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Résumé

Evaluation de I'activité antifongique de quelques souches bactériennes du genre Streptomyces

isolées de la région de Skhouna, Commune de Saida.

Les actinomycetes sont des bactéries responsables de la production de la plupart des molécules
bioactives, elles présentent un intérét tres important pour la lutte contre les mycetes et les bactéries
pathogenes, elles sont surtout réputées pour leur grande capacité a produire naturellement des
antibiotiques, avec des possibilités a produire des métabolites bioactives unique contre chaque
souche. L’objectif de cette étude est d’évalué D’activité antifongique de quelques souches
d’Actinobactéries isolées de la région de Skhouna, Commune de Saida contre cing moisissures
réputées toxinogénes. Les métabolites secondaires des Actinobactéries, antérieurement identifiées par
ARNr 16S, sont obtenus apres cultures de ces derniers sur milieu 5294. L’activité antifongique est
exprime en pourcentage apres calcule des zones d’inhibitions sur milieu PDA. Les résultats obtenus
durant cette étude ont démontré que les extraits obtenus possedent une activité antifongique moyenne
sur la plupart des moisissures. Streptomyces aureus NBRC 100912 a présenté sa capacité a exercer
un pouvoir antifongique sur la totalité des moisissures. Streptomyces cyaneus H-112 et Streptomyces
glomeroaurantiacus NRRL B-3375 n’ont pas enregistré d’activité antifongique contre toutes les
moisissures sauf Aspergillus ochraceus qui a dévoilé une sensibilité tres faible a 30ul. A la lumiére
des resultats intéressantes obtenus, cette étude doit étre complété par une HPLC-MS afin d’identifier

les substances bioactives responsables de cette activité antifongique.

Mot clés : actinomycétes, métabolite secondaire, activité antifongique, Streptomyces.



Abstract

Evaluation of the antifungal activity of some streptomyces bacterial strains isolated from the

Skhouna region, commune of Saida

Actinomycetes are bacteria responsible for the production of most bioactive molecules, they
are of great interest for the control of pathogenic fungi and bacteria, they are especially known for
their great ability to produce antibiotics naturally, to produce unique bioactive metabolites against
each strain. The objective of this study is to evaluate the antifungal activity of some strains of
Actinobacteria isolated from the region of Skhouna, commune of Saida against five molds known as
toxinogenes. The secondary metabolites of Actinobacteria, previously identified by 16S rRNA, are
obtained after culturing the latter on medium 5294. The antifungal activity is expressed in percentage
after calculating zones of inhibitions on PDA medium. The results obtained during this study
demonstrated that the extracts obtained have an average antifungal activity on most molds.
Streptomyces aureus NBRC 100912 demonstrated its ability to exert antifungal power over all molds.
Streptomyces cyaneus H-112 and Streptomyces glomeroaurantiacus NRRL B-3375 showed no
antifungal activity against all fungi except Aspergillus ochraceus, which revealed a very low
sensitivity at 30 ul. In the light of the interesting results obtained, this study must be supplemented
by HPLC-MS in order to identify the bioactive substances responsible for this antifungal activity.

Key words: actinomycetes, secondary metabolite, antifungal activity, Streptomyces.
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SFntrodustion

Introduction

Les infections fongiques ont augmenté de facon dramatique durant les deux derniéres
décennies. Elles occupent le quatrieme rang des infections nosocomiales (Yashuda, 2001).
Ceci est essentiellement di a I’augmentation du nombre des patients immunodeprimés,
comme les cancéreux, les personnes infectées par le virus de 'immunodéficience humaine
(HIV). Prés de 90% des mycoses humaines sont provoquées par des espéces appartenant au
genre Candida, et Aspergillus dont les especes A. fumigatus, A. flavus, et A. niger sont

responsables de la majorité des mycoses invasives (Couturaud, 2004).

La lutte contre ces maladies et ces infections est basée sur 1’utilisation des molécules
bioactives, certains de ces produits naturels bioactifs sont essentiellement bio-synthétisé par
des microorganismes filamenteux (Tamura et al., 1997). Parmi ces derniers, une famille de
bactéries filamenteuse s’est particulierement illustrée par la richesse de son métabolisme
secondaire et par la remarquable diversité des métabolites produits (Overbye et Barrett,
2005). Le genre Streptomyces produit plus des tiers des antibiotiques utilisés dans la médecine
moderne (Kieser et al., 2000). L histoire des antibiotiques issus de ce genre débute en 1940
avec la découverte de 1’ Actinomycine par WaKsman et Woodruff, suivie en 1944 par la
streptomycine, premier agent antituberculeux (Omura, 1986). Entre 1955 et 1962, pres de
80% des antibiotiques découvert provient des actinomycetes, avec une large contribution du

genre Streptomyces (Watve et al ., 2001) .

