimiques (pH, température, salinité).

L’ ensemble des caractéristiques physiologiques peut servir a définir des pourcentages
de similarité entre les organismes grace a I’ utilisation de coefficients de Jaccard, Sokal et
Michener). C'est la taxonomie numérique (Goodfellow, 1985[43]). Goodfellow (1971)[24]
fut I’un des premiers chercheurs a avoir appliqué cette analyse aux actinomycetes, laquelle
consiste a utiliser un grand nombre de caractéres physiologiques, considérés comme ayant une
importance égale, et ce, pour rassembler ou au contraire séparer les souches de
microorganismes entre elles. L’ application de cette analyse n’est rendue possible qu avec
I utilisation des microordinateurs, a cause de lalourde charge des calculs.

Les résultats les plus spectaculaires on été obtenus sur le genre Sreptomyces. En effet,
nombre d’ espéces de ce genre, qui a été de 463 (Pridham et Tresner, 1974) [45] a été réduit a
142 (Williams et al., 1989)[46]. De méme, les genres Actinopicnidium, Actinosporangium,

Chaina, Microellobosporia et Elytrosporangium ont été regroupés dans le genre principal,
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Sreptomyces (Williams et a., 1983[47]). Le genre Rhodococcus a été créé grace a cette
analyse (Goodfellow Alderson, 1977) [48].

La taxonomie numérique a apporté énormément de clareté dans la reconnaissance
auparavant trés confuse, des especes. Le plus intéressant est que les différents chercheurs ont
noté une excellente corrélation entre les résultats obtenus lors de la taxonomie numérique et
ceux relatifs a la chimiotaxonomie et aux analyses des acides nucléiques (entre autres,
I” hybridatic DNA-DNA) (Labeda, 1988[49] ; Goodfellow et a., 1990 [26] ,[31]).
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+ PRESENTL M. A avec chaines de spores non verticillées —» Streptomyces
- M. A avec chaines de spores verticillées — Streptoverticillium
M.A et M.S fragmentés » Nocerdioides
— Chimiotype [ID  —» M.A avec chaine de spores — Glycomyces
Phospholibpide Tvpe PI » Actinomadura
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Figure 2 : Clé d’identification des principaux genres d’actinomycétes
M.A : mycelium aérien, M.S : mycelium du substrat [31;
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2.3.3.3- L’ hybridation DNA-DNA :

L'hybridation DNA-DNA permet de déterminer les similitudes génotypiques des
souches. Au dela de 70% de similitude, deux souches sont considérées comme appartenant a
une méme espece. L' hybridation DNA-DNA s avere indispensable lorsque les caractéres

phénotypiques ne suffisent pas al’identification [31].
2.4- Les Actinomycete en tant que microor ganismes utiles:

2.4.1- Importance dansle domaine industrid :

Les actinomycétes ont un réle trés important dans le secteur pharmaceutique. De
nombreux isolats produisent des substances intéressantes, telles que les antibiotiques les
vitamines, des substances anti-histaminiques, vasodilatatrices ou immunostimulante et des
enzymes utilisées dans les industries; certaines souches interviennent méme dans la
transformation des stéroides en dérivés plus intéressants (DOMMERGUES et MANGENOT,
1970 [9] ; ASSELINEAU et ZALTA, 1973 [50] ; WAGMAN et WEINSTEIN, 1980 [51] ;
STANIER et al., 1982 [52] ; TYRABI et ESTIENNE, 1983 [53]).

Parmi ces substances, les antibiotiques sont ceux qui ont suscité le plus grand intérét.
TIRAPY et ESTIENNE (1983)[53], rapportant les valeurs établies a partir des données du
«Hand Book of Antibiotic Compounds, 1980 », signalent qu’ environ 65 % des antibiotiques
produits par des microorganismes, le sont par des actinomycétes. Un nombre appréciable
d’ antibiotiques antibactériens, antifongiques et anticancéreux, a trouvé une application dans la
thérapeutique. Le plus grand nombre d antibiotiques est produit par le genre Streptomyces
(Streptomycine, Tétracycline, Kanamycine); 50 a 70 % des souches telluriques de
Sreptomyces. Sont capables de sécréter des antibiotiques (TYRABI et ESTIENNE, 1983)
[53].

2.4.2 - Importance dansle domaine agronomique :

Les actinomycetes constituent I'un des plus grands groupes de la population

microbienne du sol; on a suggéré plusieurs explications a cette large distribution, telles que
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leur grande capacité d'utilisation des substrats et leur activité antagoniste vis-avis des
mi croorganismes de méme habitat.

(KUSTER, 1976[54] ; ISHIZAWA et ARARAGI, 1976 [55]; ALEXANDER, 1977[56]).
DOMMERGUES et MANCENOT (1970) [9] rapportent que les actinomycétes sont aptes a
dégrader les substances organiques non biodégradables par les champignons et les bactéries.
Ces microorganismes contribuent énormément a la dégradation et au recyclage de polymeéres
complexes tels que les polysaccharides et méme les lignocelluloses des plantes
(LECHEVLIER 1981 [14] ; GOODFELLOW et WILLIAMS, 1983[16]); ils jouent, par
conséguent, un réle dans lafertilité des sols.

Les actinomycetes du genre Frankia sont des fixateurs symbiotiques de I'azote
atmosphérique, formant des nodules chez de nombreuses plantes dicotylédones arbustives,
autres que les légumineuses (BEICKING, 1974[57]). Ces plantes peuvent étre trouvées dans
toutes les parties du monde, y compris les régions tropicales et arctiques; elles sont des
« pionniers» extrémement importants dans les régions ou les conditions nutritionnelles
limitent |a croissance des autres espéces végétales (LECHEVALIER, 1981[14]).

Gréce a leurs propriétés antagonistes, les actinomycétes sont également utilisés pour le
controle biologique des maladies de certaines plantes; COODFELLOW et WILLIAMS

(1983) [16] ont signal € quel ques succes dans la réduction de maladies fongiques.

2.5- Les Actinomyceétes en tant que microor ganismes pathogenes et
nuisibles:

Les actinomycétes peuvent étre phytopathogenes. Nocardia vaccini, Rhodococcus
fasciens et quel ques especes de Streptomyces dont S.scabies, infectent plusieurs plantes. Dont
la pomme de terre (COODFELLOW et WILLIAMS, 1983) [16].

Plus nombreux sont les genres et especes d’ actinomycétes pathogénes pour I’homme et les
animaux. Certains sont connus depuis trés longtemps, comme les agents de la tubercul ose et
la lépre (Mycobacterium). Des especes comme Nocardia asteroides, Actinomyces isra€lii,
Dermatophilus congolensis, Sreptomyces somaliensis, sont également responsables de

diverses infections telles que les antimycoses, |es nocardioses pulmonaires et systémiques.,
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les Actinomycétomes. D’ autres genres et espéces peuvent étre des pathogéenes opportunistes
(MISHRA et al., 1980[58]; LECHEVALIER1981[14]).

Certains sont responsables de sérieuses réactions d’ hypersensibilité et d'allergies
pulmonaires (LACEY, 1981) [59].

En fin, les actinomycetes peuvent également étre responsables du golt et de I’ odeur
désagréable (moisi) de I’eau des réservoirs et méme de I’eau potable (LECHEVALIER,

1981[14] ; GOODFELLOW et WILLIAMS, 1983 [16]).
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3- LE GENRE STAPHYLOCOCCUS :

3.1-Historique:
Les staphylocoques ont été découverts dans un pus par Pasteur en 1880. En 1883,

Ogston a créé le nom de «Staphylocoque» pour décrire ces grains (kokkos) groupés en amas
irréguliers a la facon d'une grappe de raisin (staphylos). En 1884, Rosenbach a obtenu des
cultures pures de ces bactéries. Il a scindé le genre Staphyl ococcus en deux groupes selon que

les colonies étaient blanches ou dorées [60].

3.2-Habitat:
Il s'agit de germes tres répandus dans la nature (air, eau, sol). Les staphylocoques, en

particulier les espéces S. aureus et S epidermidis, font partie de la flore normale de nombreux
individus qui sont des «porteurs asymptomatiques ». Cependant ces souches peuvent étre a
I’ origine d’ auto- infections ou contaminer d’ autres individus.

On peut estimer que 20 a 75% des sujets sont porteurs de Saureus. porteurs
persistants, porteurs occasionnels, ou transitoires a |’ opposg, certains individus sont « non
porteurs» [60].

L"homme héberge plusieurs especes de staphylocoques:

- Staphylococcus aureus est retrouvé chez 20 a 30% des individus au niveau des fosses
nasales et/ou de la gorge, il est également présent en faible quantité dans le tube digestif. A
partir du rhinopharynx, la bactérie est disséminée sur la peau (en particulier les mains et le
visage) et dans le milieu extérieur;

- Staphylococcus epidermidis est présent sur la peau de 85 a 100% des

Individus,

- Saphylococcus capitis est présent au niveau du cuir cheveluy;

- Saphylococcus auricularis est isolé autour et dans le conduit auditif externe.

Les animaux hébergent des especes de staphylocoques qui ne sont pas classiquement
retrouvées chez I’homme: S hyricus chez les porcs, les bovins, la volaille ; S intermedius

chez les chiens et les chevaux [61].

3.3-Position taxonomique:
La famille des Micrococcaceae est composée de trois genres de cocci a Gram positif

en amas qui different par leur G+C%: Saphylococcus (30-39%), Micrococcus (65-75%) et
Planococcus (48-52%).L es espéces appartenant a ces trois genres possedent une catalase et se

dével oppent en aérobiose [61].
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3.4 Transmission [60]:

Les différentes voies de transmission des Staphylocoques sont représentées dans la

figure3.

L es Staphylocoques contaminent largement les surfaces, I'air, I’ eau, et I’homme en est

le principale réservoir; malades porteurs de Iésions ouvertes, soit et surtout porteurs sains qui

hébergent la bactérie au niveau des fosses nasales, de I'intestin, de la peau et de ses annexes

glandulaire.

Staphylococcus

" . . ,
Individus avec 1ésions

Porteurs sains

I 251

Matériel
contaminé

Individus
réceptifs a
- I’hopital

d

—

Individus
> réceptifs en

ville

—

Figure 3: Les différentes voies de transmission des staphylocoques. [60]
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3.7-Substances élabor ées par les staphylocoques [62]:

L es staphylocoques produisent plusieurs substances qui sont de deux types; toxines et

les enzymes, et qui sont mentionnées dans | e tableau 2 :

Tableau 2 : Toxines et enzymes produites par les Staphylocoques.

Produits Actions physiologiques

- Catalase Transforme I’ eau oxygénée en eau et oxygene.

- Coagulase Réagit avec la prothrombine pour former un complexe qui peut cliver le
fibrinogéne et former un caillot de fibrine.

- DNase Hydrolyse |’ ADN.

- Entérotoxine

- Exfoliatine

- Hyaluronidase

- B-Lactamase
- Lipases
- Protéine A

-Protéinases
-Toxines-1 du

syndrome de

Divisée en toxines thermorésistantes de 6 types connus (A, B, C1, C2, D,
E). responsable des troubles gastro-intestinaux typiques d'intoxication
alimentaire.

Toxine causant la perte des couches superficielles de la peau dans un
syndrome ; appelé : |a peau ébouillantée.

Hydrolyse |'acide hyauronique du tissu conjonctif permettant la
pénétration et la propagation des bactéries.

Dégrade la pénicilline.

Hydrolysent les lipides en acides gras et glycérol.

Est antiphagocytaire par compétition avec les neutrophiles pour fragment
Fc desIgG.

Hydrolysent les protéines.

Toxines staphylococciques associées alafiévre, au choc, et a
I"implication des systémes multiples du choc toxique.

3.8- Infections dues aux staphylocoques[60] :
Les infections Staphylococciques conduisent & la formation d’ abcés, de féroncles, ou

bien de I’ anthrax, de la cellulite, ainsi que des réactions inflammatoires aigues.

Il existe plusieurs infections qui sont dues aux staphylocoques et qui sont indiquées

danslafigure 4 ci-dessous, ains que leurslocalisations.
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Portage asymptomatique
o Peau

o Nez, bouche

o Yeux

o Intestin

o Vagin, urétre

‘ Infection contigué

> » Furoncles, anthrax, abcés, arthrites,
ostéomyélites.

Sinusites, otites, mastoidites, pneumonies.
Infections orbitaires.

Entérocolites.

Cystites, prostatites, cervicites, salpingites.

Yy

v

Contamination exte|

Sources inconnues

¥

Bactériémies ou Septicémies

3

personnel

4

Localisations métastatiques :
> Osseuses.
> Pulmonaires.
» Cutanées, musculaires.
» Cardiaques, rénales.
> Nerveuses.
> Autres.

Figure 4:Les principales infections a Staphylocoque.
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3.9- Maladies causees par les Staphylocoques [63] :

Les Staphylocoques sont la cause de plusieurs maladies illustrées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Maladies causées par les Staphylocoques.

Type d’infection Symptomes
> Furoncles, abcés.

Infections de la peau et des tissus mous » Infection des plaies.
» Cellulite.
Bactériémie (souvent avec des abces) > Endocardites.
» Abcés du cerveau.
Infections du systéme nerveux central » Meéningite rare.
> Abces épidural.
» Embolie.
Infections pulmonaires > Aspiration.
» Ostéomyélite.
Muscles et squelette > Arthrite.
» Abcés rénal.
Tractus génito-urinaire » Infection du tractus urinaire
inférieur.
» Syndrome du choc toxique.
Maladies provoquées par des toxines » Syndrome de lyell.

» Intoxication alimentaire.
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3.10-Larésistance aux antibiotiques chez S. aureus [62]:

3.10.1-Histoired’antibiotiques et de résistance bactériennes a propos de S.aureus :

Le tableau 4 résume la chronologie d événements importants de I’histoire de la

résistance de S.aureus aux principaux agents antimicrobiens.

Tableau 4 : Histoires d’ antibiotiques et de résistances bactériennes a propos de S. aureus

1942

Découverte de la pénicilline
Premiéres souches de S. aureus résistants a la pemcﬂlme

années 50

Augmentation de la proportion des souches de S.aureus
résistants a la pénicilline

1956

Découverte de la vancomycine >

1958

La vancomycine est approuvée par la FDA (Food and Drug
Administration) et introduite en clinique

> années
60

Introduction des pénicillines anti-staphylococciques
(famille de la méticilline)

Emergence de souches de S. aureus résistantes a la
méticilline (methicillin-resistant S. aureus, MRSA).

La vancomycine est réservée aux cas d’allergie aux beta-
lactamines

années 70

Augmentation de la proportion des souches de MRSA
Augmentation de ’utilisation de vancomycine

1977

Traitement de la colite & Clostridium difficile par
vancomycine par voie orale

années 80

MRSA endémiques dans la plupart des hopitaux, en
particulier aux USA

Utilisation élargie de vancomycine, y compris en
prophylaxie chirurgicale dans les hopitaux a forte
endémicité pour MRSA

Introduction et utilisation large de la teicoplanine

1986

La vancomycine hautement purifiée est disponible, rendant
son utilisation plus aisée et mieux supportée

1987

Documentation des premiers cas d’infections a
staphylocoques a coagulase négative re51stants aux
glycopeptides

Emergence des entérocoques résistants aux glycopeptides

1988
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Jusgu’ici, celle capacité de résistance n’ était pas associée a un épuisement total des ressources
thérapeutiques, les glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) demeurant encore

uniformément efficaces contre MRSA, multirésistants ou non.

3.10.2-Nouvellerésistance: VISA / GISA:

Les souches de S aureus responsables d'infections n’ ayant pas répondu au traitement
de Vancomycine en 1996 au Japon, ainsi qu’en 1997 aux Etats-Unis, ou en France, montrent
une sensibilité diminuée a cet antibiotique. Depuis, plusieurs cas semblables ont été

documentés aux seins d’ hdpitaux des quatre continents au moins.
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4-Pseudomonas aeruginosa :
4.1-Historique:
Bacille pyocyanique du grec Puon=Pus et Kuanos=Bleu foncé est désigné sous le

nom d’ espéce Pseudomonas aeruginosa ; il a étéisolé en 1882 par Gessard [60].

4.2-Definition: [64] [65]

- bacille fin, Gram négatif, rarement immabile, non sporul é.

- bactérie chimio-organotrophe avec un métabolisme strictement respiratoire, elle est
Caractérisé par la pluralité des substrats hydrocarboné utilisés comme source de carbone et
d énergie.

- Contenue en G+C (mole %) compris entre 58-70 %.

4.3- Habitat : [61] [62]

Ces bhactéries largement répandues dans |’ environnement vivent en saprophytes dans
le sol et I'eau. Elles se retrouvent sur les plantes et les denrées alimentaires entrainant parfois
leur atération. Elles peuvent se rencontrer chez I’homme et I'animal au niveau des flores

commensales. Certaines jouent un réle pathogene chez I’ homme, animaux et plantes.

La figure5 montre la localisation du genre Pseudomonas au niveau de la microflore

normal de I’ é&re humain.
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Pseudomonas.sp

. da e conjemctin

ErEs] 1

Microflore normale de |’ oreille externe

I coagese

Corynitacises.
87 Peeudomonas sp.
4. Ertdrobactiriacses

Hicrafiors narmalg fy mel
1. Staphyocoques coageise
négatify
2 Straptocoques viidans
3. Suphococces avvs
4. Heissans 1y
5. Hasmapiios sp.
6. Sirspipcoceus pesumoniae

Wicrelisre narmaie da a beveie ot de Feropharyy
1. Stregocoques vindas 8. Sreptocoques f-hma'ticaes
2. Staphyiocoeees coaguiase [pas du groupe A}
négatfy Caocios sp.
4. Vestoostisy. 11, Hoampphios ¢
4. Fasodactscsm sy 12 Coryndsactiries
5. Trapoasma sp. 13 Actimomynss s
§. Pomiyramoods . ot W, Fianetla conrodens
Prevotely 5p. 5. Staphylocaccus aneg
1. Nesseriasp. @t
Branhamela aarrhshs
1 Seplococcos presmonie
Mictaiiere sormaie B Vislega
e
1. Laciotacitis sp
2 Bactorpides sp.
3 Diostriciom 3p,
& Mycobacterom 55,
£ Minsion Pseudomonas.sp
8 Enkérobackiriackes

Microflore normale du grand intestin

V1. Do .

2. Fusobechrumsp

1 Costrisiun sp

1 Peptatrapoccis 1y
5 Escatricha rol

& Kshaindly:

T. E‘f
8. Lacfobacios sp.
6 Ersirocoques

Figure5: localisation du genre Pseudomonas au niveau de lamicroflore normal de |’ étre

humain [62].
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4.4-Classification : [66] [7]
Famille : Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

Espece: aeruginosa

4.5-Pouvoir pathogene : [60] [67]

Le bacille pyocyanique est un agent infectieux redoutable lorsque les défenses
immunitaires du sujet sont altérées. Par contre il est peu virulent pour I'individu normal.

Ces infections atteignent les malades sous traitement immunosuppresseur. Les plaies,
les voies urinaires et les voies respiratoires sont des portes d’ entrées fréquentes.

Les infections causées par |’ espece Pseudomonas aeruginosa sont représentées dans le
tableau 5.
Exemple: Chez les brllés, cette infection est I’ une des causes majeures de la mortalité.

Tableau 5 : lesinfections causées par Pseudomonas aer uginosa [68]

I nfections Pouvoir pathogéne

Elles peuvent étre primitives ou secondaires a une septicémie.
Les pneumopathies primitives s observent exceptionnellement chez le sujet
sain mais sont le lot courant des malades trachéotomisés, des insuffisants
Infections respiratoires sous antibiothérapies prolongée, des malades atteints
pulmonaires d’hémopathies ou de cancers et recevant une chimiothérapies.le diagnostic
est porté sur la présence de plus del0° CFU/ml dans le LBA ou dans
I’ aspiration.

Trés fréquentes, elles ne sont jamais primitives, mais toujours nosocomiales

ou iatrogénes secondaires a une exploitation des voies urinaires

Toutes les circonstances entrainant une stase urinaire sont favorisante
Infections (obstacle vessie neurologique) ainsi qu'une antibiothérapie préalable mal
urinaires conduite.

Chez lafemme, une infection communautaire peut survenir a partir du vagin

colonisé.
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Suitedu tableau 5:

Exemple d’antibiotique M écanismed ‘action Typederésistance

Infections Pouvoir pathogene

Pseudomonas aeruginosa peut étre présent a |’ état de saprophyte dans les
culs-de-sac conjonctivaux.La colonisation peut étre plus importante chez les
porteurs de lentilles de contact, les collyre ou les solutions pour lentille de
. contact ou méme |’eau du robinet malencontreusement utilisée pour les
I nfections
] nettoyer, sont les vecteurs amenant le bacille pyocyanique au niveau de
oculaires . . . . .
I’adl. 1l peut entrainer des infections superficielles: par exemple,des
blépharo-conjonctivites ont éé observée au cours de chimiothérapies
anticancéreuses chez des maades porteurs de lentilles cornéenne aprés

utilisation de mascara contaminé.

Pseudomonas aeruginosa n’ est pas un saprophyte courant du conduit auditif
externe : seul 17des individus sains en est porteur. |l est par contre isolé
chez 457.a 65/.des sujets ayant une otite externe banale .Celle-ci s observe
Infection ORL en particulier chez les nageurs en raison de la prédilection de la bactérie

(Ortho-rhi pour les milieux humides; mais également en zone tropicale ou aprés un
rtno-rnino-

laryngologie)

traumatisme.
L’ otite maligne externe a bacille pyocyanique a pu étre observée chez les
diabétiques &gés, les nouveaux nés et les sidéens .Le terme malin a éé

employé en raison des possibilités d’ extension.

4.6- Resistance aux antibiotiques: [69]

La phase d’'industrialisation de la production des antibiotiques a pu faire croire dans les
années 1950a1960 a I’ éradication des mal adies infectieuses bactériennes.

Malheureusement, trés vite sont apparus des échecs thérapeutiques dus a des souches
devenues résistantes alors qu’ elles sont habituellement sensibles. Plus tard sont apparues les
poly-résistances, bien plus grave encore, car elles limitent considérablement les possibilités de
traitement.

Larésistance de I’ espece Pseudomonas aeruginosa est représentée dans le tableau 6
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- lactamines
Pénicilline anti-Pseudomonas
Céphalosporine

Aminosides (Tobramycine,

Gentamycine)

Quinolones (Ciprofloxacine)

Inhibent la formation de ponts
peptidiques au niveau de la

paroi cellulaire.

Inhibent la synthese protéique
en agissant au niveau del’unité

ribosomique 30S

Inhibe I’ ADN gyrase

B-lactamase plasmidique,
B-lactamase chromosomique
diminuent I'affinité  des
protéines liant la pénicilline
Enzymes modifiant les
aminosides; dtération de la
structure du ribosome ;
diminution de la capacité des

aminosides.

Mutation au niveau de I’ADN

gyrase; atération des
protéines de la membrane
externe.

Tableau 6 : Larésistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

5- Escherichia coli:
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5.1- Historique:

Isolée pour la premiére fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est I’ espece
bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie
et de génétique. Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube
digestif et pathogéne pour I’ appareil urinaire.

Le réle de certaines catégories d’' Escherichia coli dans les syndromes diarrhéiques a

été précisé et les mécanismes de ce pouvoir pathogene ont été analysés [60].

5.2- Habitat :

Escherichia coli est un héte normal de I’intestin : |1 représente prés de 80 % de laflore
intestinale agrobie de I'adulte on peut les retrouver également au niveau de diverses
muqueuses chez I’ homme et chez les animaux.

Sa présence dans le milieu environnant ou dans les aiments est signe de
contamination fécale [70].

5.3- Caractéristiques biochimiques:

Les caractéristiques biochimiques de I’espéce Escherichia coli sont représentées dans le
tableau 7

Tableau 7 : profil biochimique : Escherichia coli [71].

___(JLHI_L__; E.;t-'hcric-h_izi coli |
jcaracteres | Expéce tvpe
Mobilit¢ D .
Gaz en glucose | -
Lactose ] +
Mannitol |+ —
Saccharose ) + ou -
N R
RM _ L +
VP i -
) L .
Indole +
Uréase -
H,S _
LDC + ou -
oDC + ou -
I T— 5
ADH !
D B
Citrate de Simmons | - |
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5.4- Pouvoir pathogene naturel:
5.4.1- Infections extr a-intestinales:
- Infections urinaires : infection ascendante ou descendante, vésicale ou rénale, E.coli est
tenu pour responsable de 60 a 80 % des infections des voies urinaires.
- Prostatique; Génitales; Hépato biliaires ou digestives ; M éningeées (surtout chez les
nouveau-nés) ; Septicémiques (le plus souvent secondaires a un foyer infectieux urinaire,

biliaire, intestinal, gynécol ogique ou a une exploration instrumentale) [70].

5.4.2- Infectionsintestinales:
L es propriétés des types de Ecoli responsables de diarrhées sont représentées dans le tableau 8
- Escherichia coli entéro-pathogenes (ECEP) :

Ces souches étaient responsables de diarrhées infantiles graves ou toxicoses survenant
par épidemies dans des creches ou des maternités. Ces souches encore appelées E.coli G.E.I

responsabl e de gastro-entérites infantiles dues a des colibacilles entéro-pathogeénes.

- Escherichia coli entéro-toxinogénes (ECET) :
Elles sont responsables de diarrhées trés liquides survenant dans les pays en
développement. Ces diarrhées s observent aussi chez les voyageurs, elles sont souvent

épidémiques chez les enfants de ces pays.

- Escherichia coli entéro-invasifs (ECEI) :
Elles sont isolées de syndromes dysentériques tant chez |’ adulte que chez I’ enfant. La

présence de leucocytes dans les selles est |e témoighage du processus invasif.

- Escherichia coli entéro-hémoragiques (ECEH) ou producteurs de vérotoxines (VTEC) :
Elles sont responsables d’ épidémies de diarrhées aqueuses puis hémorragiques, ces

souches sont responsables du syndrome hémolytique-urémique.

- Escherichia coli entéro-agr égatifs (ECEAQ) :

I1s peuvent étre responsables de diarrhée persistante.
- Escherichia coli a adhésion diffuse (ECAD) :

Ces deux dernieres classes d' E.coli entérovirulent ont un réle encore controversé dans

la survenue de syndromes diarrhéiques. Les différents syndromes cliniques sont dus a des
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Ecoli différentes, on reconnait aujourd hui au moins 4 types de souches responsables de
diarrhées [60] [70].

Tableau 8 : propriétés des E.coli responsables de diarrhées [60].

, . Entéro- Entéro- L .
. Entéro-pathogenes . . . Entéro-invasifs
E.coli (ECEP) hémor agiques toxiques ECE]
(ECEH) ECET
. . Aigue et chronique Sanglante Liquide Dysenterique
Diarrhées X O Adultes et

. Enfants moins de Intoxication Enfants et . L

Cible . . intoxication
1ans aimentaire voyageurs ) )

dimentaire

5.5- Pouvoir pathogene pour |I'animal:

Certaines souches d E.coli productrices de toxines ou possédant des propriétés
invasives sont pathogenes pour les animaux et provoquent des diarrhées, ces diarrhées sont,
par leur fréguence et la mortalité qu'elles entrainent, causes de pertes économiques

importantes [60].
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6-LESANTIBIOTIQUES:

6.1- Introduction :

Le premier antibiotique fut découvert des 1896 par Gosio (cité par Hacéne, 1992)[72].
Cet antibiotique, I’ acide mycophénolique, S est révélé étre actif contre la bactérie pathogene
responsable de la maladie du charbon, Bacillus anthracis.

Bien plus tard, Fleming (1929) [73] a mis en évidence I’action antagoniste de la
pénicilline produite par Penicillium notatum et dont I’intérét thérapeutique a ouvert la voie &
d autres recherches qui ont aboutit entre 1944 et 1960 a des centaines d’ antibiotiques qui sont

actuellement parmi les plus connus..

6.2-Définition :

Les antibiotiques sont des métabolites secondaires. Dans la majorité des cas, leur synthése
débute a la fin de la phase exponentielle (trophophase) et le début de la phase stationnaire
(idiophase) (Bu’'Lock, 1965)[74]. Cette phase de synthese démarre lorsqu’un ensemble de
condition est rempli : précurseurs disponibles, non inhibition des enzymes impliqués dans ce
métabolisme, résistance a I’ antibiotique, carence en certain composant du milieu, sources de
carbone, d’ azote et d’ éléments minéraux adéquats, ains que I’ oxygénation, le pH (Dumenil et
Sanglier, 1989)[75].

6.3- Classification des antibiotiques :

L es antibiotiques peuvent étre classés d’ aprés plusieurs critéres : spectre d’ action, type
d action, origine, mode d’ action ou structure chimique (Asselineau et Zalta, 1973) [50].

lIs peuvent étre bactéricides, sur les bactéries en voie de croissance uniquement
(pénicillines, céphalosporines) ou en phases exponentielle et stationnaire (polymyxines,

streptomycine), ou encore bactériostatiques (tétracyclines, chloramphénicol, érythromycine).

lIs peuvent étre d origine fongique (pénicillines, céphalosporines, griseofulvine),
bactérienne (bacitracine, polymyxines) ou actinomycétale, surtout Streptomyces (la majorité
des antibiotiques).

D’aprés leur charge éectrique, les antibiotiques peuvent étre a caractére acide
(pénicilline, cephal osporine, novobiocines) ou neutre.

Leur mode d'action est diversifié sur la paroie bactérienne (pénicilline, cyclosérine,
novobiocine), la membrane plasmique (polymyxines, tyrothricine, polyénes), les acides
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nucléiques (mitomycine, actinomycine), la synthése protéique (tétracyclines,

chloramphénicol, érythromycine).

Cependant, il apparait plus logique de classer les antibiotiques d'apres leur structure
chimique, cette classification est représentée dans | e tableau 9. Pres de 7000 mol écules actives
ont ainsi été classées par Berdy et al. (1987) [76] dans 9 familles et plusieurs sous-familles.

Les antibiotiques actuels peuvent ére groupés en plusieurs familles possédant un
certain nombre de caracteres communs : composition chimique, origine apparentée, spectre
d action similaire, mécanisme d'action identique [77]. Les familles d antibiotiques sont

représentées dans | e tableau 10.
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Tableau 9 : Classification des antibiotiques d’ aprés leur structure chimique (Berdy et al.,

1987)[76].

FAMILLES

PRINCIPALES SOUS-
FAMILLES

EXEMPLES

1- Antibiotiques contenant

Aminoglycosides

streptomycine,gentamycine,

des glucides kanamycine
Glucides purs nojirimycine
Glycopeptides vancomycine, ristocétine
Sucres lipidiques moenomycine
2-lactones macrocycliques Macrolides érythromycine, spiramycine
Polyénes nystatine, amphotéricine

Macrolactames

riphampicine, maytancine

3-quinones et antibiotiques

Tétracyclines, anthracyclines

tétracycline, adriamycine,

similaires et anthranquinones hedamycine
Naphtoquinones rubromycine
Benzoquinones mitomycine
4-acides aminés et peptides Dérivés d’ acides aminés pénicilline, cyclosérine
Homopeptides bacitracine
Peptides valinomycine
Lipopeptides Polymexines
5- antibiotiques Hétérocycles non accol és mildiomycine
hétérocycliques contenant de
I"azote Hétérocycles accolés phénazine
6- antibiotiques Dérivés du furane aflatoxine

hétérocycliques contenant de
I’ oxygene

Polyéthers

monensine, nigérocine

7- antibiotiques alicycliques

Dérivés du cyclo-acanes

cycloeximide

Térpenes

acide marasmique

Oligoterpénes

aside fusidigue

8-antibiotiques aromatiques

Dérivés du benzene

chloramphenicol

Composés aromatiques a griséofulvine
cycles accolés

Aromatique éthérés zinninol

Aromatiques glycosylés hygromycine A, novobiocine
9- antibiotiques alipahtiques Dérivés d’ alcanes elaiomycine
Dérivés des acides cerulenine
carboxyliques alipahtiques

Composés contenant du fosfomycine

phosphore
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Tableau 10: les différentes familles d’ antibiotiques [78].

Familles Dénomination commune Nom de spécialité
B -lactamines
Pénicillines
Pénicilline G, V PénicillineV Oracilline

Ampicilline, Amoxicilline Totapen , Clamoxyl
PénicillineA
Carboxypénicilline Ticarcilline Ticarpen
Céphalosporines
De 1'* génération Céfalotine, céfalexine Keflin, keforal

De 2™ génération
De 3°™ génération

Céfoxitine, Céfuroxine
Céfotaxine, Céfriaxone

Mefoxine, Zinnat
Claforan, Rocéfine

De 4°™génération Céfpirome, Céfepime Céfrom, Axepim
De 6°™ génération Cefsulodine Pyocéfal
Carbépénémes I mipénéme-cilastatine Tiénam
B-lactamines Aztréonam Azctam

Monocycliques

Peptides Vancomycine, Teicoplanine Vancocine vancomycine,
Glycopeptides targocid

Polypepeptides PolymyxineB Colistine
Aminoglycosides Streptomycine, kanamycine, néomycine Streptomycine,

gentamycine, amikacin

Kamycine, Amiklin
Néomycine, Gentalline

GroupesdesM.L.S
Macrolides

Lincosamides

Synergistines

(streptogamines A et B)

Erythromycine, spiramycine

Lincomycine, clindamycine

pristinamycineM et S

Erythrocine, Rodogy!

Lincocine, Dalacine

Quinupristinet+dalfopristine

synercid

Quinolones

Fluor oquinolones

Acide nalidixique, oxonilique

Péfloxacine, |évofloxacine

Negram, Urotrate

, Péflacine, Tavinic

Phénicoles Chloramphénicol Tifomycine
Tétracyclines Doxycyline, chortéracycline Vibramiycine, Tetramig
Sulfamides Sulfaméthisol Rufol

Rifamycines Rifampicines Rifadine
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6.4-L es mécanismes envisageables pour mener une action antibactérienne
[79] :
On peut distinguer cing mécanismes distincts par lesquels les substances antibactériennes

pourraient agir:

6.4.1-Perturbation du métabolisme cellulaire (antimétabolites):
Ces composés inhibent le métabolisme du microorganisme ciblé mais pas celui de

I"hote, pour ce faire il blogue une réaction enzymatique catalysée qui doit se réaliser dans la

cellule bactérienne mais non dans la cellule animale, exemple : les Sulfamides.

6.4.2-Inhibition de la synthese de la paroi des cellules bactériennes:
Cette action aboutit finalement alalyse (éclatement) de ces cellules exemple:

Les Pénicilline, les Céphal osporines. Comme les cellules animales ne possedent pas de paroi

ces substances n’ exercent aucune action sur elles.

6.4.3-Interaction avec la membrane plasmique:
Ces substances interagissent avec la membrane plasmique des cellules bactériennes en

modifiant leur perméabilité, ceci entraine des conséquences fatales pour ces cellules exemple

de ces substances : les Polymexines, Tyrothricines.

6.4.4-Perturbation de la synthése protéique :
Le fait d entraver la synthése protéique dans une bactérie signifie que les enzymes

indispensable a la survie de cette cellule ne peuvent plus étre fabriqués, exemple de ces
substances ayant ce type daction antibactérienne : Rifampicine, Tétracycline,
Chloramphénicol.

6.4.5-Inhibition delatranscription et delaréplication del’ ADN:
L e déreglement du fonctionnement de I’ ADN empéche la cellule de se diviser

Et/ou la synthése des indispensables enzymes, exemple de ces substances : Acide nalidixique,
Proflavine. Les différents mécanismes d’ action des antibiotiques sont résumés dans le tableau
11.
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Tableau 11 : Résumé des mécanismes d’ action des antibiotiques [80]

Bacteriostase | Bactericidie

Antibiotiques M ecanismes

B-lactamines

Glycopeptides

Fosfomycines

Aminosides

Tétracyclines

phénicols

Macrolides
Lincosamides
Streptogramines

Inhibition de la synthése du
péptidoglycane
Inhibition des PLP (activité transpeptidase),
par analogie structurale du cycle B-lactame
avec le dipeptide terminal D-Ala-D-Ala
du précurseur disaccharide-pentapeptide.

Fixation sur le dipeptide terminal D-Ala- | +
D-Aladu disaccharide pentapeptide
empéchant, par encombrement stérique,

I” action des transglycosylases.

Inhibition de la pyruvyl-trasférase
cytoplasmique, qui permet laformation
d acides N-acétyl Muramique.

Inhibition de la synthese protéique

Fixation sur la sous-unité 30S et/ou
50Sdu ribosome ; inhibition de la
transl ocation du peptide en formation.

Fixation de la sous-unité 30S du +
ribosome ; inhibition de lafixation de
I"aminoacyle +ARN sur son site

ribosomal.

Fixation sur la sous-unité 50S ; +
inhibition de la liaison peptidique.

Fixation sur la sous-unité 50S ; +
inhibition de lafixation de|’aminoacyl- | +
tARN, delaliaison peptidique, oudela | +
trangd ocation.

Altération des membranes

Polymyxines Désorganisation membranaire par
fixation sur les phospholipides des
membranes externes et cytoplasmiques.
Inhibition de la synthese des acides
nucleiques
_ Formation d’ un complexe ADN-Gyrase-
Quinolones Quinolone ; arret de lasynthese de
I”’ADN.
Triméthoprime Inhibition de la synthese des fol ates, +
sulfamides précurseur des bases puriques. +
Inhibition de la synthese des ARN +
Rifamycines messagers par fixation sur I'ARN
polymérase.

Nitroimidazol és

Fixation sur I’ADN et fragmentation.
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6.5-Résistances bactériennes aux antibiotiques [80] :
La résistance d’'une souche bactérienne a un antibiotique est un phénoméne dont

I étude peut étre effectuée sur différents plans.

La capacité pour une souche de se multiplier dans une concentration d’ antibiotique
supérieure a celle qui inhibe la majorité de souches appartenant a la méme espece, est la
définition bactériologique de la résistance, Cette capacité est liée a un ou plusieurs
mécanismes biochimiques qui impliquent I’ é&ude des interactions entre |’ antibiotique et les
voies métaboliques de la bactéries.

L e support génétigue de la résistance caractérise en quel gque sorte la souche :

- résistance naturelle caractéristique de I’ espece.

- résistance acquise définissant des populations variées au sein d’ une espece.

- Enfin, le dernier aspect de larésistance est son éventuelle expression clinique
Larésistance d’ une souche bactérienne a un antibiotique est un caractére qui confére a cette
Souche la capacité de cultiver en présence d'une concentration « élevée » (ou inhabituelle)

d antibiotique.

6.6-Origine du phénotype derésistance aux antibiotiques chez lesbactéries
[62] :

Lafigure n°6 montre quel ques mécanismes de résistance aux antibiotiques dével oppés par les
bactéries.
On connait actuellement deux mécanismes génétiques pour gu’une bactérie devient

résistante vis-a-vis d’ un antibiotique. [62]

6.6.1- Acquisition d’une résistance vis-a-vis de certains médicaments a la suite
d’une mutation :

Les bactéries se multiplient a une cadence tellement rapide qu’il y a toujours une
chance d’ assister a une mutation qui peut rendre les bactéries résistantes a tel médicament.
De nombreux mutants sont probablement détruits par les mécanismes naturels de résistances
de I"’héte, mais lorsgu’un patient est traité massivement par des antibiotiques, quelques
mutants résistants peuvent survivre et se multiplier en raison de leur avantage compétitif sur
les souches sensibles, car I’antibiotique détruit les bactéries sensibles qui pourraient
habituellement concurrencer les souches résistantes. La conséguence peut en étre I’ émergence
de germes pathogénes résistants.

-Le taux de mutation vers la résistance varie selon les antibiotiques et du type

d’infection.
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6.6.2- Acquisition d’une résistance vis-a-vis de certains médicaments a la suite
d’un transfert de géne derésistance entres bactéries:

Dans ce cas la résistance est due a un phénomene d addition d’ information génétique
permettant a la bactérie d’ acquérir de nouveaux caractéres : cette information est portée par

des plasmides (plasmides R) mais aussi par des genes mobiles: |es transposons.

6.7-M écanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries [81] :
Il existe 3 principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques.

6.7.1-Inactivation del’antibiotique (détoxification enzymatique de |’ antibiotique) :

- Enzyme modifiant I’ antibiotique.