D’autre part, la recherche de nouveaux antifongiques naturels a généré plusieurs
centaines de nouvelles molécules. Cependant leur utilisation en thérapie humaine se limite
surtout a ’amphotéricine B, a la nystatine, et a la griséofulvine. La raison majeure de la limite
d’utilisation réside dans la toxicité de ces molécules notamment les antifongiques
polyéniques. C’est pourquoi I’industrie pharmaceutique et les chercheurs se sont orientés vers
la recherche de nouveaux agents antifongiques plus performants et moins agressifs pour
I’organisme (Medoff et al., 1983).

La grande majorité de ces antifongiques naturels est synthétisée par les actinomyceétes,
qui sont des bactéries filamenteuses a Gram+, trés répandues dans I’environnement. Elles
constituent une part importante de la microflore telluriqgue (Doumergue et Mangenot ,1970).
Ces bactéries sont aussi abondantes en milieu hydrique, dans les eaux des lacs. C’est
essentiellement dans les sédiments des fonds fluviaux ou lacustres que celles-ci sont présentes

ou elles jouent un réle important dans la décomposition de la matiere organique et les
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Sntrodustion

équilibres entre especes, du fait de leur possibilité d’émission d’antibiotiques, et de lyse

bactérienne (Haslay et al., 1993).

Le but de cette étude est d’évaluer I’activité antifongique des métabolites secondaires
bruts extraits des cultures liquides d’Actinobactérie isolées des sols de la région Skhouna
contre des moisissures réputées toxinogénes. Pour se faire, une étude bibliographique
représente les principaux caractéres des Actinobactérie, leur importance, leur métabolite

secondaire et leur effet toxique.

Dans la seconde partie de ce travail, une étude expérimentale regroupe les principales
techniques permettant 1’isolement et la purification des Actinobactérie, I’étude des caractéres
microscopiques des moisissures sélectionnées et 1’évaluation des tests antifongiques suivie

des principaux résultats et leurs discussions.

L’étude est achevée par une conclusion générales et des perspectives.

Page 2



I. Revue générale sur les Actinomycetes
1.1 Les Actinomyceétes

Les actinomycetes sont des bactéries Gram-positifs, elles se caractérisent par la
formation d'hyphes filamenteux qui ne subissent normalement pas de fragmentation et qui
produisent des spores asexuées. Par leur morphologie générale, ils rassemblent fortement aux
mycetes. Cette ressemblance résulte en partie d'une adaptation aux mémes habitats (Rastogi
et Kishore, 1997).

1.1.1 Propriétés générales des actinomycétes

Les actinomycetes ont souvent été confondus avec les champignons (Lefebvre, 2008).
Mais actuellement ils sont classés définitivement parmi les bactéries (procaryote), du fait que
leurs matériels génétiques et dépourvut de noyau, contrairement aux eucaryotes. Les
principales différences entre les champignons et les actinomycetes peuvent étre réesumées dans

les points suivants :

e Leurs parois qui ne renferment ni cellulose ni chitine, se retrouvent respectivement chez

les plantes et les champignons (Shukla, 2010).

e Le diamétre de leurs mycéliums est approximativement 1’un dixieme de celui de la

plupart des hyphes fongiques (généralement 0.7 a 0.8 um),
e Leurs sensibilités aux antibiotiques antibactériens (Rangaswami et al, 2004).

Les actinomyceétes sont des bactéries Gram-positifs a taux éleves de (G+C) compris
entre 60-70 %, ils se caractérisent par la formation d'hyphes filamenteux qui ne subissent
normalement pas de fragmentation et qui produisent des spores asexuées. Par leur
morphologie générale, ils rassemblent fortement aux mycétes. Cette ressemblance résulte en
partie d'une adaptation aux mémes habitats. La plupart des actinomycétes ne sont pas mobiles.
Lorsqu'il y a une mobilité, elle est confinée aux spores flagellées (Pelmont, 2005).

Les actinomycétes ont une importance pratique considérable. Ce sont, essentiellement,
des habitants du sol et ils sont tres largement distribués. Ils peuvent dégrader un nombre et
une variété enormes de composés organiques et ils sont extrémement efficaces pour la
minéralisation de la matiere organique. Les actinomycetes produisent des antibiotiques
naturels utilisés en médecine. Bien que beaucoup d'actinomycétes soient des micro-
organismes vivant librement, quelques-uns sont pathogenes chez I'homme, les animaux et

certains végetaux.
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1.1.2 Morphologie :

La morphologie des actinomycetes ressemble fortement a celle des mycetes (Prescott
et al., 2003). Toutefois, le diamétre des hyphes, habituellement de 0,5 a 1 um, est deux a dix
fois plus petit que celui des champignons (de 2 a 5 um). Le mycélium des actinomycétes
présente une grande diversité de morphologies. On rencontre des especes dont le mycélium
est rudimentaire au point d'étre inexistant (la plupart des Mycobacterium), d'autres au
mycélium fugace, qui se fragmente (certaines Nocardia), et enfin des especes au mycélium

développé et persistant comme dans le genre Streptomyces. Les mycéliums fragmentaire et

permanent sont illustrés sur la Figure O1.

(A) (B)

Figure 01. Micrographie a balayage illustrant les types fragmentaire et permanent du
mycélium des actinomycétes. (A) Bactéries du genre Streptomyces en sporulation,
(B) Bactéries du genre Nocardia qui se fragmentent. Barre d’échelle : 1 um (Belyagoubi,
2014).

1.1.3 Physiologie de développement :

La croissance des actinomycétes est influencée par plusieurs parametres

physiologiques en particulier : I’oxygéne, le pH, la température.. .etc.
a_L’oxygéne
On peut deviser les actinomyceétes selon leurs types respiratoires en deux groupes.

e Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui
sont des commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et des animaux

supérieurs, lls font partie de la flore de Veillons (Avril et al., 1992).
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e Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la

nature en particulier sur le sol (Avril et al., 1992).
b _LepH

Pour le pH, la plupart des actinomycétes se comportent comme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7-8, mais
en peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4 (McKinney., 2004), telle
est le cas pour les souches acidophile comme le genre Streptacidiphilus (Wang et al., 2006).

c _Latempérature

La température optimale de croissance est entre 25 a 30 C°, mais les especes

thermophiles peuvent croitre a des températures de 55 a 65 C° (Rangaswami et al., 2004).
d _L’activité de I’eau (Aw)

La germination des spores de la pluparts des actinomycétes, peut-étre observée a des
valeurs d’activité d’eaux supéricures ou égales a 0.67, I’activité d’eau optimale pour la

croissance et le développement des actinomycetes est égal a 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005).
e _Tolérance en NaCl
Selon leurs exigences en NaCl, les microorganismes sont divises en deux groupes :

»  Les halophiles : ont besoin de sel (NaCl) pour leurs croissances, cette concentration
peut varier de 1-6 % (P/V) pour les faiblement halophiles, jusque 15-30 % pour les

bactéries halophiles extrémes.

> Les halotolérants acceptent des concentrations modérées de sels mais non obligatoires
pour leurs croissances. On distingue, les légérement tolérants (tolére de 6 a 8 % de NaCl
(P/V)) ; les modérément tolérants (tolére de 18 a 20 % de NaCl (P/V)) ; et les extrémement
tolérants (se développe de 0 % jusqu'a saturation en NaCl) (Nanjani, 2011). Différentes
stratégies sont suivies par les microorganismes halophiliques pour assurer 1’0smo-régulation

de leurs cytoplasmes tout en gardant une concentration faible en ions de sodium (Na™).

- La premiére consiste a I’accumulation des ions de K™ et CI" dans leur cytoplasme sous
forme de KCL (Sandhya et al., 2011), a des concentrations plus élevées que la concentration
de NaCl présente tout autour du milieu. Ce mode d’adaptation est énergétiqguement moins
colteux (Oren, 2006).
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- La seconde agit par exclusion des différents ions presents dans le cytoplasme, par des

pompes, tout en accumulant des solutés organiques pour maintenir 1’équilibre osmotique. Les
différents solutés organiques utilisés sont : glycerol, betaine, ectoine, les sucres comme le
saccharose et tréhalose. Ce mode est energétiquement codteux a cause du codt de la synthese

des molécules organiques (Oren, 1999).
1.1.4 Milieux de culture des actinomyceétes

La composition d’un milieu de culture doit permettre la croissance bactérienne et doit
donc tenir compte des besoins nutritifs des bactéries. Les sources de carbone telles que
I’amidon de mais, le glucose, le fructose, le saccharose et la mélasse qui sont rapidement
assimilés sont couramment utilisés comme substrats de croissance pour produire des
métabolites secondaires par fermentation (Papagianni, 2004). Le glucose est généralement la
meilleure source de Carbonne et d’énergie pour la croissance de nombreux microorganismes
producteurs d’antibiotique (Park et al ., 1994). La source d’azote influence également sur la
production des antibiotiques. Il est introduit dans les milieux de cultures sous formes de sels

d’ammonium, de nitrate ou de composés organiques tels que les acides amines, peptones...etc.