Exemple : chez les bactéries a Gram positif, comme chez les bactéries a Gram négatif,
la résistance auxp -lactamines est souvent due a la production d enzymes inactivant ces
antibiotiques (p-lactamase).

Ces enzymes hydrolysent les B-lactamines avec ouverture du cycle B-lactame, et

production de dérivés inactifs [82].

6.7.2-Réduction de la perméabilité del’ antibiotique:
- Diminution de |’ absorption de I’ antibiotique.

- Rejet de I’ antibiotique.

Exemple : lamodification de |la perméabilité de la bactérie aux sulfamides [82].

6.7.3-Modification dela cible de I’ antibiotique:
- Changement de lasensibilité de la cible visavis de I’ antibiotique.

- Nouvelle cible produite non sensible al’ antibiotique.

- Superproduction de lacible.

Exemple: la résistance a la rifampicine est déterminée par une mutation
chromosomique, responsable d’ une atération de lacible de I’ antibiotique [82].
6.7.4 — Développement d’une autre voie métabolique :

- une autre voie métaboligque suppléant la voie métabolique inhibée par I antibiotique.
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Figure 6. Quelques mécanismes de résistance aux antibiotiques développés par les

bactéries.

6.8-Facteursfavorisant |I’apparition des phénotypes der ésistance chez les
bactéries[82] :

Une utilisation inadéquate des antibiotiques lors du traitement a un impact sur le
phénomeéne de résistance aux antibiotiques. (Selon les données rapportées par le Consell
canadien sur la résistance aux antibiotiques par exemple, 51 % des 66 419 ordonnances
rédigées pour les enfants canadiens d age préscolaire n’'étaient pas nécessaires!). Cette
situation alarmante pourrait s’ expliquer en partie par le fait que:

* Certains médecins cédent a la pression du patient qui désire un traitement pharmaceutique
immeédiat

 La prescription ; Prescrire un antibiotique pour une infection virale ou prescrire inutilement
un antibiotique a large spectre d action sont aussi des situations illustrant un usage inadéquat
d antibiotiques.

 L’arrét d'un traitement antibiotique a comme conséguence de favoriser la prolifération des
bactéries plus fortes qui n’ont pas été éliminées dans I’ organisme. Certaines bactéries qui
dével oppent une résistance a un antibiotique ont |a capacité de résister a un autre antibiotique.

C’est ce qu’' on appelle la résistance métisse.

a7



Partie bibliograghigue

* Lerecours intensif a des antibiotiques dans I’ élevage animal industriel contribue également
au phénoméne de résistance. Ajoutés dans |’alimentation animale, ils ont pour effet
d accroitre le rendement en viande. Cette pratique trés répandue de traitements antibiotiques
sur une longue durée conduit inévitablement a la sélection de bactéries multirésistantes.
Contaminant directement la viande au cours de |’ abattage ou éliminées du tube digestif des
animaux, elles passent dans les effluents, I’ eau et I’ aimentation et viennent ainsi coloniser le
tube digestif des hommes (flore intestinale). Un moyen de pallier ce probléme serait d’ utiliser
des antibiotiques ayant des mécanismes d action différents de ceux utilisés en médecine

humaine.

6.9-Mode detransfert delarésistance aux antibiotiques chez les bactéries :

Lafigure n°7 montre les modes possibles de transfert de I’ information génétique entre
les bactéries.
Le passage de I’ADN d' une bactérie donneuse a une bactérie receveuse peut se faire

de trois maniéres:

-Le transfert dit entre deux bactéries ayant établi temporairement un contact physique
(conjugaison).

- le transfert d’ ADN nu (la transformation) et le transport d ADN bactérien par des
bactériophages (transduction) [62].

-Le transfert de genes par le processus de transformation a lieu dans le sol et dans des
environnements marins, il représente une voie importante d’échanges génétiques dans la
nature [62].

La transduction peut s observer chez un grand nombre de bactéries et de phages et on pense

qu'elle joue un réle significatif dans le transfert de matériel génétique dans la nature. [81]
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Figure 7 : les modes possibles de transfert de I’ information génétique entre les bactéries :

a) conjugaison, b) latransformation, ) latransduction.

6.10-Le rdle des ééments transposables dans la dissemination des génes de résistance
aux antibiotiques[62] :

Les éléments transposables peuvent contenir des génes autres que ceux de la
transposition ; Par exemple des géenes de résistance aux antibiotiques ou des génes de toxines.
Les plasmides jouent le role de source et de cible pour les transposons porteurs de génes de
résistance.

Souvent les genes de résistance sont contenus dans un transposon et il est donc
possible d’ acquérir rapidement des plasmides de résistance multiple.

En fait, il semble que les plasmides a résistances multiples sont souvent produits par
accumulation de transposons dans un plasmide unique. Les transposons se déplacent
également entre les plasmides et le chromosome, donc les genes de résistance sont auss
échangés entre plasmides et chromosomes ce qui entraine une dissémination encore plus
grande de larésistance aux antibiotiques.

Le fait que certains de ces plasmides soient transférés aisément entre especes, favorise encore
davantage |a propagation de la résistance.

En conségquence, |’existence de ces éléments cause de graves problemes dans le

traitement des mal adies infectieuses.
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Matériel et Méthodes

1- SITE D'ETUDE : [1]

Leparc national d' EL KALA figure Parmi les zones humides | es plus importantes du
Nord-est Algérien et il renferme des écosystémes lacustres, dont le lac OUBEIRA situé a3

Kmsal’ Ouest delaville (Lafigure 8 montre la situation exacte du lac dans | e parc).

Figure8 : Situation géographique du lac Oubeirad’ El Kala[83].
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- Figure (A) : Situation géographique du PNEK dans|’ Algérie.
- Figure (B) : Situation géographique du PNEK dans |e Nord-est Algérien.
- Figure (C) : Situation géographique du lac dans le PNEK.

2- ECHANTILLONNAGE:

Dans le souci d’obtenir des prélévements représentatifs de I’eau du lac, nous avons
chois des points de prélevements en tenant compte des variations des parametres a mesurer
en fonction de la profondeur, de la saison, des vents et des pluies.

Les difficultés rencontrées au moment du prélévement ont réduit le nombre des
échantillons (accessibilité difficile aux différents points).

Nous avons 4 échantillons prélevés de 3 points différents du lac (le Schéma 1 montre
lalocalisation des différents points du prélevement) :

Deux échantillons ont été prélevés a partir du Nord du lac (a proximité de
I’agglomération « rejets» ce qui le rend trés exposé aux facteurs favorisant la prolifération
des microorganismes).

- EM1: prélevé a partir du Nord du lac (profondeur : 1metre, bordé par des forets
de chéne liége).

- EM2: prédlevé a partir du Nord du lac pour le traité a 50°C pendant 10min, en
vue de sélectionner les souches thermophiles et thermotol érantes [84].

- EM3: prédevé apartir du centre du lac (profondeur : 2,5metre).

- EM4 : prélevé a partir du Sud du lac (profondeur : 1,8 métre, bordé par des

forets d’ aulne et de fréne).

LAC OUBEIRA

NORD CENTRE SUD
Echantillon  Echantillon Echantillon Echantillon
Merel Mere 2 Mere 3 Mere4

Schéma 1 : Localisation des différents points du prél évement.
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3- PRELEVEMENT : [85]

Le prélevement des échantillons d’ eau a été réalisé manuellement au niveau de chacun
des 3 sites choisis. Les échantillons sont prélevés dans des flacons de 1,5 litres, en verre
(préalablement lavés et soigneusement rincés pour éiminer toute trace d'un éventuel
détergeant, séchés et stérilisés a I'autoclave 121°c pendant 20mn) puis remplis, laisser
renouveler plusieurs fois le contenu, en suite fermer hermétiquement sans laisser de bulles
d air dans les flacons. Il est indispensable de noter sur chagque échantillon la date, |’ origine et
la nature de |’ eau (étiquetage).

Les flacons sont transportés au cours de la méme journée dans une glaciére (4°C)
jusqu’ au moment de |’ analyse.

4- ANALYSESDESECHANTILLONSMERES:

4-1 Analyses physico-chimiques:
4-1-1- Mesuredu pH :

Le pH des différents échantillons est mesuré in situ a I’aide d’un pH-métre digital de
terrain préalablement étalonné a pH 4,7 et 10 [86].

4-1-2- Mesuredelatempérature: [86]
La température de I’air et de |’eau de chacun des 3 sites du lac est mesurée a |’aide

d’ un thermomeétre de terrain.

4-1-3- Mesure dela conductivité électrique (CE) norme AFNOR T 91-031[86] :
Lamesure de la CE réalisée al’ aide d’ un conductimetre de préférence alatempérature

de référence de 25°C et calculée selon I’ éguation suivante :
CE=CElueX F(t) /K

CE : conductivité électrique.

F (t) : facteur température.

K : constante= 0,63.
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5- ISOLEMENT ET PURIFICATION :

5-1 Dilution : [85]
5-1-1- Préparation desdilutions décimales::

* But :
La dilution diminue la charge microbienne de I’ échantillon d' eau a analyser et a pour

but une lecture plus aisée des colonies bien séparées obtenues en culture mixte [85].

* Principe:

Latechnique des dilutions décimales est représentée dans le schéma 2.

La dilution décimale consiste a diminuer la densité de I’eau en micro-organismes,
d abord au I/I0 (9ml d’'eau physiologique stérile) puis au 1/100 et ains de suite jusqu’a

réduire la concentration microbienne de I’ échantillon mére [85].

| i
e 9 ml d’eau '
‘ physiologique | | | T
L] Stérile

: \-/ oS

1Q" 10
Homogénéisation { )

EM 1,234

Schéma 2 : Technique de Préparation des dilutions décimales.
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5-2 Ensemencement : [85]
5-2-1 Technique:

Latechnique d’ ensemencement est représentée dans le schéma 3

- Aprés homogénéisation du contenu du tube a contenant la suspension la plus
diluée, prélever une goutte de cette suspension.

- Déposer la goutte sur la surface du milieu de culture.

- Etaler al’aide d'un réteau sur toute la surface de la boite de Pétri (Le réateau en verre est
flambé avant et aprés chague utilisation).

- Trois (03) boites de Pétri sont ensemencées de la maniere décrite ci-dessus, pour chaque
milieu de culture. La procédure est reprise pour toutes les dilutions préparées, allant du plus

dilué au moins dilué, jusqu’ al’ ensemencement a partir de I’ échantillon mere.

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

)4

——. 8 8 8 8 8 O — EM

) 1234

10

Réateau stérile

étalement

Schéma 3 : Technique d’ Ensemencement.

5-2-2 Miseen culture:

Ensemencer un nombre suffisant de boites de Pétri contenant les milieux de culture

ordinaires, sélectifset d’ autres électifs pour la culture des Actinomycétes.
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6 -MILIEUX DE CULTURE UTILISES: [87]

Nous avons utilise des milieux de culture favorables au développement des
Actinomyceétes:

- la gélose nutritive comme milieu ordinaire.

- milieux d'isolement tels que TGEA, Sabouraud simple, Czapec et Czapec double
concentration.

- milieux sdlectifs: milieux rendus plus sdlectifs par addition d’ antibiotiques a large
spectre d’ action tels le chloramphénicol, 1’ oxytétracycline et les milieux ISP (International-
Strepromyces-Project) préconisés par Shirling et Gottelieb,(1966) [88].

- Milieux électifs : regroupant les milieux de croissance et les milieux de sporulation.

6-1- Milieux ordinaires:

6-1-1- Gélose nutritive (GN) [87] [89] [90]:

Peptone ........................10 g
Extrait deviande................. 59
Chlorurede sodium ............ 59
Agar.....oooiiiiiiiii 159
Eau digtillée................ 1000 ml

Un milieu de culture microbienne tres favorable a la croissance bactérienne, Le pH de
laG-N est de 7,2.

e Principaux constituantsdela GN [90] :

- Peptone :

Un compose polypeptidique extrait de la viande et dont I’aminogramme comporte les
éléments suivants a des doses variables de I’ ordre de (g/100g) :

Alanine- arginine- acide aspartique- cystine- acide glutamique- glycine- histidine-
isoleucine - lysine- méthionine- phénylalanine- proline- serine- thréonine -tryptophane-
tyrosine- valine. La GN est congtituée de 10g/l de peptone.

La peptone peut également jouer le réle d une source secondaire de carbone et

d énergie.
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- Extrait de viande : [90]
Extrémement riche en matiere nutritionnelle organique et minéral nécessaire a la
croissance des microorganismes hétérotrophes. 1l rentre dans la composition de la GN avec

une concentration de 5g/1.

- Chlorure de sodium (NaCl): comme éément minéral [90].

6-2-Milieux d’isolement :

6-2-1 -Milieu gélosé a base detryptone, glucose et d’extrait de viande (TGEA) [90] :

Glucose.......ccccoveveveeeninann 309/l
Tryptone .............ooeevnen. 59/
Extrait deviande............... 19/l
Al 20g/1
Eau ditilée.........cccvvuvenee 1000ml
0] SR pH 7,2

e Principaux constituants du milieu TGEA [90] :

-Glucose :
Source directe de carbone et d'énergie. Un hexose de forme aldéhyde, parmi les
composés les plus classiguement assimilables par les bactéries. Il est d’une concentration

assez suffisante ; 30g/l.
-Tryptone (peptone de caséine) :
Apporte de |’ azote organique au milieu; elle est obtenue par hydrolyse enzymatique

controlée de la caséine. Elle est de 5g/l dansle milieu TGEA.

-Extrait de viande (voir GN).
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6-2-2 -Milieu Sabouraud [87] [91]:

GlUCOSE ... 209
Peptone........ccooee i 109
AQAN .o 20g
Eau didtillée.......... cereeeen...1000 Ml
PH e 6-6.5

C’ est un milieu semi synthétique qui contient 20g/l de glucose comme source directe

de carbone et d énergie.

* Principaux constituants du milieu de Sabouraud [90] :
- Glucose (voir TGEA).
- Peptone (voir GN).

6-2-3-Milieu Czapek [87] [91] :

SacCharoSe .....ccoveeevveeseee e 309
Nitrate de sodium ............ccceevenneee. 39
Phosphate dipotassique................... 19
Chlorure de potassium................. 0.59
Sulfate de magnesium.................. 0.5g
Sulfate defer.......cccooevvecnveennne, 0.01g
Eau distillée........ccovvvvevrrenne. 1000ml

Le pH est gjuster a 6-6.5 puis gjouter 20g d’ Agar.
Ce milieu est absolument synthétique, présent sous deux formes principales Czapek

simple, et double concentration.
» Principaux constituants du milieu Czapek [90] :
- Saccharose:
Constitue | unique source de carbone et d' énergie; la molécule est un dioside composé

de deux unités d’ hexose, le glucose (aldose) et le fructose (cétose). Le saccharose est de 30g/I

dans ce milieu de culture.
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- Nitrate de sodium :
Une source d' azote minérale [90].
- Eléments minéraux :

Présentent des concentrations de |’ ordre de 102 410 de phosphore, est sous forme de
phosphate dipotassique (KH,POy); le soufre est a I'état de sulfates en association a des
oligoélémentstels que le Magnésium, le Fer, le Cuivre et le Zinc [90].

6-2-4 - Milieu Czapek double concentration (voir milieu Czapek) [91]:
6-3 -Milieux séectifs:

6-3-1- Milieu I SP2 [88] [92] :

Extraitdelevure...................40
Extraitdemalt .................... 10g
GluCOSE ....c.eveeiiiii e, 49
Eau digtillée ................... 1000ml

Le pH est gjuster a7,2 puis gjouter 20g d’ Agar.

6-3-2- Milieu | SP 3[88] [92]

Farined’'avoine..................... 209
Solution saline standard........... 1ml
Eaudistillée.................... 1000 ml

Le pH est gjuster a7,2 puis gjouter 20g d’ Agar.

-composition de la solution saline standard [88] [93] :

FeSO,, 7TH20.....oeveeenae 0.1lg
MnCl,, 4H.0...................0.1¢g
ZnS0Oy, THO....ceiiien 01lg
Eau digtillée.................. 1000 ml

Cette solution est gjoutée aux milieux 1SP3, ISP4, ISP5 araison de 1ml/1000ml.
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6-3-3- Milieu | SP 4[88] [93] :

Amidon.........coveeveieiennnn. 109
KoHPO4.o il 1g
MQgSOs, 7TH20.....cciviienee, 1lg
NaCl.........cooeevviiinelg
(NH2)2 SOx4.. v 29
CaCOs..iviiiiiiiii i 29
Solution saline standard ....... 1 ml
Eau digtillée.................. 1000 ml

Le pH est guster a 7,2 puis gjouter 20g d’ Agar.

6-3-4 - Milieu | SP5: glycerol - asparagines-agar [88] [93]:

L-asparagine (anhydre) ........................
Glycerol.......cooiiiii
KoHPO,4 (anhydre).........cocvvvveiieinene
Eaudistillée..........cov v 1000 ml

Solution salinestandard .....................

Le pH est gjuster a7,0-7,4 puis gouter 20g d’ Agar.

6-3-5 Milieu Tryptone - extrait de levure - glucose (TYG) [87] :

Glucose .....ccovvviii e 10g
Extraitdelevure...................... 39
Peptone ... 59
KH2POs v 19
KoHPOy4. oo 19
Eau digtillée.................... 1000ml

Le pH est guster a7,2-7,3 puis gouter 20g d Agar.

Matériel et Méthodes

6-3-6 Milieu gélosé a base de glucose et d’ extrait delevure additionné a I’ oxytetracycline

(OGYA) [89]:
Extraitdelevure........................5gQ

GluCoSE ... 209
AQar. .o 169
Oxytetracyling........cccocveveeeveseesieenn. 0.1g
Eau distillée............ccoevvenee. 1000ml

59



Matériel et Méthodes

L’OGYA est un milieu sélectif; semi synthétique a base de glucose et d’ extrait de

levure additionné al’ oxytetracycline (antibiotique a large spectre d’ action affectant les

Gram+ et les Gram -).

6-3-7 Milieu Sabouraud — Chloramphénicol [91] :

Peptone chapoteaut ....................... 10g
GlucoSEMAESSE. ... vvvvevee e 209
Chloramphenical...........cccoovvirinenenne. 0.59
AQar. .., 20g
Eau digtillé.......... ceeeennn..1000 M
0] S 6-6.3

6-3-8 Milieu Chitine-Agar [93] :

Chitine (colloidal€)..............ccceiiiiinnnns 49
KH2POg..ovvoovie v eeeeen ... 039
KoHPO4... oo 2..0.70
MgSOy, 7TH20.....c.ceviviieeeeeen....0.50

FESOy4, TH20. ..., 0.01g
ZNSO it 0.001g
MnCla...oooiiiiiiiiieee2...0.001g
Eaudistillée .......c.ocooeii i, 1000ml

Le pH est guster a7-7,5 puis gjouter 20g d Agar.

6-3-9 Milieu asparagine —glucose [93] :

Glucose.........oeevvvvvvvnninnen. ... 100
Asparagine..............................0.59
Eaudidtillée .........cooevvieiinninn 1000ml
Le pH est gjuster a7 puis gjouter 15g d’ Agar.
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6-4- Milieux éectifs:

6-4-1- Milieux de croissance:

6-4-1-1 Milieu dextrose-tryptose-agar [93]:

Tryptone ......coovvvvviiiiiii i 59
KoOPOy...ovvvvvieeeinnn...0.59
Nacl.........coveviiienenn..05g
FeSO47Hs0....ooeeiiee 0.1g
Eau digtillée ................... 1000ml
Le pH est guster a7-7,2 puis gjouter 20g d’ Agar.

6-4-2- Milieux de sporulation [93]:

6- 4- 2-1- Milieu de Cross[93] :

Pomme deterreentranche................ 1509
Carotteentranche ................coeee oee 30g
Eaudurobinet ...................o. 1000ml

Le pH est gjuster a 6.5 puis gjouter 20g d’ Agar.

6-4-2-2 Milieu de Gausse [93] :

KNO3. ..o e 19
KH2POg4... o 0.5g
MQgSOy, TH20. ... 0.5g
NaCl.. 0.5g
FeSOy4, 7TH20. ..o, 0.01g
Amidon ... 209
Eaudistillé...................... 1000ml

Le pH est gjuster a7-7.2 puis gjouter 30g d' Agar.

Matériel et Méthodes

61



Matériel et Méthodes

6-4-2-3 Milieu de Lindenbein [93] :

KoHPO4... v 1g
MgSO,, 7TH.O........................0.50
FeSO,, 7H.0........................0.01g
NaNOs....oi e 29
Glycerol......oovvviiiiiiiiiiin 309
Eau distilée.........ccoeevvnnnnnn. 1000ml

Le pH est gquster a7-7.2 puis ajouter 20g d’ Agar.

7- INCUBATION ET LECTURE :

Nous avons sélectionné trois températures de croissance des actinomycetes :

10 °C, 28°C, 45°C.

- latempérature de 10°C est latempérature de I’ eau du lac lors du prél évement.

- La température de 28°C permet une bonne croissance des actinomycetes (température
optimale) [87] [88].

- latempérature de 50°C nous permet de mettre en évidence les actinomycétes thermophiles et
thermotol érantes [84] [94].

Remarque[88] :
Compte tenu des variations de croissance chez les différentes espéces d’ actinomycetes et des
différentes compositions des milieux de cultures utilisés, les boites mises en culture sont lues

adifférents intervalles de temps, d’ abord 7 jours, 14 jours, 28 jours.

8- SELECTION ET PURIFICATION DESCOLONIES SUSPECTES:

8-1-Séection des colonies suspectes :

Lasélection des colonies suspectes est basée sur |es caracteres macromorphol ogiques
spécifiques des Actinomycétes (voir partie Bibliographique).

8-2 Observation microscopique:
- Technique[99] :
-But :
Mettre en évidence laforme, Taille, I’ arrangement cellulaire et le Gram.
-Principe:
Nous avons procédé a la coloration de Gram, une méhode usuelle employée en

bactériologie.
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-Mode opératoire[95] :

- Dilacérer la colonie bactérienne suspecte dans une goutte d' eau physiologique sur la lame
porte-objet;

- Préparer |e frottis ala flamme du bec Bunsen;

- Emerger avec du violet de Gentiane pendant 60 secondes,

- Ajouter le Lugol et laisser agir encore 30 secondes;

-Laver lalame al’ éhanol jusqu'ace que la derniere goutte soit transparente ;

-Laver rapidement al’ eau et recouvrir lalame de fuschine pendant 10 secondes;;

- Rincer al’ eau et sécher les préparations al’ aide du papier buvard ;

- Au moment de I’ observation, gjouter une goutte d’ huile de cédre (observation aimmersion).

- apres |’ observation al’objectif Gx100 la confirmation se fait en se basant sur les caractéres
micromorphologiques des Actinomycetes : des filament fins ou tres fins, long parfois court,
enchevétrés ou enroul és, parfois fragmentés présence de spore de trés petite taille (voir partie
bibliographique) [26].

9- PURIFICATION ET CONSERVATION [88] :
L es techniques de purification et de conservation sont représentées dans le schéma 4

Les colonies sdlectionnées sont prélevées délicatement puis purifiées par repiquage
successif sur milieu ISP n°2, a base de glucose et d’ extraits de malt et de levure. Les isolats
sont ensemenceés sur le méme milieu coulé en pente dans des tubes a vis. Ces derniers sont

incubés a 28°C pendant 14 a 28 jours, puis conservés a 4°C dans un réfrigérateur.

/ / ¢ Apreés repiquage 0
_ L: M

C 4 Ensemencer N Successif sur
- « SR le milieu 1SP2
Prélever une colonie pure Culturel pure

Incuber 228°C > conserver é4°9 %

Pendant 14 jours

Ensemenser la
gélose ISP2 inclinée

Schéma 4: Technique de Purification et de Conservation.

Nous avons récapitul é les différentes étapes depuis la dilution jusqu’ ala conservation

dans le schéma 5.
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Sélection des colonies
Purification par repiquage suspectes
Successif sur mileu |SP2
Sélection des souches
<«— aprésobservation <+—
microscopique Gx100

Culture
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Izréflg’a’tgg; > —» Recherche de Gélose |SP2
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Schéma 5 : Etapes d’Isolement, Sélection, Purification et Conservation.
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10-RECHERCHE DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE :

10-1 Les souches deréférencestestées:

Cette partie a été réalisée sur des souches cibles qui présente une simple résistance ou une
multirésistance :

- Saphylococcus aureus ATCC X;.

- Staphylococcus aureus ATCC X; (MRSA).

-Pseudomonas aeruginosa. ATCC Y.

-Escherichia coli ATCC Z

10-1-1 Origine:
Les souches nous ont été fournies par le laboratoire central de bactériologie
médicale « CHU BATNA ».

10-1-2 Vérification dela pureté des souches :
Nous avons vérifié la pureté des souches de référence cibles par observation
mi croscopique.

-But :
Mettre en évidence laforme, I’ arrangement cellulaire, lataille et le Gram [95].

-Mode opératoire[95] :
- Préparation des frottis des souches de références.
- Coloration de Gram [14].
- observation al’ objectif Gx100 (observation aimmersion).

10-1-3- Etude des car actér es biochimiques des souches cibles :
L’ études des caracteres biochimiques des souches de références cibles a été réalisée
par I’ APl systeme spécifique pour chaque groupe de bactérie (API 20 E, API 20 NE et AP

Staph).
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10-1-3-1 -Etude des caracteres biochimiques de la souche de référence cible:
Escherichia coli ATCC Z :
a-Systéme APl 20 E [96] :

-But :

Systeme de gal eries biochimiques standardisées et miniaturisées APl 20 E (Bio Merieux), qui
permettent I’ identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles Gram négatif.

-Principe:

La galerie APl 20 E comporte 20 micro-tubes renferment des substrats sous forme
déshydratés. Les différents tubes sont inoculés a I’aide d’une suspension bactérienne de la
Bactérie aidentifier, qui reconstitue le milieu de réaction. Les réactions produites pendant la
durée de I'incubation se traduisent soit par un virage spontané du milieu ou bien par virage

révélé par I’ addition d’ un réactif approprié [96].

- Mode opératoire: [96]

Le mode opératoire de lagalerie API 20 E est présenté dans lafigure 27 (Annexes).

-Préparation des galeries: [96]

-Réunir fond et couvercle d' une boite d'incubation et répartir environ 5ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Inscrire laréférence de la bactérie sur lalanguette latérale de la boite.

-Placer lagaerie dans|aboite d’ incubation.

-Préparation del’inoculum : [96]
Ouvrir une ampoule de suspension Medium (5ml) et réaliser une suspension homogéne avec
la colonie isolée sur milieu gélosé.
-Inoculation dela galerie: [96]
-Remplir tubes et cupules destests: CIT, VP et GEL.
-Remplir uniguement les tubes des autres tests.
-Créer une atmosphére anaérobie dans les tests: ADH, LDC, ODC, H2S et URE en
remplissant leur cupule d’ huile de paraffine.
-Refermer la boite d’incubation et incuber & 37°C pendant 18-24h.

-Lecture: [96]
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- Lalecture de lagalerie sefait en se référant au tableau de lecture (tableau 31 Annexes).

- lesréactifs utilisés lors de lalecture sont présentés dans la partie Annexes.

-Important : [96]

(1)-une trés légere couleur jaune est également positive.

(2)-une couleur orange apparaissant aprés 36-48 h de I'incubation doit étre considérée
negative.

(3)-Lecture dans la cupule (zone aérobie).

(4)-La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, I’ oxydation commence
dans la cupule.

(5)-Une légere coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre lue négative.
-Interprétation : [96]

- Détermination du profil numérique :
Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupe de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est
indiquée pour chacun. En additionnant a I'intérieur de chaque groupe les valeurs
correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres; la réaction de |’ oxydase qui

constitue le 21°™ test est affectée de lavaleur 4 lorsqu’ elle est positive.

- ldentification : elle est réalisée a partir de la base de données a I’aide du
catalogue analytique.
lafiche de résultat du systeme APl 20E est présentée dans lafigure 28(Annexes).

10-1-3-2 -Etude des car actéres biochimiques des deux souches de Staphylococcus aureus
Xi et Xy
a-Recherche dela catalase: [89]
But :
Déférencier les coques Gram positif.
Principe:

La catalase est une enzyme qui permet la dégradation du peroxyde d’ hydrogene (eau
oxygénée) résultant de I’ oxydation des hydrogenes transportés par la voie oxydative directe,
selon laréaction suivante : [89]

H.0, - H0 + %202
L’ oxygéne libéré se dégage sous forme gazeuse.
Technique: [89]
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-Déposer sur une lame propre une goutte d’ eau oxygéenée a 10 volume et y dissocier
directement une anse de culture de la bactérie prélevée sur milieu solide.
-Lecture: [89]
Réaction positive : dégagement immédiat de bulles gazeuses.
Remarque: [89]

- Larecherche de la catalase ne doit pas étre réalisée a partir de colonies prélevées sur
gélose au sang du fait de I’ activité catalasique de ce dernier.

- Apres la recherche de la catalase nous avons étudié les caracteres biochimiques des
deux souches de référence cible Saphylococcus aureus ATCC X; et Saphylococcus aureus
ATCC X2 (MRSA) par I' utilisation du systeme API Staph.

b-Systeme API Staph :[97]

-But:

API Staph est un systéeme standardisé pour I’ identification des genres Staphyl ococcus
Micrococcus et Kocuria, comprenant des tests biochimiques miniaturisés ainsi qu’ une base de
données.

-Principe:

Leprincipe est le méme que celui del’ APl 20E.

-Mode oper atoire:

Le mode opératoire de lagalerie APl Staph est présenté dans la figure 29 (Annexes).
-Préparaion delagalerie: (Voir APl 20E).

-Préparation del’inoculum :

- Laméme que cellede I’ APl 20 E en utilisant e milieu API Staph.

- LaComposition du milieu API Staph est présenté dans |a partie Annexes.
-Inoculation dela galerie:( voir APl 20E).

-Lecture: La lecture de la galerie se fait en se référant au tableau de lecture le tableau 32
(partie Annexes).

-Interprétation :( voir APl 20E).

Lafiche derésultat du systéme API Staph est présentée dans la figure 30 (Annexes).

10-1-3-3 -Etude des caractéres biochimiques de la souches de références cible:

Pseudomonas aeruginosa Y :

a-Recherchedel’ oxydase:
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La recherche de I’ oxydase est I’ un des critéres les plus discriminatifs et le plus employé dans
le diagnostic des bacilles Gram'. Ce test smple consiste a mettre en évidence la capacité de la
souche a tester a oxyder la forme réduite, incolore de dérivés de N-diméthyl-para-phényléne

diamine, en leur forme oxydée semi-quinonique rose violacée. [90]

-Technique: [89]
Dans 10 gouttes d une suspension épaisse de la bactérie a tester, introduire un disque
imprégné d'une solution d oxalate de N-diméthyl-para-phényléne diamine (disque OX
BioMérieux).
-Lecture:
Coloration violette fonceé : bactérie oxydase positif [89].
Remarque1:[89]
La coloration doit apparaitre immédiatement ou apres quel ques secondes puis noircit. [89]
Remarque 2 :
La recherche de I’ oxydase ne doit pas étre pratiquée a partir de colonies prélevées sur gélose
au sang ni avec anse de platine [95].

Apres la recherche de I’ oxydase chez la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC Y

nous avons étudier les caracteres biochimiques par I’ utilisation du systeme API 20 NE.

b-Systéme APl 20 NE:[98]

-But :

API 20 NE est un systeme standardisé pour I’identification des bacilles a Gram négatif
non enterobactéries e non fastidieux (exemple: Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas.) combibinant 8 tests conventionnels, 12 tests
d assimilation.

-Principe:

Leprincipe est le méme que celui del’ API 20E.

-Mode oper atoire:

le mode opératoire de lagalerie API20 NE est présenté dans la figure 31 (Annexes).
-Préparaion delagalerie: (Voir API 20E).

-Préparation de l’inoculum : (Voir APl 20E).

-Inoculation dela galerie:( voir APl 20E).

-Lecture: voir letableau 102 partie Anexes

-Inter prétation :( voir APl 20E).

lafiche de résultat du systeme APl 20NE est présentée dans a figure 32( Annexes).
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10-1-4- Etude de la sensibilité des souches de références cibles aux antibiotiques
(Antibiogramme) [99] :
L e schéma 6 montre la technique de I” antibiogramme.
-Milieux utilisés

Géloses Muller Hinton (MH), coulées en boites de Petri sur une épaisseur de 4mm
(Les géloses sont séchées avant emploi).
-Milieu Muller-Hinton :

-Composition : (g/l d’eau distillée) [89]

e|nfusion de viande de boauf déshydratée.......... 300g
eHydrolysat decaséine...................ceeevn.... . 17.59
SAMIAON. ..t e 1.59
A . 179

pH final : 7.4 +0.2

-Inoculum : [99]

- A partir d'une culture pure de 18 heures sur milieu d'isolement, racler a |I’aide
d’ une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- décharger I'anse dans 5 a 10 ml d’ eau physiologique stérile a 0,9%.

- bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a
0,5 Mc Farland (illustré dans le control de I'inoculum) ou a une DO de 0,8 a 0,10 lue a
625nm.

-L’inoculum peut étre gjusté en gjoutant soit de la culture S'il est trop faible, ou bien
de I’ eau physiologique stérile S'il est trop fort.

-L”ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

I”inoculum.
-Controledel’inoculum [99] :
- Préparer |’ étalon 0,5 Mc Farland, en versant 0, 5 ml d’ une solution de BaCl, hydraté

a 1% (10 g/l) dans une éprouvette de 100ml. Compléter a 100 ml avec du H,S04 & 1% (10
mi/l) Ainsi préparé il doit avoir une DO de 0,08 a 0,1 lue @625 nm.
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- Aliquoter la solution en volumes de 10ml, dans des tubes identiques a ceux qui
serviront a la préparation des inoculums (le nombre d’ aiquots sera fonction du nombre de
mani pul ateurs).

- Sceller ces tubes de fagon a éviter toute évaporation (parafilm, ruban adhésif).

- Repérer le niveau du liquide a I’ aide d’un marqueur, et le contrdler réguliérement en
prenant la densité optique.

- Conserver les tubes a température ambiante et a I'abri de la lumiére (papier
aluminium).

- Homogénéiser |e tube étalon avant de le comparer al’inoculum préparé:

L’ inoculum doit avoir laméme turbidité que I’ éalon.

-Ensemencement : [99]

- Tremper un écouvillon stérile dans |a suspension bactérienne.

- L’ essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

- frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées.

- répéter |’ opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter |’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’ écouvillon sur la

périphérie de lagélose.

-Application des disques d’ antibiotiques: [99]

- Nous avons utiliser un distributeur de disques a raison de 6 disques d’ antibiotiques par boite
de petri.
- les listes d antibiotiques recommandés pour le test de sensibilité de chague souche de
référence cible sont reportées sur les tableaux 12,13 et14.
- incuber & 35°C pendant 18 heures.
-Lecture: [99]

-Mesurer avec precision, le diametre des zones d'inhibition a I’aide d'un pied a

coulisse métallique.
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nse de platine Ecouvillon
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35°c pd 18h

&

Schéma 6 : Technique de I’ antibiogramme.

Tableau 12 : valeurs critiques des diamétres des zones d’ inhibition pour staphylococcus sp [99].

Antibiotiquestestés Charge des . Dmmétr%cnﬂqegsen (mm) .
Disques Résistant | Intermédiaire| Sensible
B-Lactamines

Penicilline 10U <28 -- >29

Oxacilline 5 ug <20 -- >20

Céfoxitine

S.aureus 30ug <19 - >20

S a coagulase négative <24 -- >25
Aminosides

Gentamicine 10pg <12 13-14 >15

Amikacine 30ug <14 15-16 >17
Macrolides

Erythromycine 15ug <13 14-22 >23

Clindamycine 2ug <14 15-20 >21

Glycopeptides

Vancomycines 30ug -- -- >15

Teicoplanine 30ug <10 11-13 >14
Quinolones

Ofloxacine Sug <14 15-17 >18

Autres

Trimethoprime/sulfamide 1,25/23,75ug <10 11-15 >16

Rifampicine 15pg <16 17-19 >20

Tetracycline 30ug <14 15-18 >19

Chloramphenicol 30ug <12 13-17 >18

Fosfomycine 50ug <14 - >14
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Tableau 13 : valeurs critiques des diamétres des zones d’ inhibition Pseudomonas

aeruginosa[99].

Antibiotiquestestés Charge des : Dlamétrescrlthlnje.sen (mm) :
Disques Résistant | Intermédiaire | Sensible

B-L actamines
Ticarcilline 75ug <14 -- >15
Ticarcilline +Ac clavulanique 75/10ug <14 -- >15
Piperacilline 75ug <12 -- >19
Cefazidine 30ug <14 15-17 >18
Aztreonam 10ug <15 16-21 >22
I mipineme 10pg <13 14-15 >16

Aminosides

Amikacine 30ug <14 15-16 >17
Gentamycine 10pg <12 13-14 >15
Tobramycine 10pg <12 13-14 >15

Tetracyclines
Tetracycline 30ug <14 15-18 >19

Quinolones
Ciprofloxacine S5ug <15 16-20 >21
Autres

Trimethoprime/sulfamide 1,25/23,75ug <10 11-15 >16
Rifampicine 30ug <14 14-16 >19
Chloramphenicol 30ug <12 13-17 >18
Fosfomycine 50ug <14 -- >14

Tableau 14 : valeurs critiques des diamétres des zones d’ inhibition pour les Entérobactéries [99].

Antibiotiquestestés Charge des : Dlamétr&scrlthl.J&-sen (mm) :
Disques Résistant | Intermédiaire| Sensible
B-L actamines
Ampicilline 10ug <13 14-16 >17
Amoxicillinet+Ac clavulanique 20/10ug <13 14-17 >18
Cefazoline 30ug <14 15-17 >18
Céfoxitine 30pg <14 15-17 >18
Céfotaxime 30ug <14 15-22 >23
I mipeneme 10pg <13 14-15 >16
Aminosides
Gentamicine 10pg <12 13-14 >15
Amikacine 30pg <14 15-16 >17
Quinolones
Ofloxacine S5ug <12 13-15 >16
Ciprofloxacine Sug <15 16-20 >21
Autres
Chloramphenicol 30ug <12 13-17 >18
Furanes 300pg <14 15-16 >17
Fosfomycines 50pg <14 -- >14
Trimethoprime/sulfamide 1,25/23,75ug <10 11-15 >16
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11- PRODUCTION, PURIFICATION ET CARACTERISATION
PARTIELLE DESANTIBIOTIQUES:

11-1 Recherchedel’activité antibactériennein vitro:

11-1-1 sur milieu solide [100] [101] [102] :
-But :

Cette étape permet de mettre en évidence les zones d’ activités antibactériennes des
souches d'actinomycetes sur les bactéries cibles en milieu solide, afin de sélectionner les
souches productrices d’ antibiotiques.

-Technique[101] :

Le schéma 7 explique la technique de la recherche de I’ activité antibactérienne sur
milieu solide.

L’ activité antibactérienne des souches isolées est évaluée par la méthode des stries
croisees, en utilisant le milieu ISP n°2[103] [104].

Cette technique consiste a ensemencer la souche d actinomycéte en un seul trait ala
surface du milieu et en bordure d’ une boite de Pétri (diamétre = 90mm) [100] [104].

Apres incubation a 28°C pendant 7 a 10 jours selon la croissance des isolats, les
souches-tests de référence sont inocul ées perpendiculairement al’ actinomycéte [102].

L es souches-tests sont |es suivantes :
- deux bactérie a Gram positif : staphylococcus aureus ATCC X, staphylococcus aureus
ATCC X3 (MRSA).
- Deux bactéries a Gram négatif: Pseudomonas aeruginosa ATCC Y, Escherichia coli
ATCC Z.

aprés10 \ : aprés 24h
Jours d’'incubation d’incubation
Souche d' actinomycetes s
Ensemencéeenun seul trait ~~ 228°C a3rC R
alasurface du milieu et en Inoculation des souches tests zones d’inhibition
bordure de la boite. perpendiculairement al’ actinomycetes

Schéma 7: Technique de lamise en évidence de |’ activité antibactérienne
in vitro sur milieu solide.
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11-1-2 Activitéin vitro sur milieu liquide [100] [101]:

-Nous avons utilisé la méthode de diffusion sur gélose (papier buvards)
- letest d’ activité antibactérienne est réalisé comme suit :

a- Repiquage des souches d’ Actinomycétes sur milieu liquide:
-But :
Cette étape permet aux souches d actinomycetes de produire leurs métabolites secondaires
durant la période d'incubation qui vont étre récupérées a partir du surnageant apres
centrifugation du milieu de culture liquide [100] [101].
-Technique [100] [101] :

Le schéma 8 pressente la technique de la mise en évidence de I'activité anti-
bactérienne sur milieu liquide.