Pour I’isolement des actinomycetes, les antibiotiques sont ajoutés dans les milieux
sélectifs pour inhiber la croissance de certains germes indésirables. Les molécules les plus
utilisées sont : la nystatine, le cycloheximide (Actidione), la pimaricine, I’amphotericine B
pour I’inhibition des champignons. La polymixine, la novobiocine, I’acide nalidixique, la
colistine pour stopper les bactéries gram négatives (Takizawa et al ., 1993). L’incubation se
fait, généralement, a une température de 28°C ou 30°C qui favorise le développement des

actinomycetes (Burman, 1973).
1.2. Ecologie et distribution des actinomycetes dans la nature

Les actinomycétes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow et
Williams, 1983). Ainsi, ils peuvent étre dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans
1’air. Toutefois, ils sont particulierement abondants dans le sol, spécialement dans les sols
alcalins et les sols riches en matieres organiques ou ils constituent une part importante de la

population microbienne (Logman, 2009).
1.2.1 Les actinomyceétes de sol

Le sol héberge de divers genres de micro-organismes. Les actinomycétes sont moins
dominants que des bactéries et plus importants que des champignons. Les actinomycétes

composent habituellement a 10-50% de la communauté microbienne totale. Leur nombre
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varie considérablement dans différents types de sol s'étendant de 10° a 10° dans des zones

tempérées. Les actinomyecetes les plus abondants dans le sol sont les espéces de Streptomyces
qui peuvent former plus de 2/3 des colonies sur des plaques de dilution, les Nocardia.sp
représentent jusqu'a un tiers. (Lechevalier et Lechevalier, 1967) ont isolé 5000

actinomycetes issus de 16 sols différents. Plus de 95% étaient des Streptomyces.

Tableau N°01.Pourcentage des divers genres d’actinomycétes dans le sol (Lechevalier et
Lechevalier, 1967).

Genre Pourcentage
Streptomyces 95,34 %
Nocardia 1,98 %
Micromonospora 1,4 %
Actinoplanes 0,20 %
Microbispora 0,18 %
Mycobacterium 0,14 %

1.2.2 Actinomycétes dans les sols de rhizospheéres

La majorité des actinomycetes sont trouvés dans divers types de sols tels que les
champs agricoles, les foréts tropicales et les grottes naturelles (Gomes et al., 2000;Nakaew et
al., 2009). Certains des actinomycetes sont distribués dans les parties rhizosphériques du sol.
La densité de ces derniers est plus élevée dans cette zone que dans les sols dépourvus de
racines. Cette différence est liée a la sécrétion des petits composés organiques par les racines
sous forme d’exsudats qui fournissent la nutrition et les sources d’énergie pour la croissance
microbienne (Soderberg et Baath, 1998). Cette flore microbienne de la rhizosphére
comprend principalement les bactéries, les champignons et les actinomyceétes. Les interactions
entre les microorganismes procaryotes et les racines des plantes peuvent avoir des effets
bénéfiques, nuisibles ou neutres sur la plante en fonction du type d'interaction symbiote et les
conditions de sol (Smith et Read, 1997).
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1.2.3 Les actinomycetes du compost et matériel relatif

Les microbes mésophiles y compris les actinomyceétes effectuent la décomposition des
substrats riches en nutriments et créent une température plus élevée qui fournissent des
conditions idéales pour la croissance rapide des actinomycetes thermophiles.
Thermoactinomyces, Saccharomonospora, Micropolyspora, Pseudonocardia et Streptomyces
sp, Thermonospora ont été isolés a partir de tels substrats auto-chauffée. Les espéces de
Thermomonospora se développent particulierement bien pendant la deuxieme phase de
préparation d'engrais pour la culture de champignon tandis que les Streptomyces diastaticus et
Thermoactinomyces vulgaris prédominent dans le compost cuit a la vapeur et sa poussiére.
(Kumar et al. ,2003).

1.2.4 Les actinomycétes de I’air

Les actinomycétes peuvent étre démontrés dans l'air par I'utilisation de méthodes de
piégeage et d'‘échantillonnage appropriés. La diffusion aéroportée est principalement liée a la
quantité de la poussiére a laquelle les spores et le fragment mycélien s'accrochent. N'importe
quelle action qui touche le sol sec de la terre jachére, telle que les premieres gouttes de pluie,
lance des particules de sol dans l'air, produit une augmentation du nombre de Streptomyces

aéroportés. (Kumar et al., 2003).
1.2.5 Les actinomyceétes des eaux douces

Les actinomycetes sont largement distribués dans un environnement aquatique. Les
genres des actinomycétes qui sont fréquents dans l'eau douce incluent Actinoplanes,
Micromonospora, Nocardia, streptomyces de Rhodococcus et Thermoactinomyces
(Goodfellow et Williams ,1983).