Les cultures pures des souches d’ actinomycetes sont prélevées a partir d'un milieu
solide puis ensemencées sur milieu 1SP2 liquide en tube et incubées a 28°C pendant 10 jours
sous agitation rotative permanente (180 tours/min) par I’ utilisation d’ un agitateur magnétique.

Anse de platine
Colonies pures Q/
.
\a / 2

v

tube a essai contenant S—®
le milieu ISP2 liquide NS
Prélever des colonies ensemencer incuber a28°C
du milieu ISP2 solide le milieu I1SP2 liquide pendant 10 jours avec
avec les colonies prélevées agitation permanente

Schéma 8 : Technique de la mise en évidence de |’ activité antibactérienne
in vitro sur milieu liquide.

b- Centrifugation [100]:
- centrifuger la culture obtenue dans le milieu 1SP2 liquide a 5000 tours\ minute.
- récupérer le surnageant dans des tubes stériles.

75



Matériel et Méthodes

c- Préparation des bandelettes de papiersbuvard [100] [101]:

Le choix du papier buvard se fait par rapporta son épaisseur et a sa qualité
d  absorption (aprés plusieurs essais).
- Découper le papier buvard sous forme de bandel ettes (2cmx1cm).
- stériliser au four Pasteur a 190°C pendant 15min.

d- Protocole du test d’activité antibactérienne sur milieu liquide [100] [101] :
Lafigure 9 montrele protocole du test d’ activité antibactérienne sur milieu liquide.

- Verser une quantité suffisante du surnageant de chaque souches d’ Actinomyceétes dans une
boite de Pétri stérile.

- Imprégner les bandel ettes dans |a boite précédente.

- Laisser un temps de contact.

- Récupérer les bandelettes al’ aide d’ une pince stérile ; mettez les dans une autre boite de
Pétri stérile.

- Sécher les bandelettes a 1’ étuve 37°C pendant 30 minutes.

- Stériliser les bandelettes sous UV (ultra violet) 254 nm pendant 20mn a une distance de

20cm [23].

- Préparation du témoin [100] [101] :
Nous avons procédés avec la méme technique en remplacant le surnageant avec |’ eau
distillée stérile.

- Préparation dela suspension des souches de référence [100] [101] :

- Prélever al’aide d’une anse de platine stérile des colonies pures des souches cibles.

- Décharger le contenu de I'anse dans un tube a essai contenant 5 ml deau
physiologique stérile.

- bien homogénéiser le contenu du tube au vortex.

- Ensemencement des souches deréférences[100] [101] :
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension de la souche de référence cible
déja préparée.
- L’ essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube afin
de le décharger au maximum.
- frotter 1"écouvillon sur latotalité de la surface gélosé (Milieu MH), séche, de haut en

bas et en stries serrées.
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bY

-répéter I’ opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque foie sans oublier
de faire pivoter |’ écouvillon sur lui-méme. Finir I’ ensemencement en passant I’ écouvillon sur
la périphérie de la gélose.

- Application desbandelettes[100] [101] :

- presser dans un compartiment la bandelette du témoin et dans I’ autre compartiment
la bandelette du papier buvard imprégnée auparavant dans le surnageant des souches
d’ Actinomyceétes, a |’aide d’ une pince stérile pour s assurer de son application, sans oublier
de marquer |e compartiment du témoin.

- les boites de pétri sont placées a 4°C pendant 2 heurs puis incuber a 37°C.

Anse de platine ]
Ecouvillon

@
Homogenéiser
}Au vortex

Prélever 4l'aide d’'une anse de Décharger le contenu de imbiber I" écouvillon dans la suspension,
Platine stérile des coloniespures  |'anse dans |’ eau physiologique et I’ essorer puis le frotter sur latotalité
Stérile. de la surface des boites a deux
Compartiment contenant le milieu MH.

Application des bandel ettes sur le milieu
MH déaensemencé par la souche cible.

v ' 5

] Apreés séchage et
Stérilisation al’ UV

_ Apreés séchage et I

_ T Stérilisation al’ UV

Imprégner les bandel ettes dans Imprégner les bandel ettes du témoin dans
L e surnageant Récupéré apres de I’ eau physiologique stérile.
Centrifugation de la culture de la

Souche d' actinomycéte en milieu liquide.

Incuber & 37°C pendant
24 a48heurs.

Lecture
Mesurer avec précision, le diametre des zones d’inhibition
A l'aided’ un pied acoulisse métallique.

Figure 9: Protocole du test d’ activité antibactérienne sur milieu liquide.
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11-2- Spectre d’ activité des souches sélectionnées [100] [101] :
L’ objectif du criblage (screening) est de sélectionner des souches productrices

d antibiotiques les plus performantes provenant de différents échantillons du lac. Pour une
étude plus approfondie concernant les molécules actives, particulierement | activité

antibactérienne.

11-3- Production d’antibiotiques en milieu liquide [100] [101] :

Les souches sélectionnées pour leur spectre d action intéressant sont cultivées dans
des Erlen Meyers de 500 ml a raison de 100m1 du milieu de culture liquide, en faisant appel
aux milieux I’lSP n° 1(Tryptone 5g, Extrait de levure 3g,eau distillée 1000ml ; pH agjusté a
7-7,2) [104] et I'l SP n°2[103]. Aprés inoculation avec 3ml d' une préculture de 3 a5 jours en
milieu liquide. Les cultures sont incubées en aérobiose a 28°C sous agitation rotative a 180
tours/mn[101].

La production d antibiotiques est ainsi suivie quotidiennement a partir du 2éme jour.
L’ activité antibactérienne est testée sur les quatre souches de références, par I’ utilisation de la
méthode des puits. Chague jour, 0.2m1 de culture est déposé au fond des puits de 10mm de
diametre, réalisés dans le milieu ISP n°2 (contenant 12g/1 de gélose) précédemment
ensemence avec le germe cible et coulé en boite de Pétri. Ces dernieres sont mises a 4°C
durant 2heures de maniére a permettre la diffusion des molécules actives tout en inhibant
momentanément la croissance des germes. Apres 24h a 48heurs d'incubation a 30°C nous
mesurons les diamétres des zones d'inhibition. Parallélement, I’ évolution du pH est suivie
durant toute la période de culture [103].

11-4- Extraction del’ activité antimicrobienne [101] [103] :

Lafigure 9 montre le schéma général de I’ extraction et de purification des
antibiotiques.

Le suivi de la production de |’ antibiotique en fonction du temps est effectué afin de
déterminer la phase propice pour une meilleur production de I’ antibiotique, nous procédons a
I’ extraction des molécules actives alafois apartir du filtrat et du mycélium.

11-4-1- Extraction a partir du filtrat [100] [104]:

L’ extraction de I’ activité antibiotique a partir du filtrat nécessite le choix d’un solvant
approprié qui doit de surcroit ére non miscible avec I’eau. Nous avons ains testé quatre
solvants de polarité différente: n-hexane, le dichlorométhane, I’ acétate d’ éthyle et |e n-butanol
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[102] [103] [104]. Pour cela, 20ml de filtrat de culture sont extraits par le méme volume (v/v)
de solvant sous agitation pendant deux heures a température ambiante [104]. La phase
organique est récupérée al’aide d’ une ampoule a décanter de 100ml, puis déshydratée apres
un passage a travers un filtre contenant du sulfate de sodium anhydre en poudre afin
d éliminer les contaminants hydrophiles. La phase déshydratée est évaporée a sec et sous vide
a45°C [104] [105] au rotavpor puis dissoute dans 0,5 m1 de méthanol. Elle est ensuite testée
par antibiographie de maniére asavoir si |’ extrait est actif ou non.

11-4-2- Extraction a partir du mycélium [100] [104] :

Le mycélium (environ 1g) est récupéré aprés filtration (filtre bactérien, 0.45um de
diamétre), lavé plusieurs fois avec de I'eau ditillée, puis extrait avec 50 ml de méthanol
pendant 2h sous agitation (agitateur magnétique) a température ambiante. L’extrait
méthanolique est récupéré apres filtration sur papier filtre puis déshydraté par passage dans du
sulfate de sodium anhydre et enfin évaporé a sec au rotavapor a 40° C, ce dernier est dissout
dans 0.5m1 de méthanol avant de subir une antibiographie.

11-5 Tests d’ activité par antibiographie[101] :

Les différents extraits organiques obtenus a partir du mycélium ou du filtrats, sont
testés pour vérifier leurs activités antibactériennes. Pour cela nous avons utilisé la technigque
des disques de papier de 6mm de diamétre (Institut Pasteur de Paris) [103]. Celle-ci regoivent
chacun 50l d'extrait et sont séchés a 37°C durant 30mn avant d’ étre stérilisés sous la lampe
UV( 254nm) [100] . Les disques sont ensuite déposés a la surface d’ une gélose molle d’' ISP n°
2 (contenant 12g/I de gélose), dg§a ensemencé par les mémes souches-tests que ceux utilisés
lors des études sur les cénétiques de production. Des disgues contenant des solvants purs,
sechés et stérilisés de la méme maniére que ceux contenant les extraits, servent de témoins.
L es boites de Pétri sont placées a 4°C pendant deux heures, puis incubées a 30°C. La mesure

des zones d' inhibition autour des disques se fait apres 24 a 48h.

11-6 Chromatographie analytique sur couche mince: bioautographie [101]
[105] :

11-6-1 Préparation des plaques de gel de silice [101] [105] :

Les plagues de gel de silice sont préparées apres mélange de 50g de gel de silice G60
(Merck) dans 100ml d’ eau distillée dans un Erlen Meyer de 250 ml. Aprés une forte agitation
durant 30 a 45 secondes, |a péte obtenue est immédiatement étalée, de maniére uniforme sur
des plaques en verre propres (20 x 20cm ou 10 x 20cm) al’aide d’ un étaloir de Dessaga reglé

afin d’ obtenir une couche fine de 0.25mm d’ épaisseur. Les plagues sont ensuite séchées a
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40°C pendant une nuit, puis utilisées immédiatement, sinon, dans le cas contraire, aprés
activation par chauffage al’ étuve a une température de 105°C, juste avant I’ emploi.

- les plagues nous ont été fournies par le laboratoire de chimie organique du
département de chimie « Université Badji Mokhtar Annaba ».

11-6-2 Dépot des échantillons et développement des plaques[101] [103] :

L es échantillons sont déposés sur les plaques sous forme de spots par petites fractions,
a I'aide d'une microseringue. Les plaques sont ensuite placées dans une cuve de
chromatographie dont I’atmosphére a été saturée durant 2h par la présence de 100ml de
solvant de migration et du papier filtre tapissant les parois de la cuve.

Certains systémes de solvant gue nous avons employés sont tres souvent utilisés pour
I’ étude des antibiotiques:
- BAE : n-butanol-acide acétique-eau (60 : 20 : 20; en volumes).
- AM: acétate d’ éthyle- méthanol (100: 15 ; en volumes).
- éther de pétrole - dichlorométhane : (20, 80), (30, 70), (40, 60), (50, 50), (60, 40), (70, 30),
(80, 20).
La chromatographie est arrétée lorsque le front du solvant est distant de 1 & 2 cm du bord
supérieur de laplague. Celle-ci est ensuite placée a 37°C dans une étuve durant une nuit pour
évaporer totalement le solvant. Les chromatogrammes sont ensuite observés sous lumiére

ultraviolette puis alavapeur d'iode pour révéler les taches des produits séparés [104] [106].

11-7 Révéation microbiologique ou bioautographie (chromatographie sur
colonne) [100] :

Apres larévélation des taches des produits sur les plagues CCM, et |’ obtention de leur rapport
frontale (RF), et avoir une idée sur leur polarité. Puis ils sont séparés et récupérer par
chromatographie sur colonne a gel de silice (la technique est illustrée ci dessous). Chaque
produit est testé seul sur les souches de référence précédentes (bioautogrphie) par la méthode
des disques comme précédemment [101] [104].

Distance entre dénét et tache
Distance entre dépét et front du solvant

RF=
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11-7-1Technique dela Chromatographie sur colonne[101] :
-Introduction :

Cette technique de chromatographie solide liquide est préparative. Elle permet des
séparations de quantité de substances qui peuvent varier de quelques mg a plusieurs grammes
tout dépend du diamétre de la colonne et de la quantité d’ adsorbant utilisés.

-Principe:

Dans un premier temps on remplit la colonne de la phase solide adsorbante (silice ou
alumine) imprégnée d un solvant, le niveau du liquide dans la colonne est abaissé au sommet
de |’ adsorbant.

L’ échantillon a fractionner est dissous dans un minimum de solvant (celui qui est
adéguat) on le dépose au sommet de la colonne pour subir I’éution. Les constituants sont
entrainés vers |e bas a des vitesses différentes.

Préparer la colonne, imprégner la silice par le solvant d’ éution et verser le mélange
dans la colonne. Lorsque la silice se dépose et que le solvant surnage, gjuster la hauteur du
solvant a 0,5 cm de la téte de silice. Ensuite introduire a |’ aide d' une pipette, et sur les parois
I’ échantillon a séparer solubilisé dans le solvant adéquat. Le mélange a séparer est ensuite
introduit en téte de colonne.

-Elution:

Ajouter progressivement |'éluant adéquat, en veillant a ce que la colonne ne reste
jamais a sec. L’ éuant fait migrer différentes zones le long de la colonne, les produits séparés
sont récupérés dans des tubes a essais, la véification de leur pureté se fait par
chromatographie sur couche mince en vue de réunir le contenu des tubes renfermant le méme
produits séparé.

Les produits séparés sont débarrassés du solvant par évaporation au rotavapor pour
éiminer toute trace de solvant en vue de les peser et avoir une idée sur leurs poids, puisils

sont dissous et récupérés dans un volume de solvant bien définit (selon I’ objectif du travail).
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Culture en milieu liquide

}

Filtration
Mycélium | < >|  Filtrat

Lavage avec I'eau distillée Extraction avec les 4 solvants

l ! I !

Extraction au méthanol :
l Phase aqueuse Phase organique
Antibiographie — )

| Antibiographie

! ! v

Si activité faible Si activité forte > CCM

ecarté <J

\

Bioautographie

Figure10: Schéma géneéral de la production, de I'extraction et de la purification des
antibiotiques
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Résultats et Discussion

1- ANALYSESDESECHANTILLONSMERES:

1-1 Analyses physico-chimiques :
Les résultats des analyses physico-chimiques des échantillons méres sont représentés
dans le tableau 15.

1-1-1- Mesuredu pH :

- EM1=728
- EM2=7.8
- EM3=75 2°™site du prélevement (Centre).
- EM4=7,.8  3°™site du prélévement (Sud).

} 1" site du prélévement (Nord).

Le pH des 3 sites de prélevement est proche de la neutralité et tend légérement vers
I’alcalinité. Ce qui n’empéche pas la prolifération des Actinomycetes (REED RODRIGUES
COELHO.R et al., 1978) [13], (LECHEVALIER M.P., 1981) [14].

Il est compris entre les deux valeurs limites du pH de I’eau (6,8- 8) En dessous de ce seuil,
I’eau est dite « agressive ». Avec un pH supérieur & 8, I’eau est trop alcaline [5].

- Malgreé les déversements des rejets urbains auxquels elle est exposée, I’eau du lac a un

pH proche de la neutralité.

1-1-2- Mesuredelatempérature:

Il est important de mesurer la température de I’eau avec une bonne précision parce
gu’elle joue un réle dans la solubilité des sels et des gaz et dans la dissociation des sels
dissous ce qui influes sur sa conductivité électrique et dans la détermination de son pH. Ceci
pour connaitre la température a laquelle vivent les microorganismes isolés a partir de cette eau
[7].

La température des eaux superficielles est influencée par celle de I’air d’ou la nécessité

de la détermination de cette derniére [7].

1-1-3-1- Température de I’air : 18°C.

1-1-3-2- Température de I’eau des échantillons meres :

- EM1=12°C.
- EM2=12°C.
- EMS3=12°C.
- EM4=11°C.

La température de I’eau du lac est basse (mois de Décembre).
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1-1-3- Mesuredelaconductivité éectrique (CE) :

La mesure de la conductivité électrique permet d’évaluer rapidement mais
approximativement la minéralisation globale de I’eau (quantité de sels dans I’eau) [1] [7], et
se fait de préférence a la température de référence 25°C. La température de I’eau du lac étant
basse, nous avons procéde a la correction en fonction de la température selon I’équation
suivante :

Cosoc=CrXx F [7]
C+ : la conductivité obtenue a la température lue sur le thermometre de terrain.

F : Facteur de correction [7].

- EM1=552 uS/cm.

- EM2=552uS/cm.

- EM3=1582 uS/cm.

- EM4=1578 uS/cm.

La conductivité électrique des 3 sites de préléevement est entre 552 et 582 uS/cm avec
une moyenne de 570 uS/cm, elle est incluse dans I’intervalle de la conductivité des eaux de

minéralisation moyenne (entre 333 et 833 uS/cm) [7].

Tableau 15 : paramétres physicochimique des échantillons méres

Echantillons

S\ Meres EM1 EM2 EM3 EM4
Parametres
physicochimiques
pH 7.8 7.8 7.5 7.8
Température (°C) 12 12 12 11
Conductivité (uS/cm) 552 552 582 578
Température de I’air 18°C
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Apres 28 jours d’incubation nous avons effectué des observations macroscopiques des

différentes cultures qui ont poussées sur les milieux de cultures utilisés. Les colonies

suspectes répondant aux caracteres morphologiques des Actinomycétes sont résumées dans le
tableau 16.

2-Observation M acroscopique des Colonies Suspectes:

Tableau 16 : Aspect macroscopique des colonies suspectes (T°C : 28°C).

N° de
souche

18

01

02

03

06

08

EM

01

02

02

02

02

02

Dilution

10°

10*

10*

Aspect M acroscopique

Milieux de
cultures . A
Aspect dela colonie (Recto) CO“'%”; gfbgﬁ’acte““m
- Taille : ® = 5mm
Pomme de -Couleur : gris blanc e
- gris o Jaune diffusible
terre- carotte- | -contour irrégulier .
X dans la gélose
Agar -seche
-incrustée dans la gélose
-Taille : ®=3 -5 mm
-Couleur : blanc platre,
Dextrose- couleur marron

-contour régulier

-ridée, séche

-incrustée dans la gélose
- taille : ®=6 mm

- Couleur : blanc gris

- Contour régulier

Tryptose-Agar

- Séche Jaune avec
Gausse , ;
- bombée centre claire
- Présence de gouttelette
d’éxudation

- incrustée dans la gélose
-taille : ®=2 mm
- couleur : blanc gris
Gausse -ronde marron
- contour régulier
- incrustée dans la gélose
-taille ® = 3-5 mm
- couleur blanc gris
Gausse -séche Marron
- contour régulier
-incrustée dans la gélose

- taille ® =4 mm

- couleur : blanc pléatre

- contour régulier

- bombee

- granuleuse

- incrustée dans la gélose

ISP3 Rose
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-suitedu Tableau 16 :

N° de
souche

13

15

16

33

17

28

24

25

EM

02

02

02

02

02

02

02

02

Dilution

10*

10*

10*

10

102

10°

Milieux de
cultures

Aspect dela colonie (Recto)

- taille ® =4mm
-couleur : blanc platre
ISP3 -bombée

-séche et ridée

-incrustée dans la gélose

- taille ® = Smm
Asparagine |- couleur : jaune

glucose - ronde
- incrustée dans la gélose

- taille ® = 2-3mm

Milieu de - couleur : gris blanc
Lindenbein - contour irrégulier
- granuleuse

- incrustée dans la gélose

- taille ® = 3mm

-gris

-granuleuse

-contour irrégulier
-incrustée dans la gélose

- taille ® = 4mm

- couleur : gris blanc
DTA - contour irrégulier

- bombée

- incrustée dans la gélose

-taille ® = 2mm
- couleur : gris
-rugueuse

GN -seche
-contour régulier
-bombeée
-incrustée dans la gélose

-taille ® = 20mm

- couleur : gris blanc
-contour régulier
-bombée

-seche

-incrustée dans la gélose

- taille ® = 6 mm

- couleur : gris

- centre claire

- séche

- rugueuse

- incrustee dans la gélose

Czapek
SC

Gausse

Gausse

Aspect M acroscopique

Résultats et Discussion

Couleur du Mycélium

de substrat

Jaune

Jaune

Rose

Jaune marron

Jaune centre
marron

Marron

Jaune

Jaune

86



Résultats et Discussion

-suitedu Tableau 16 :

N° de EM Silution Milieux de Aspect M acroscopique
souche cultures Aspect dela colonie (Recto) Coulzuer gijbl\sltlry;:télium
- taille ® = 4mm
- couleur : gris
35 02 10* Gausse - forme de rose marron
- bombée avec centre noir
- Incrustée dans la gélose
-taille : ® =4 mm
Czanek - couleur : blanc platre Marron
10 03 10 Sg - contour irrégulier diffusible dans la
- seche gélose

- incrustée dans la gélose

-taille ® = 7mm
-couleur : blanc
12 3 10 OGYA -bombée Jaune
- contour régulier
-incrustée dans la gélose
-Taille: ®=1-2 mm
-Couleur : blanc platre
05 03 10° GN -Forme en rosette Jaune marron
- Contour irrégulier
-Bombée
- incrustée dans la gélose

-taille : ® =3 mm
- stratifiee blanc rouge brique
09 03 10 Gausse - colonie plate Noire
- contour régulier
- incrustée dans la gélose

-taille ® = 3mm
11 | 04 | 10° ISP3 -couleur : Blanc Jaune
-Contour régulier

-incrustée dans la gélose

- taille ® =4 mm

- couleur : bleu vert

- contour régulier

- séche

- centre claire

- incrustée dans la gélose

-taille ® = 3mm
-couleur : blanc
23 04 10° Czapek - contour régulier Marron
-bombée
-incrustée dans la gélose

27 04 10 Czapek Jaune

- Chaque colonie suspecte est observée au microscope optique Gx100 pour confirmer
son appartenance aux actinomycetes (caracteres micromorphologiques) puis repiquée
sur le milieu ISP2 en vue de la purifier. L’examen microscopique des colonies

suspectes est présenté dans le tableau 17.
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Résultats et Discussion

Nous avons utilisé le milieu de culture ISP2 pour purifier les souches d’actinomycetes

parce qu’il s’est révélé meilleur que certains autres selon les résultats de
(BOUDJELLA H., 1994) [107] et (SLAVICA B., 2005) [108] et permet une bonne

croissance des souches.

3- Observation Microscopique Des Colonies Suspectes :
Tableau 17 : Aspect microscopique des colonies suspectes.

N° de EM Dilution | Milieux de : .
souche cultures aspects microscopiques (G x 100)
Pomme de
3 terre-
18 01 10 carotte-
Agar
Dextrose-
01 02 10" Tryptose-
Agar
02 02 10™ Gausse
03 02 10™ Gausse
06 02 10 Gausse
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-Suitedu tableau 17 :

Résultats et Discussion

N° de EM Dilution | Milieux de . .
souche cultures aspects microscopiques (G x 100)
08 02 10" ISP3
13 02 10 ISP3
-1 Asparagine
15 02 10 glucose
16 02 10" SYA
-1 Czapek
33 02 10 o
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-Suitedu tableau 17 :

Résultats et Discussion

N° de EM Dilution | Milieux de . .
souche cultures aspects microscopiques (G x 100)
Dextrose —
17 02 10‘2 Tryptose -
Agar

28 02 10° GN

24 02 10 Gausse

25 02 107 Gausse

35 02 10* Gausse
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-Suitedu tableau 17 :

Résultats et Discussion

g;ghee = pilution Mcmfﬂfege aspects microscopiques (G x 100)
) Czapek
10 03 100 double
concentration
12 03 10 OGA
05 03 10° GN
09 03 10° Gausse
11 04 10° ISP3
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Résultats et Discussion

-Suitedu tableau 17 :

N° de EM Dilution Milieux de

aspects microscopiques (G x 100)

souche cultures
3 Czapek
27 04 10 SC
5 Czapek
23 04 10 SC

- Remarque: Les photos des cultures sélectionnées ainsi que celles de leur examen

microscopique sont présentées sur des planches dans la partie Annexe.

-Les résultats obtenus apres I’observation macroscopique et microscopique des

colonies suspectes en vue de sélectionner les souches d’actinomycétes sont présentés dans les

figures 11 et12.

14
121
101

Nombred

ombrede g B EML

souches

isolées 61 | EM2
4 OEM3
5 AI: 0 EM4
0 ; ; ;

EM1 EM2 EM3 EM4

ier .« os Echantillons mére
1'*" site de prélévement (Nord)

O 14% B5%

0 18%

%)
Figurell : Nombre de souches isolées a partir de chaque échantillon mére.
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Résultats et Discussion

L’analyse des résultats obtenus nous permet de mieux connaitre la richesse des

différents sites de prélevement en actinomycetes.

Parmi les 22 souches sélectionnées sur les différents milieux utilisés, 15 proviennent
du 1" site de prélévement, dont 14 & partir du EM2 qui est traité a la chaleur (50°C pendant
10mn) et qui sont souches thermotlérantes : Souches :(1,2,3,6,8,13,15,16,17,24,25,28,33,35).

Une seule souche, la S18 provient de I’échantillon EM1.

- 4 souches ont été isolées a partir du 2°™ site (EM3 Sud) : Souches : 5, 9, 10 et12.

- 3 souches ont été isolées a partir du 3°™ site (EM4 Sud) : Souches : 11, 23 et 27.

Il est bien clair que 68% des souches sélectionnées sur les différents milieux utilises
proviennent du 1" site du prélévement. Ceci est dii aux différents facteurs auxquels ce site
est exposé. Le premier site de prélevement est situé au Nord du lac prés de I’agglomération et
subit donc des déversements d’eaux usées urbaines ce qui fait de cette partie du lac un milieu
de culture favorable au développement des microorganismes. En s’éloignant du premier site
de prélévement vers le centre et le sud du lac la matiére organique diminue et ceci joue sur la
charge microbienne. Ce qui explique la faible charge microbienne des deux autres sites de

prélevement (centre et sud).

Les souches d’actinomycétes sélectionnées sont isolées sur les milieux de culture présentés

dans la figure 12
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Résultats et Discussion
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Figure 12 : Nombre de souches isolées sur chaque milieu de culture

L’histogramme présenté dans la figure 15 montre que la majorité des souches
d’Actinomycetes sélectionnées sont isolées sur le milieu de culture Gausse : souches : 2, 3, 6,
9, 24, 25 et 35.

Le milieu de culture Gausse est composé d’une seule source de carbone qui est
I’amidon qui permet en présence d’une source de nitrogene minérale (KHNO3) avec des
traces d’oligoélément (Magnésium sous forme de MgSOQO, et le Potassium sous forme de
KH,PO,) une trés bonne croissance aux souches d’actinomycetes et augmente la probabilité

d’isoler ces souches selon les résultats de (MELLOULI L. et al .,2003)[106].
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Résultats et Discussion

4-OBSERVATION MACROSCOPIQUE DES SOUCHESDE

REFERENCE :

Les résultats de I’observation macroscopique des souches de références testées sont présentés

dans le tableau 18.

Tableau 18 : Aspect macroscopique des souches de références cible utilisées.

observations

souches de
références cibles

Saphylococcus
aureus
ATCC X; (MRSA)

Staphylococcus
aureus
ATCC X,

Pseudomenace
aeruginosa
ATCCY

Escherichia coli
ATCC Z

Observation macroscopique

Notes

- colonies luxuréantes

entourées d’une auréole jaune

due a la fermentation du
manitol

- colonies de taille moyenne
bombées muqueuses, contour
régulier

- Colonies de taille moyenne,
contour régulier, lisse,
bombées de couleur beige.
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Résultats et Discussion

5- OBSERVATION MICROSCOPIQUE DES SOUCHESDE

REFERENCE :

Les résultats de I’observation microscopique (Gx100) des souches de références testées sont

présentés dans le tableau 19.

Tableau 19: Aspect microscopique des souches de référence cible utilisées.

observations

souches de
références cibles

Staphylococcus
aureus
ATCC X; (MRSA)

Saphylococcus
aureus
ATCC X;

Pseudomenace
aeruginosa
ATCCY

Escherichia coli
ATCC Z

Observation microscopique

(Gx100) Notes
R -
;'f £ @ ‘[
e | y
- - Cocci Gram positif
4 3 ‘1 -~ Q -ut regroupés en grappes de
¢ ? t raisins.
- L4 - ~ :
» J -?
s S o
& i - i
’( . ._ _ R
<2 25
L ﬂ 1 = - Cocci Gram positif
- % gl .
¢ - regroupés en grappes de
e raisins.
Gl‘. v:;
ey
| - : [ b |
- - Des batonnets trés fins
) Gram négatif
T TG, S, 0 . - vV Er
S r e 1 y, Y, “!’:
O3 S ey N
TR TN NIRRT S 5T | Des batonnets Gram
SR Dow T e 8 Y| négatif de longueur et
D A AT i gt diamétre moyen
SNt i N o TR SR ,f[ i
§~*-_.- TR e R Fad g aol
P SN It T P AT

- Les résultats de I’observation macroscopique et microscopique des souches de
référence utilisées confirment leur pureté.
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Résultats et Discussion

6- ETUDE DES CARACTERES BIOCHIMIQUES DES SOUCHES DE
REFERENCE CIBLE:

6.1 -Escherichiacoli Z ATCC :

- Les résultats de I’étude des caractéres biochimiques de la souche de référence Z ATCC
Répondent réellement au profil numeérique spécifique a I’espéce : Escherichia coli.
- les caractéres biochimiques de la souche de référence Escherichia coli Z ATCC sont

présentés dans la fiche des résultats du systeme API20E figure 13.

o F.
c€ § REF. : I | I | I! |- | { |
T Origine / Source / Herkunft /
api 20E Origen / Origem / Mpoéeuan / .
g P Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie : BlomMERIEUX

+nmﬁmmmmu.|_é.m£m ND | LRI IGELl GLu INO  SOR SAC
K"\
o -x/ @

Imprimé en France / Printed in Franes

Autres tests / Other tests / Andere Tests / . . .
Otras pruebas / Altri test / Outros testes / 5144110 Escherichia coli
AMeg efeTdoeis / Andra tester /
Andre tests / Inne testy :

Figure 13: Fiche des résultats de I’API 20E de la souche de référence Z ATCC.

6.2 -Staphylococcus aureus X1 ATCC (MRSA) :

- Le résultat du test de la Catalase de la souche de référence X; ATCC est positif par le

dégagement de bulles gazeuses (Catalase +).

- Les résultats de I’étude des caractéres biochimiques de la souche de référence X; ATCC

répondent réellement au profil numérique spécifique a I’espéce Staphyl ococcus aureus.

- les caracteres biochimiques de la souche de référence Staphylococcus aureus X; ATCC

sont présentés sur la fiche des résultats du systeme API20E figure 14.
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Résultats et Discussion

2 f
C€§REF’: ’| Ll r/l " |/| L1
@ Origine / Source / Herkunft / ’
Origen / Origem / MpogAguan /
gﬁpi Staph Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie : Bro™ E RIEUX
GLU MNE MAL LAC | TRE MAN XT NIT VP RAF XYL | SAC MDG NAG | ADH URE LSTR
o) I A
\5/ @ €) \E/ —o) &) <)
Autres tests / Other tests / Andere Tests /
Otras pruebas / Altr test / Outros testes / 6136053 Staphyl ococcus aureus
PAhheg eEeTdoelg / Andra tester /
Andre tests / Inne testy :

Figure 14 : Fiche de résultats du systéme API Staph de la souche de référence X;(MRSA)
6.2 -Staphylococcus aureus X, ATCC:

- Le résultat du test de la Catalase de la souche de référence X, ATCC est positif par le

dégagement de bulles gazeuses (Catalase +).

- Les résultats de I’étude des caractéres biochimiques de la souche de référence X, ATCC

répondent réellement au profil numérique spécifique a I’espéce Staphyl ococcus aureus.

- les caractéres biochimiques de la souche de référence Staphylococcus aureus X, ATCC
sont présentés sur la fiche des résultats du systeme API20E figure 15.

o /
c€ §| REF: | L M 1 |J"| 1 | f!I 1 |
Origine / Source / Herkunft / ’
“Staph
n I a Qrigen / Origern / MNpoéheuon /

g p p Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie : BiomE R UL e
8.\:: f 8@. 3@8 .a' '@. ..@ .. ______

MNE MAL LAC TRE ~ MAN e F{AF XYL SAC MDG NAG J,[E,E_ LSTR

G © (&

Autres tasts / Other tests / Andere Tests /

e chcame o s 6306053 “ Staphylococcus aureus
Andra tests / Inne tasty :

Figure 15: Fiche de résultats du systéme API Staph de la souche de référence X,
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Résultats et Discussion

6.3-Pseudomonas aeruginosaY ATCC :

- le test de I’oxydase de la souche de référence Y est positif par I’apparition d’une
Coloration violette foncée.

- Les résultats de I’étude des caractéres biochimiques de la souche de référence Y
ATCC répondent réellement au profil numérique spécifique a I’espéce Pseudomonas
aeruginosa

- les caractéres biochimiques de la souche de référence Pseudomonas aeruginosa
Y ATCC sont présentés sur la fiche des résultats du systeme API120NE figure 16.

07224 B
i)
m
m
—

(CR G Y _
(1] 20 NE Dr?gire .-’Srlaurr:a;' Herlfunﬂ / ’
npl Origen / Origem / NpoéAcuan / I

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

i
;GELPNGMMMMMMMWMMMMUKLE
(5 )1 (s A (5) *E
&) —)——C)—
agn | O l I :J__ N S -,__l 3
Autres tests / Other tests / Andere Tests / .
Otras pruebas / Altri test / Outros testes / 1154565 Pseudomonas aer uginosa

AMheg eEgTdOEIG / Andra tester /
Andre tests / Inne testy :

Figure 16 : Fiche des résultats du systéme API 20NE de la souche de référence Y

7- ANTIBIOGRAMME DES SOUCHES DE REFERENCE CIBLES:

Les resultats de I’antibigramme des deux souches de références S.aureus Xj et X ,

sont présentés dans la figure 19.

7.1-Staphylococcus aureus X; ATCC (MRSA) :

Les résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cible X; sont présentés
dans le tableau 20.

La figurel7 représente I’antibiogramme de la souche de référence cible X;.
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Résultats et Discussion

Tableau 20 : Résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cibleX;.

N°= ‘ Dénominations Signe Ch(_:\rgedu Diamétre ‘ résultat
communes disque en mm
' 01 | Clindamycine CM | 2 ug | 0 R
| 02 | Fosfomycine | FOS | 50 ug L 42 .S
| 03 | Rifampicine . RA | 15 ug . 36 S
| 04 | Tétracycline . TE | 30 ug 20 .S
| 05 | Vancomycine VA | 30 ug . 14 . R
| 06 | Gentamicine G 10 ug 21 S
‘ 07 STJ;frgfrf:‘;ep”me’ ‘ SXT ‘1.25 /23,75ug ‘ 24 ‘ S
| 08 | Erythromycine | E | 15U1 | 0 R
| 09 | Oxacilline - oxX | 5ug .19 R
| 10 | Amikacine . AN | 30 ug .15 | |

Figure 17: Antibiogramme de la souche de référence cible X;.
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Résultats et Discussion
7.2- Staphylococcus aureus X,ATCC :

Les résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cible X, sont représentés dans
Le tableau 21

I’antibiogramme de la souche de référence cibleX; est présenté dans La figure1l8

Tableau 21 : Résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cible x2.

o ‘ Dénominations ‘ Signe Chgrgedu l:)r'g':nét résultat
communes disque mm
' 01 | Clindamycine . CM | 2pyg | 25 | S
. 02 | Fosfomycine . FOS | s50pug | 4 | S
| 03 | Tétracycline . TE | 30pg | 22 | S
| 04 | Vancomycine . VA | 30upg | 17 | S
| 05 | Rifampicine . RA | 1549 | 32 | S
| 06 | Gentamycine .G . 10wg | 19 | S
o Do i m |
| 08 | Erythromycine . E . 15Ul | 24 | S
.09 | Oxacilline . OX | 1pg 2 s
| 10 | Amikacine . AN | 30pg | 26 | S

Figurel8: Antibiogramme de la souche de référence cible X,.
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Résultats et Discussion

OS aureus X1

Diametre des zones
d'inhibition (mm)

20 A B S aureus X2
10 -m
0 I I I I I I

OX G AN E CM VA SXT RA TE FOS

Antibiotiques utilisés

pourcentage de sensibilité de la pourcentage de sensibilité de la
souche X1 souche X2
10% 0%

0%
O Résistance
Bl Sensibilité

O Interm édiaire

O Résistance
Bl Sensibilité

O Interm édiaire

509

100%
Figure 19 : Antibiogramme des deux souches de références Saureus X; etX,.

La figure 19 montre que la souche de référence Saureus X; est sensible aux antibiotiques

testés. La souche X; résiste aux antibiotiques suivants :

- deux antibiotiques qui appartiennent a la famille des macrolides et qui ont
un spectre d’action limité: Coques Gram + et -, Bacilles Gram +:
I’Erythromycine et La Clindamycine (Lincomycines) (CHRISTOL D.,
1978) [109].

- Groupe de la méthicilline qui résiste aux pénicillinase du Staphylocoque
aureus : la méthicilline d’apres la référence de la souche ATCC (MRSA:
Méthicilline Résistant Staphylococus aureus) et I’Oxacilline (CHRISTOL
D., 1978) [109].

- Un antibiotique appartenant a la famille des glycopeptides la vancomycine
qui a un spectre étroit : Gram+ et qui est utilisé dans les traitement des
infections dues aux Staphylococcus (MRSA) (NAOKI M., 1999) [110].

Ces résultats confirment la multirésistance de la souche Stapylococcus aureus ATCC
X1 (MRSA).
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7.3 —Pseudomonas aeruginosaY ATCC:

L’antibiogramme de la souche de référence cible Y est présenté dans la figure 20.

Résultats et Discussion

Les résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cible Y sont représentés

dans le tableau 22.

Tableau 22 : Résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cible Y.

N°= | Dénominations communes | Signe | Charge du disque | Diamétre en mm Ré:tu"
01 | Ticarcilline - TIC | 75 ug | 25 S

02 Ilfjl:‘l’;'r'];gﬁ;’p‘c'de TCC | 75/10 ug 25 s
| 03 | Pipéracilline - PIP | 75 ug | 30 .S
' 04 | Imipeneme CIPM | 10 ug | 22 S
| 05 | Ceftazidime | CAZ | 30 g | 29 S
| 06 | Gentamicine G | 10 ug | 14 Lo
07 | Amikacine AN | 30 g | 20 S
' 08 | Tobramycine CT™ | 10 ug | 22 S
| 09 | Aztreonam ATM | 10 ug | 28 S
' 10 | Ciprofloxacine - CIp | 5 ug | 28 .S

Figure 20 : Antibiogramme de la souche de référence cible y1.
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Résultats et Discussion

7.4-Escherichiacoli Z ATCC Z:
Les résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cible Z sont représente

dans Le tableau 23.

L’antibiogramme de la souche de référence cible Z est présenté dans la figure21.

Tableau 23 : Résultats de I’antibiogramme de la souche de référence cible Z.

N°= ‘ Dénominations communes Signe ‘ CZ?;&SSU Diarrrllé:r:em ‘ résultat
.01 | Ampicilline . AM | 10upg | 13 . R
. 02 | Cefoxitine | FOX | 30pg | 27 S
| 03 | Cefotaxime . CTX | 30pg | 30 .S
. 04 | Fosfomycine . FOS | 50pg | 23 .S
. 05 | Amoxicilline+ Acide clavulanique | AMC | 20 ug+10 pg | 20 | S
| 06 | Imipeneme IPM | 10pg | 30 S
| 07 | Gentamycine G | 10pg | 19 .S

. . . 1.25 pg+
‘ 08 ‘ Trimethoprime+ sulfamide ‘ SXT ‘ 23,75“ﬁg ‘ 22 ‘ S
09 | Amikacine . AN | 30pg | 24 s
| 10 | Furanes . FT | 300ug | 25 S
11 | Chloramphenicol . C | 30ug | 27 S

Figure 21 : Antibiogramme de la souche de référence cible Z.

Les deux souches de références a Gram négatif : P.aeruginosa ATCC Y et E.coli
ATCC Z ont montré une sensibilité aux antibiotiques testés sauf que la souche E.coli ATCC
résiste & I’ampicilline qui appartient a la famille dg -lactamines et plus précisément au

pénicillines a large spectre d’action, elle présente donc une simple résistance.
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Résultats et Discussion

Dans le but de sélectionner les souches d’actinomycetes productrices d’antibiotiques

en vue de les étudier de maniére plus approfondie, elles ont été testées sur le milieu ISP2

solide et liquide contre les souches de références déja étudiées .

8- TEST DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE IN VITRO SUR

MILIEU SOLIDE :
Les resultats du test de la production du métabolite antibactérien sur milieu solide sont

représentés dans le tableau 24.

Tableau 24 : Résultats du test de la production du métabolites antibactérien sur milieu solide.

d,’ji@ﬂii?#;?geﬁ Activité antibactérienne (en mm)
Actives S.aureus X, S.aureus X, P.aeruginosa Y E.coli Z
S3 12 8 0 0
S10 18 15 0 0
S23 0 0 8 0
S24 8 8 0 0
S25 11 0 0 0

Les résultats du test de la production du métabolite antibactérien sur milieu solide ont montre :

L absence d’activité antibactérienne sur la souche de référence cible Escherichia coli
Z ATCC (Gram négatif).

Une trés faible activité antibactérienne de la Souche 23 sur la souche de référence
cible Pseudomonas aeruginosa Y (Gram négatif), avec une zone d’inhibition de
08 mm de diametre.

Une activité antibactérienne plus ou moins importante des souches : 3, 10, 24 et 25 sur
les deux souches de références cibles : Saphylococcus aureus X1 ATCC (MRSA) et
Saphylococcus aureus x2 ATCC (Gram positif).

La souche 10 est la plus performante par une activité antibactérienne trés importante
sur la souche de référence cible Staphylococcus aureus X1 ATCC (MRSA), avec une
zone d’inhibition de 16mm de diamétre.

Les bactéries Gram négatif étant souvent moins sensibles aux antibiotiques que les
Gram positif a cause de la présence d’une membrane externe qui rend leur paroi
beaucoup moins perméable (TOUSSAINT V., 1996) [111] et (pelczar et al.,
1985)[112].

o- TEST DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE IN VITRO SUR
MILIEU LIQUIDE :
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Les résultats du test de la production du métabolite antibactérien sur milieu liquide

sont représentés dans le tableau 25.

Tableau 25 : Résultats du test de la production du métabolite antibactérien sur milieu liquide.

N° de souche Activité antibactérienne (en mm)
d" Actinomycetes S.aureus X, S.aureus X, P.aeruginosa Y E.coli Z
S3 16 12 0 0
S10 24 19 0 0
S23 0 0 12 0
S24 12 12 0 0
S25 15 0 0 0

Les resultats de I’activité antibactérienne sur milieu liquide ont montrés que les
souches d’actinomyceétes actives sur les souches de référence cibles utilisées sont les méme
que celles révélées lors du test d’activité sur milieu solide mais plus importante. L’activité sur
la souche de référence Staphylococcus aureus X; ATCC (MRSA) est toujours trés importante
et spécialement celle de la souche 10 dont la zone d’inhibition atteint les 24mm.

La figure 22 représente la comparaison des zones d’inhibition des souches
d’actinomycetes actives sur la souche de référence cible Staphylococcus aureus x1 ATCC
(MRSA) sur milieu liquide et solide.

25+
20
zones 154
d'inhibition — —
(mm) 10- OMilieu liquide
B milieu solide

S3 S10 S24 S25

Souches d'actinomycetes actives

Figure 22 : Zones d’inhibition de la souche de référence Saphylococcus aureus X; ATCC
(MRSA) apres contact avec le métabolite antibactérien obtenus sur milieu liquide et solide.

La comparaison des zones d’inhibition des souches d’actinomycétes actives sur la

souche de référence cible Staphylococcus aureus x1 ATCC(MRSA) sur milieu liquide et
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solide a montré que la production du métabolite antibactérien est plus importante sur le milieu
liquide que sur le milieu solide, ceci s’accorde avec les résultat de (ZITOUNI A.,2005) [103],
( SULTANA Z.,2002)[105], ( MELOULI L.,2003) [106], (HILALI L.,2002)[101] et
(SLAVICA B.,2005) [108] qui ont montrés que la production d’antibiotique est meilleur sur
le milieu de culture liquide, mais certaines espéces du genre Actinomadura ont la particularité
de ne pousser que sur des milieux solides. En ce qui concerne la production d’antibiotique, il
existe des exemples de souches d’actinomycetes poussant sur milieu liquide mais ne
produisant de substances actives que sur milieu solide d’aprés certains auteurs (BADJI B.,
2005) [104], ( IWAI Y.,1982)[113] et ( SHOMURA S.,1979) [114], ce qui nous a pousse a
procéder au criblage sur les deux milieux liquide et solide.

Apres les résultats du test de I’activité antibactérienne, la souche 10 est la plus
performante par son activité sur la souche de référence cible Saphylococcus aureus X; ATCC
(MRSA), connue par sa multirésistance et particulierement a la vancomycine, antibiotique
utilisé pour le traitement des infections causées par Saureus (MRSA). Pour cela nous n’avons
suivi la production du métabolite antibactérien qu’a partir de cette souche sur les deux milieux
liquide 1Sp2 et ISP1 (BADJI B., 2005) [104], en commengant par I’étude de la cinétique de
production d’antibiotique en vue de determiner la phase propice a une meilleur production de
I’antibiotique afin de procéder a son extraction.

10- LA PRODUCTION DU METABOLITE ANTIBACTERIEN EN
MILIEU LIQUIDE :

Apres les essais préliminaires, nous avons optimisé les conditions expérimentales puis
avons suivi la cinétique de production pendant 10 jours (BADJI B., 2005) [104], les résultats
de la cinétique de production sont présentés dans les tableaux 26 et 27,

Tableau 26 : Résultats de la cinétique de production de la souchel0 sur le milieu ISp2.

TempS 2eme 3eme 4eme 5eme 6eme 7eme 8eme geme loeme
(par jours) jours | jours | jours | jours | jours | jours | jours | jours | jours
Activité
Antibactérienne 0 0 15 17 24 24 24 24 24
(en mm)
pH 6.52 594 530 548 K 683 | 752 | 769 | 800 | 818
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Tableau 27 : Résultats de la cinétique de production de la souchel0 sur le milieu ISp1.

Temps 2eme 3eme 4eme 5eme 6eme 7eme 8eme 9eme 1Oeme
(par jours) jours | jours | jours | jours | jours | jours | jours | jours | jours
Activité
Antibactérienne 0 0 0 0 14 17 17 17 17
(en mm)
pH 768 | 770 | 7.74 | 7.77 | 786 | 8.14 | 847 | 8.71 |8.90

Les résultats ont montrées que :

- la production du métabolite antibactérien a partir de la souche 10 dans le milieu
liquide I SP2 commence a partir du 4°™ jours d’incubation et le pH passe de 7 a un

6eme

pH acide de 5.30, avec une zone d’inhibition de 15mm jusqu a 24 mm au jours

6 eme

avec un pH de 7.52. Apres le jours la zone d’inhibition reste constante.

- Le pH évolue vers I"acidité les premiers jours de 7.00 & 5.30 jusqu’au 4°™ (1*" jours de

la production) puis remonte progressivement vers I’alcalinité jusqu’au pH de 8.18 au

10°™ jours d’incubation.

- la production du métabolite antibactérien a partir de la souche 10 dans le milieu

6eme

liqguide 1Spl commence a partir du jours d’incubation a un pH proche de la

7eme

neutralité (7.86) avec une zone d’inhibition de 14 mm jusqu a 17mm au jours et

7 eme

un pH alcalin (8.14).Apres le jours la zone d’inhibition reste constante.

2 eme

- Le pH évolue vers I’alcalinité a partir du jours avec un pH de 7.86 jusqu a 8.90

Oeme

au 107 jours d’incubation.

Le pH optimal de la croissance et de la production des métabolites secondaires dépend des
nutriments (composition des milieux de cultures).L’intervalle minimal de la production des
métabolites secondaires étant entre 4,5 et 7 et le maximal entre 8,5 et 11,5 ( Kontro M.et
al.,2005) [115], ce qui explique la différence de I’évolution du pH entre les deux milieux de
cultures ISP1 et ISP2 lors de la cinétique de production et entre leur pH optimaux de
production. Sur le milieu ISP2 a partir d’un pH acide de 5.3 pour arriver a un maximum de
production a pH de 6,3 et sur le milieu ISP1 a partir d’un pH proche de la neutralité 7.86 pour

arriver a un maximum de production a pH de 8,14.
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L’évolution du pH du milieu de culture ISP2 vers I’acidité au début de la cinétique de
production d’antibiotique est due a la source de carbone qui est le glucose qui conduit a la
production d’acides organiques qui vont abaisser le pH du milieu ( SUROWITZ K.G. et
al.,1985) [116]. Les milieux qui ne contiennent pas de source de carbone telles le glucose et
les sucres, leurs pH n’évolue pas vers I’acidité par manque de production d’acide organique
si ce n’est une faible production & partir des acides aminés, ce qui explique la non évolution
du pH du milieu de culture ISP1 vers I’acidité (MADDEN T. et al., 1996)[117] .

La cinétique de production d’antibiotique de la souche 10 sur les deux milieux de cultures

liquides est présentée dans la figure 23.

Evolution du pH

pH . O 0 0
) 30°
c
Q25
\% = 20 A
S E ¢ —~—ISP2
c < ——ISP1
©
0 — 10 -
> 5
o
< 0 +=—+—= | T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 910

temps( en jours)

Figure 23 : La cinétique de production d’antibiotique de la souche 10 sur les deux milieux

de cultures liquides avec I’évolution du pH.

- I’activité antibactérienne est différente sur les deux milieux, elle est plus importante
sur le milieu ISP2 (24mm) que sur le milieu ISP1 (17mm), et tardive sur le milieu ISP1
(6°™jours d’incubation), cela est du a la source de carbone du milieu ISP2 le glucose, ce
dernier représente la meilleur source de carbone pour la production d’antibiotique selon les
résultats rapportés par ( ANURAG P. et al.,2005) [118].
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11- TESTSDE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE A PARTIR DES
EXTRAITS:

11.1-Testsdel’ activité antibactérienne des extraits a partir du filtrat :

Les résultats des tests de I’activité antibactérienne des extraits a partir du filtrat sont
représentés dans le tableau 28 et les zones d’inhibitions des extraits du filtrat sont présentées

dans la figure 24.

Tableau 28 : Résultats des tests d’activité antibactérienne des extraits a partir du filtrat

, S_ouches\ Souche 10
d’actinomycetes
Souche de
référence
cible Staphylococuccus aureus X; ATCC (MRSA)
Solvants Activité anti bactérienne (en mm)
Organiques
n- hexane Activité antibactérienne nulle (Omm)
Dichlorométhane Activité antibactérienne forte (24mm)
n- butanol Activité antibactérienne nulle (Omm)
acetate d’ethyle Activité antibactérienne faible (8mm)

L’extraction effectuée a I’aide de solvants non miscible a I’eau est de polarités
différentes (ZITOUNI A.et al.,2005) [103] et (BADJI B., 2005) [104] montre que I’activité
contre la souche Saphylococcus aureus X;ATCC(MRSA) est meilleur avec le
dichloromethane (24mm),faible avec I’acétate d’éthyle et nulle avec le n-hexane et le n-

butanol.

11.2- TEST DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DE L'EXTRAIT
METHANOLIQUE DU MYCELIUM :

Les résultats du test de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique du
mycelium sont représentés dans le tableau 29 et la zone d’inhibition de ce dernier est

présentée dans la figure24.
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Tableau 29 : Résultats du test de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique du

mycélium.
, S_ouches\ Souche 10
d’actinomycetes
Souche de
référence
cible Saphylococuccus aureus X; ATCC (MRSA)
Solvants Activité anti bactérienne (en mm)
Organiques
Méthanol Activité antibactérienne faible (8mm)

L’extrait méthanolique du mycélium montre une activité trois fois plus faible que celle
obtenue a partir de I’extrait du dichlorométhane du filtrat, ces résultats s’accordent avec ceux
rapportés par (BOUTI K.,1997) [100] . Nous avons donc poursuivi nos études sur I’extrait du

dichlorométhane, d’autant plus que I’extrait mycélien est souvent chargé de lipides

membranaires qui génent la purification [100].

— — T— —
Extrait du n-Hexane \ Extrait du n-Butanol
S E ot -‘—‘- i

~«J[L»A Hph N e .-rf"
e -'3:515.]1 \ 3 -'. B /f’f)

Extrait Méthanolique du Mycélium Extrait du Dichlorméthane

Figure 24 : Zones d’inhibition des extraits du filtrat et du mycélium
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12- LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE:

Les résultats des essais de la séparation des produits de I’extrait du dichlorométhane
par la chromatographie sur couche mince sont représentés sur les figures 25et 26

n-B AE

BAE

20/80 30/70 40/60 50/50 60/40

v

Ep /Dm : Ether de pétrole / Dichlorométhane

Figure 25 : Séparation des produits de I’extrait du dichlorométhane par chromatographie
sur couche mince en utilisant différents systemes de solvants
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Figure 26 : Séparation des produits de I’extrait du dichlorométhane par chromatographie
sur couche mince en utilisant différents systemes de solvants.

Le filtrat de culture une fois débarrassé de certaines impuretés apres extraction au
dichlorométhane, est analysé par bioautographie sur couche mince (séparation des produits de
I’extrait), afin de localiser les produits actifs ; et les tester sur la souche de référence test
Saureus X; ATCC.

Au déebut, des systemes de solvants de migration, couramment utilisés pour séparer les
antibiotiques, ont été employés: le n-butanol-acide acétique-eau (3-1-1, en volume)
«B.A.E», [I’acétate d’éthyle —méthanol (100-15 v/v) « A.M », n-butanol pure, Acetate
d’ethyle pure « AE » et I’éthanol pure « E ». Les résultats ont montrés que tous les produits
de I’extrait du dichlorométhane migrent au fond de la plaque de CCM (mélange).

Ensuite, le systeme de solvants de migration composé d’un solvant plus ou moins
polaire, le dichlorométhane, et un autre apolaire, I’éther de pétrole a été utilisé a différentes
proportions « Ep/Dm) (20, 80), (30, 70), (40, 60), (50, 50), (60, 40), (70, 30), (80, 20).

Les résultats ont montrés qu’une seule proportion (80/20) est efficace pour la
séparation de tous les produits de I’extrait du dichlorométhane qui sont au nombre de six (06).
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Par la suite les six (06) produits de I’extrait du dichlorométhane sont séparés par
I’utilisation de la chromatographie a gel de silice sur colonne en utilisant le systéme d’élution
Ether de pétrole /Dichlorométhane avec la proportion (80/20).

Apres la séparation et I’obtention des produits de I’extrait du dichlorométhane, ils sont

testés sur la souche Saureus X;ATCC (MRSA) en vue de révéler ceux qui sont actifs.

Les résultats du test de I’activité des produits de I’extrait du dichlorométhane sur la

souche de référence cible S.aureus X; ATCC (MRSA) sont représentés dans le tableau 30.

Tableau 30 : Résultats du test de I’activité des produits de I’extrait du dichlorométhane.

Souche de
référence Saphylococuccus aureus X; ATCC (MRSA)
cible
g;olq:;(ttiait Activité antibactérienne Rapport frontal
1" produit élu nulle (Omm) 0.03
2 °™ produit élu nulle (Omm) 0.10
3°™ produit élu nulle (Omm) 0.22
4°™ produit élu nulle (Omm) 0.50
5°™ produit élu nulle (Omm) 0.66
6°™ produit élu forte (24mm) 0.84

Les résultats du test de I’activités des produits de I’extrait du dichlorométhane sur la
souche de référence cible Saureus X;ATCC (MRSA) ont montrés qu’un seul produit est actif
avec une zone d’inhibition de 24mm, c’est le dernier produit élu (le 6°™) et le plus polaire, et
le seul a rester sur la colonne jusqu’a I’utilisation du méthanol comme éluant tres polaire.

Le produit actif est de couleur jaune. Il est trés polaire, son rapport frontal est de 0.84.
Ce produit a la méme couleur que celui obtenu (antibiotique) a partir d’une souche
d’actinomycetes du genre Streptomyces par (Sultana Z. et al.,2002)[105], sa polarité ainsi
que son rapport frontal sont proches de ceux des produits antibactériens obtenus a partir des
souches d’actinomyceétes par (SLAVICA B. et al.,2005)[108].
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Le but de ce travail consiste a sélectionner des souches d’actinomycétes productrices
de substances antibactérienne vis a avis des infections nosocomiales.

Notre travail a permis d’isoler 22 souches d’actinomyceétes a partir des eaux du lac
Oubeira d’EL KALA en utilisant la technique de dilution et un nombre important de milieux
de culture, simples, sélectifs et électifs. Lors de la sélection, nous nous sommes basés sur les
caractéres macromorphologiques et micromorphologiques des actinomyceétes. Sur I’ensemble
des souches isolées 68% proviennent du premier site du prélevement (Nord du lac prés de
I’agglomération) ce qui montre sa richesse en actinomycetes et parmi eux 99% ont résisté au
traitement a la chaleur 50°C pendant 10 minutes (Thermotolérantes). 31% des souches isolées
sont obtenues sur le milieu Gausse qui, grace a sa riche composition, a permis une bonne
croissance au actinomycetes tout en augmentant la probabilité de les isoler.

Apres les tests des propriétés antagonistes de I’ensemble des 22 souches isolées en
utilisant des méthodes de criblage sur le milieu de culture ISP2 liquide et solide contre 4
souches de référence ATCC dont deux Bactéries & Gram positif :  Staphylococcus aureus
ATCC X; (MRSA) multirésistante, Staphylococcus aureus ATCC X, sensible et deux autres a
Gram négatif : Pseudomonas aeruginosaY ATCC sensible, Escherichia coli Z ATCC qui
présente une simple résistance contre I’ampicilline a large spectre d’action, nous avons pu
sélectionner 5 souches d’actinomycetes actives (capables de produire des molécules
antibactériennes) marquant bien que cette activité est révélée meilleure sur le milieu liquide
que sur le milieu solide.

Parmi ces 5 souches actives, seule la S23 a une faible activité sur la souche a Gram
négatif P.aeruginosa Y ATCC, les autres n’ayant d’activité que sur les souches a Gram
positif. La souche S10 isolée & partir du centre du lac sur le milieu de culture Czapec simple
concentration est la plus performante avec une zone d’inhibition de 24 mm. La
multirésistance de la souche de référence X; nous a poussé étudier I’activité antibactérienne
de la souche S10 contre celle-ci.

Afin de déterminer la phase propice a une meilleur production, nous avons suivi la
cinétique de production du métabolite antibactérien par la souche S10 pendant 10 jours sur les
deux milieux de culture liquides ISP1 et ISP2. Nous avons constaté que la production est

meilleure sur le milieu ISP2, celle-ci commengant le 4°™

jour d’incubation avec un pH acide
de 5,3 résultat de la production d’acides organiques dd a I’utilisation du glucose comme

source de carbone. Le pH évolue vers I’alcalinité pour arriver a un optimum de production a
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un pH de 7,52 avec une zone d’inhibition importante de 24 mm a partir du 6°™

jour et reste
pendant le reste de la durée d’incubation.

Aprés la détermination de la meilleure phase de production nous avons procédé
a I’extraction du métabolite antibactérien a la fois a partir du filtrat de la culture en milieu
liquide et du mycélium en utilisant des solvants organiques de polarités différentes. Le test de
I’activité de ces extraits sur la souche de référence X; a montré une meilleur activité avec le
dichloromethane (24mm), faible avec I’acétate d’éthyle (8mm) et nulle avec le n-hexane et le
n-butanol. L’extrait méthanolique du mycélium montre une activité trois fois plus faible que
celle obtenue & partir de I’extrait du dichlorométhane du filtrat. Nous avons donc poursuivi
nos études sur I’extrait du dichlorométhane, d’autant que I’extrait mycélien est souvent chargé
de lipides membranaires qui génent la purification.

La chromatographie sur couche mince a gel de silice a permis de séparer les
produits de I’extrait du dichlorométhane du filtrat qui sont au nombre de 6 et de connaitre leur
polarité et leur rapport frontal, ceci en utilisant le systétme de solvant Ether de pétrole
/Dichlorméthane (80/20).

Suite a I’obtention des six produits de I’extrait du dichlorométhane du filtrat
par la chromatographie sur colonne a gel de silice et au test de leur activité antibactérienne,
un seul produit s’est révélé actif. Elu avec le méthanol (solvant trés polaire) comme 6 *™
produit et dernier, il est trés polaire de couleur jaune avec un rapport frontal de 0.84.

Nous concluons alors que le lac Oubeira d’EL KALA renferme des souches
d’actinomycetes qui ont une activité antibactérienne surtout dans sa partie Nord. Parmi ces
souches il en existe une qui a une trés forte activité contre le Saureus (MRSA) multi résistant
gréce a la production d’un métabolite antibactérien tres polaire avec un rapport frontale de
0.84 et de couleur jaune extractible par le solvant organique Dichlorométhane.

Le Staphylococcus aureus est la cause d’un grand nombre d’infections sévéres,
telles les septicémies, endocardites, pneumonies, infections des tissus mous, des os et des
articulations. Malgre un traitement approprié, la mortalité dle a ces infections séveres a
Staphylocoques dorés reste élevée (20% a 30%). aujourd’hui, 90% des souches de
Saphylococcus aureus sont non seulement résistantes a la pénicilline G mais aussi aux
pénicillines & large spectre sensibles aux pénicillinases (CARBON C.et al.,1991) [119]. Ce
qui montre I’importance de I’activité du métabolite antibactérien de la souche S10 sur le
Saureus (MRSA) multirésistant qui résiste a la vancomycine (glycopeptides) utilisé dans les
traitement des infections dues a cet agent (NAOKI M., 1999) [110].

L’intérét de ce métabolite dans le domaine médicale et de la santé publique nécessite

son étude d’une maniere plus approfondie en procédant a :
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I’identification moléculaire de la souche S10 productrice de ce métabolite.
I’optimisation de la production en milieu liquide, par la recherche des meilleures
conditions (sources de carbone et azotées, elément minéraux, température, aération
et pH.).

purification par chromatographie liquide a haute pression (HPLC).

Etude de la solubilité et de la thermorésistance de cette molécule antibactérienne.
Etude du spectre UV-Visible et du spectre infra rouge.

La réalisation de la spectrométrie de masse, la résonance magnétique nucléaire du
proton et du carbone 13 et I’analyse élémentaire, afin de déterminer la structure

chimique de cette molécule antibactérienne.

La réalisation des tests antagonistes contre de nombreux germes pathogeénes a
I’Homme et I’évaluation de la toxicité de I’antibiotique synthétisé envers ces
organismes afin de savoir s’ils sont potentiellement intéressants dans le domaine

pharmaceutique.

Détermination des concentrations minimales inhibitrices ( CMI).
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ANNEXE 1:

Annexes

Figures

1- Mode opératoire du systéme API 20E :
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Figure 27 : Mode opératoire de lagalerie APl 20 E
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2- Fichederésultat du systeme API 20E:

REF. :
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Figure 28 : fiche de résultat du systéme API 20E.
3- Mode Opératoire de du Systeme API Staph :
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Figure 29 : Mode opératoire de lagalerie Api Staph.
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4- Fichederésultat du systeme APl Staph :

o /
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Figure 30 : Fiche de résultat du systéme API Staph.
5- Mode Opératoire du systeme APl 20NE

oy
:

Oox

API NaCl O,ii15 % Medium

NO3; — PNPG
BEeEegeas | b - S

~ 200 pl URE

APl AUX Medium

i
|
Elesesessss) é ‘_;4 @ - Az
g !
24:00 £ 2:00/ 48:00 29°C £ 2°C
NO;

TRP l
e ﬁ

NO;: NIT 1+ NIT 2 (+Zn)
TRP : JAMES

API 20 NE

Figure 31 : Mode Opératoire de la Galerie API20NE.

120



Annexes

6- Fiche derésultat du systeme API 20N E:

REF. :

ce
gapi® 20 NE Srae/ S b

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie : sram g RE L x

l@@llllllllllflﬁll{l\ll{l\

072248

ADH  URE  ESC GEL  PNG |GLUJ | |ARA] [MNE| [MAN]

asn L 7 1 Y |
{

Ident. / Tautotroinon :
Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMheg eEerdoeig / Andra tester /

Andre tests / Inne testy :

Autres tests / Other tests / Andere Tests / ’

Figure 32 : Fiche de résultat du systéme API 20NE.
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1- Tableau 31 : Tableau de lecture du systeme APl 20E

ANNEXE 2: Tableaux

Annexes

aTe RESULTATS
TESTS | COMPOBANTS ACTIFS (mgleup.) REACTIOMS/ENZYMES
’ NEGATIF POSITIF
lactosidase
2-nitraphényl-RD- £-ga
ONPG 0,223 | (Ortho NitroPhényl-RD- incolore Jaune (1)
palaciopyranoside Galactopyranosidase)
ADH L-arginina 1,8 | Argining DiHydrolasa jaune rouge / orangé (2)
DG L-lysine 1.9 | Lysine DéCarboxylase jauns rouge / orengé {2)
opc L-omithine 1,8 | Omithine DéCarboxylzse jaune rouge / orangé (2)
el trisodium clirate 0,758 | utilisation du CiTrate vert pale / jaune bleu-vert / blau (3)
Has. sodium thiosulfate . 0,076 | production d'H28 incolore / grisatre dépot noir / fin iserd
URE urée 0,76 |UREase jaune rouge / orangé (2)
TDA L-tryptophane 0,38 | Tryplophans DésAminase jauns I manon-rouguhtre
IND Lryptophane 0,18 | production aNDole verl mate / jouns rose
roduction o' acdton -
production ¢'ac#toing
{ve] sodium pyruvate 19 | oces Proskauer) incolone rose / rouge (5)
IgEL| (m';:‘ggzm) 0,8 | Gelstinass (GELatine) non diffusion diffusion du pigment noir
aLu D-glucose 1,9 I?;TJ"““??‘G“V“HM bleu / bleu-vert jaune / jaune gris
MAN D-mannital 1.8 I:‘":;::,:':;’?“‘; oxydation bleu / bleu-vert jaune
NO inasitol 1.9 ffmj};ﬂ;‘?:)’ oxydation bleu / bleu-vert jaune
SOR D-sorbitol 18 :;’g;:‘n;'f)“a‘; oxydation bleu / bleu-vert jaune
farmentation / oxydation
RHA L-rhamnose 19 (RHAmnose) (4) bleu / bleu-vert jaune
farmantation / oxydation
SAC D-saccharose 1,9 (SACcharose) (4) bleu / blay-vert Jaune
MEL D-maiiblose 19 | ey ";‘}”"‘"““" bleu / bleu-vert jaune
AMY amygdaline 0,57 ::T"':;“:::m; (o‘x)y dalion bleu / bleu-vert jaune
ARA L-arablncse 1.9 a’;}:&i‘m "( :)W dation bleu / bisu-vert jaune
[=2.4 (voir notice du teat oxydasa) cytochrome-OXydase {vair notice du__t.si oxydase)
R aation roduction de NOz jaun * I
V] n une
ety | Potassium nitrate oors |P ouge
lube GLU réduction au stads Nz orange-rouge jsune
MOB ;ﬂ,::m""‘ ou mobillté ' immabile mobile
McC milieu de MacConkey s culture abssnce présance
OF-F : fermentation : sous hufle vart jaune
OF-O | Plucose (AP OF Medium) g oxydation : & I'air vart _jaune
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Annexes

2-Tableau 32 : Tableau de lecture du Systéme API Staph

QTE RESULTAT
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS / ENZYMES
(mgleup) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Témain négatif rouge -
GLY D-ylucose 156 | (Témoin positif) (D-GLUcoss)
FRU D-fructose 14 | acidification {D-FRUclose)
MNE D-mannose 14 | acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 14 |acidification (MALlage)
LAC (migi"r'f:mﬁ " 14 | acidification [LAClose) rouge* jaune
TRE D-tréhalose 132 | acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,38 | acidification (D-MANnitol)
ALT xylitel 14 | acidification (XyLiTol)
MEL D-meéfibiose 132 | acidification (D-MELibiose)
NIT 1+ NT 2/ 10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 | Réduction des NiTrates en nitrites incolore-rose pale ‘ fouge
JYMA+ZYMB /10 min
PAL | Bnaphtylphosphate | 00244 | Phosphatase ALcaline ane | ok
VE1+VP2/10min
VP sadium pyruvate 1904 p\ﬁgﬁgrﬁﬁ:&ﬂmethyl~carbinol incolore-rose pale | violet-rose
RAF D-raffinose 156 [ acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 1.4 | acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 1,32 | acidification (SACcharose) rage faune
oo |y | g [ar i
NAG N-acétyl-glucasamine 128 | acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
AQH L-arginine 1,904 | Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE Urée 076 |UREase jaune rouge-violet

-les tests d'identification doivent étre lus comparativement au témoin négatif (0) et positif
(GLU).
-les tests MNE et XLT peuvent étre oranges, lorsgu’ils sont entourés ou précédés de test

positif. On doit alors les considérer comme négatifs.
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3-Tableau 33 : Tableau de lecture du Systéme APl 20 NE

Annexes

RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS AcTIFS | ITE REACTIONS/ENZYMES
(mafoup.) NEGATIF |  POSITIF
NIT1+NIT2/5min
NO3 potassium nitrate 0.136 réduction des Nitrates en nitrites incalore : rose-rouge
Zn /5 min ~
réduction desNitrates en azote rose l incolore ~-... 4.
JAMES !/ immgdiat~
T -t h i incolore L.
RP L-tryptophane 0.2 formation d'indole (TRyptoPhane) very pale.'jalune rose’
GLY D-glucose 1,92  |fermentation (GLUcose) bleu & vert* jaune
ADH L-arginine 192 | Arginine DiHydrolase Jaune °ra“?;u’g;°se"
URE urée 0,76 |UREase jaune orange / rose /
) rouge
esculine 0,56 . . s gris / marron / noir
ESC citrate de fer 0,072 hydrotyse (B-glucosidase) {ESCutine} jaune
gélatine : pas de diffusion diffusion du
GEL {ongine boving) 0.6 hydrolyse {protéase) {GELatine) du pigment pigment noir
4-nitrophényl-BD- p-galactosidase (Para-NitroPhényl-RD- ; '
P N -
NPG galactopyranoside 0.22 Galactopyranosidase) ncolore jaune
T
GLy D-glucose 1,56 assimilation {GLUcose) transparence " trouble
|ARA[ L-arabinose 14 assimilation (ARAbinose} transparence trouble
MNE D-mannose 1.4 assimiiation (ManNosE) transparence frouble
MAN D-mannitol 1,36 assimilation (MANnitol) transparence trouble
NAG N-acetyl-glucosamine 1,28 assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble
MALi D-maltose 1.4 assimilation (MALtose) transparence trouble
GNT potassium gluconate 1,84 assimilation (potassium GlucoNaTe) trangparence trouble
CAP acide caprique ¢.78 assimilation {acide CAPrique) transparance trouble
ADI acide adipique 1,12 assimilation (acide ADIpique) transparence trouble
MLT acide maligue 1,56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble
CIT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisadium CiTrate) transparence trouble
PAC acide phénylacétique 0,8 assimilation (acide PhénylACétique) transparence trouble
(voir notice ] ] :,.4 B
oX du test oxydase) - cytochrome-oxydase {voir notice du test oxydase) s

-les tests d'identification doivent étre lus comparativement au témoin négatif (0) et positif

(GLU).

-les tests MNE et XLT peuvent étre oranges, lorsqu’ils sont entourés ou précédés de test
positif. On doit aorsles considérer comme négatifs.
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ANNEXE 3: Composition des Réactifs

1- Composition desréactifsutiliséslorsdelalecture du systéme APl 20E

-Réactifs utilisés: [91]

Réactif VP1 :
-Hydroxyde de potassium...... 40g
“HoOi 100ml
Réactif VP2 :
-a-naphtol...............ceeeeent..60
-Ethanal.........................200ml
Réactif NIT1:
-Acide sulfanilique................ 0,49
-Acide acétique.................... 309
SHO 70ml
Réactif NIT2 : -N,N-diméthyl-1-naphtylamine..0,6g
- Acide acétique....................30g
“HoOn o, 70ml

2- composition du milieu API Staph :

AP| Staph
Medium
éml

Extrait de levure
Bactopeptone

(origine bovine/porcine)
NaCl

Qligoéléments

Eau déminéralisée
pH:70-74

05¢g

109
59
_ 10 ml
gap 1000 ml

3-Propriétés physiques des solvants organiques utilisés : [100]

Tableau 34 : Propriétés physiques des solvants organiques utilisés :

Propriétés physiques

Solvants
n-Hexane
Dichloromethane
Acetate d’ethyle
n-Butanol

M éthanol

Ebullition
°C)
69
40
77
118
65

Densité

0.659
1.325
0.901
0.810
0.796

Polarité

0.1
31
4.4

5.1
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Annexe 4 : Planches

Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S1 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S1
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n®l1 : Aspect macroscopique des colonies de la souche S1 sur milieu ISP2,
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Fig.1: aspect microscopique de la souche S1 Fig.2 : aspect microscopique de la souche S1
Gx100 Gx100

Fig.3 : aspect microscopique de la souche S1 Fig.4 : aspect microscopique de la souche S1
Gx100 Gx100

Planche n°2: Examen microscopique de la souche S1 Gx100 (microscope optique).
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| Fig.5: aspect microscopique de la souche S2 Gx100 (microscope optique) |

Planche n°3 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche n°2.
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Fig.5 : aspect microscopique de la souche S3 Fig.6: aspect microscopique de la souche S3
Gx100 Gx100

Planches n°4 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche S3.
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Fig.1 : aspect macroscopique de la souche S5
sur milieu ISP2 (Recto)

Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S5 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S5
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n°5 : Aspect macroscopique des colonies de la souche S5.
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Fig.3 : aspect microscopique de la souche S5 Fig.4 : aspect microscopique de la souche S5
Gx100 Gx100

Planche n°6 : Aspect microscopique de la souche S5 Gx100 (microscope optique).
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Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S6 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S6
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planches n°7 : Aspect macroscopique des colonies de la souche S6.
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Fig.3 : aspect microscopique de la souche S6 Gx100

Planche n® 8 : Aspect microscopique de la souche S6 Gx100 (microscope optique).
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Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S8 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S8
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n® 9 : Aspect macroscopique des colonies de la souche S8.
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Fig.5 : aspect microscopique de la souche S8 Fig.6: aspect microscopique de la souche S8
Gx100 Gx100

Planche 10 : Aspect microscopique de la souche S8 Gx100 (microscope optique).
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Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S9 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S9
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planchen®11 : Aspect macroscopique des colonies de la souche n°9 Sur milieu ISP2.
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- :
Fig.4 : aspect microscopique de la souche S9
Gx100

Fig.5 : aspect microscopique de la souche S9 Gx100

Planche n°12 : Aspect microscopique de la souche S9 Gx100 ( Microscope optique).
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Planche n°13 : Aspect macroscopique des colonies de la souche S10 sur milieu ISP2.




Fig.3 : aspect microscopique de la souche S10 Fig.4 : aspect microscopique de la souche S10
Gx100 Gx100

Planche n® 14 : Aspect microscopique de la souche S10 Gx100 (Microscope optique).
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Fig.1 : aspect macroscopique de la souche S11 Fig.2 : aspect macroscopique de la souche S11
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Fig.3 : aspect microscopique de la souche S11 Fig.4 : aspect microscopique de la souche S11
Gx100 Gx100

Planche n°15 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche S11.
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Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S12 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S12
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n®16 : Aspect macroscopique des colonies de la souche 12 sur milieu ISP2.
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Fig.1 : aspect microscopique de la souche S12
Gx100

"\i “ ) ~
L EAN, ‘.l‘)“‘q:‘:.!‘ .

-, ._1‘. ‘! “‘
ig.3 : aspect microscopique de la souche S12
Gx100

‘ oy Pa §

Fig.5 : aspect microscopique de la souche S12 Fig.6: aspect microscopique de la souche S12
Gx100 Gx100

Planche n°17 : Aspect microscopique de la souche S12 Gx100(microscope optique).
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Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S13
sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n°18 : Aspect macroscopique des colonies de la souche S13 Sur milieu ISP2.

Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S13
sur milieu ISP2 (Recto)
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Fig.1 : aspect microscopique de la souche S13
Gx100

Fig.3 : aspect microscopique de la souche S13 Fig.4 : aspect microscopique de la souche S13
Gx100 Gx100

Planche n® 19 : Aspect microscopique de la souche S13 Gx100 (microscope optique).
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Fig.1 : aspect macroscopique de la souche S15
sur milieu ISP2 (Recto)

Fig.3 : aspect microscopique de la souche S15 Fig.4 : aspect microscopique de la souche S15
Gx100 Gx100

Fig.5 : aspect microscopique de la souche S15 Gx100

Planche n°20: Aspect macroscopique et microscopique de la souche S15.
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Fig.5 : aspect microscopique de la souche S16 Fig.6 : aspect microscopique de la souche S16
Gx100 Gx100

Planche n® 21 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche S16.
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Fig.4 : aspect macroscopique de la souche S17
Sur milieu ISP2 (Verso)

Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S17 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S17
Sur milieu ISP2 (Recto) Sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n°22 : Aspect macroscopique des colonies de la Souche S17 Sur milieu ISP2.
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Planche n°23 : Aspect microscopiqgue de la Souche S17 Gx100 (microscope optique).
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Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S18 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S18
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n°24 : Aspect macroscopiqgue des colonies de la souche S 18 sur le milieu ISP2.
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Fig.3 : aspect microscopique de la souche S18 Gx100

Planche n°25 : Aspect microscopique de la Souche 18 Gx100(microscope optique).
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Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S23 Fig.6: aspect macroscopique de la souche S23
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n°26 : Aspect macroscopique des colonies de la Souche S23 sur le milieu ISP2.
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Fig.3: aspect microscopique de la souche
S23 GX100

Planche n°27 : Aspect microscopiqgue de la Souche S23 Gx100 (microscope optique).
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Fig.5 : aspect macroscopique de la souche S24 Fig.6 : aspect macroscopique de la souche S24
sur milieu ISP2 (Recto) sur milieu ISP2 (Verso)

Planche n°28 : Aspect macroscopique des colonies de la souche 24 sur milieu ISP2
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Fig.1 : aspect microscopique de la souche S24 Fig.2: aspect microscopique de la souche S24
Gx100 Gx100

Planche n°29 : Aspect microscopique de la souche 24 Gx100 (microscope optique).
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Fig.5 : aspect microscopique de la souche S25 Gx100

Planche n® 30 : Aspect macroscopique et microscopique des colonies de la souche 25.
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‘ Fig.5 : aspect microscopique de la souche S27 Gx100 \

Planche n® 31: Aspect macroscopique et microscopique de la souche 27.
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Planche n°® 32: Aspect macroscopique et microscopique de la souche 28.
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Fig.5 : aspect microscopique de la souche S33 Gx100

Planche n® 33: Aspect macroscopique et microscopique de la souche 33.
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Flg 4: aspect microscopique de la souche S35
Gx100

Fig.5 : aspect microscopique de la souche S35 Flg 6 : aspect microscopique de la souche
Gx100 S35G><100

Planche n°® 34: Aspect macroscopique et microscopique de la souche 35.
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