Les actinomycetes sont généralement plus nombreux dans les courants et les riviéeres
que dans les lacs et les réservoirs. Streptomyces et Micromonospora sont généralement plus
en mousse dans l'eau de la riviére et c'est peut-étre a cause de la concentration de spores

hydrophobes et les hyphes de I'interface de I'eau et l'air.
1.2.6 Les actinomycetes marins

Certaines souches d’actinomycetes ont été retrouvées dans des environnements marins
(Singh et al., 2006 et Imada et al., 2007), dans des sédiments situés a plus de 4000 m de
profondeur (Khattabi et al., 2002). La colonisation normale du milieu marin est un point

controversé, selon les uns, il existerait une flore d’actinomycétes spécifique aux sédiments
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marins caractérisee par sa barotolérance, son halophilie et une température optimale faible ;

selon d’autres, les actinomycétes isolés de ces milieux correspondraient a des souches

terricoles adaptées a la salinité marine (Larpent et Sanglier, 1989).

Tableau N°02. Habitats de certains actinomycetes (Grigorova et Norris, 1990).

Actinomycetes Habitats

Nocardia amarae Les boues activées.

Frankia Les nodules racinaires des non légumineux.
Streptomyces Le sol, la litiere végétale, I'eau.
Actinoplanes L'eau douce, la litiere végétale, le sol.
Micromonospora L'eau douce, les sediments, les sols humides.

1.3. Classification des actinomycétes

Les actinomycetes constituent une proportion importante de la microflore tellurique
(10*-10°UFC/mI) (Shrivastava et al., 2008) et (107-108 UFC/mI) (Hoorman et Islam, 2010).
Une grande difficulté de la classification des actinomycetes existe, elle est généralement basée

sur les caracteres morphologiques et la couleur du mycélium aérien et vegétatif.

Selon la classification du "Taxonomic Outline of The Procaryotes, Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology"”, seconde édition 2004 (Garrity et al.,, 2004), Le Phylum
Actinobacteria (bactéries a Gram positif et G +C % élevé) est constitué d'une seule classe

dénommeée eégalement "Actinobacteria”. Celle-ci a été décrite par Stackebrandt et al. (1997).
1.3.1 La classe Actinobacteria

La classe des Actinobacteria est divisée en 5 sous-classes (figure 02)
Acidimicrobidae, Rubrobacteridae, Coriobacteridae, Sphaerobacteridae et Actinobacteridae.
Chacune de ces sous classes est constituée d'un ou de plusieurs ordres eux-mémes constitués
d'une ou de plusieurs familles. Dans la sous-classe des Actinobacteridae, I'ordre des
Actinomycétales est subdivisé en 10 sous-ordres : Actinomycineae, Micrococcineae,
Corynebacterineae, = Micromonosporineae, Propionibacterineae, = Psuedonocardineae,

Streptomycineae, Streptosporangineae, Frankinea et Glycomycineae (Kroppenstedt, 2000).
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Classe Actinobacteria

S/CI Actinobacteridae Rubrobacteridae Coriobacteridae = Sphaerobacteridae ~Acidimicrobidae
Actinobacteridae
Ordre Bifidobacteriales Actinomycetales

Actinomycetales

S/O Actinomycineae Corynebacterineae Streptomycineae
Famille Nocardiaceae
Actinomycetaceae Mycobacteriaceae Streptomycetaceae

Corynebacteriaceae

Figure 02. la classification hiérarchique de la classe Actinobacteria basée sur I'analyse
phylogénétique de 'ADNr / ARNr 16S (Garrity et al ., 2004).

S/CI : sous classe, S/O : sous ordre
1.4 Importance des actinomyceétes

La principale raison derriere I’engouement pour les actinomycetes vient du fait qu’ils
possedent des rbles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes, (Conn,
2005), mais également pour la synthése de nombreux métabolites d’intérét biotechnologique.
Il a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont produits par les
actinomyecetes dont 6550 (40%) par des especes de Streptomyces (Choulet, 2006). En plus de
la production d’antibiotiques, les actinomycétes produisent un grand nombre d’autres
métabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités, tels que des inhibiteurs

d’enzymes, immunosuppresseurs, toxines et pesticides (Dairi, 2005 ; Pizzul, 2006).
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1.4.1 Dans les domaines médical, vétérinaire et industriel

Les actinomycetes ont fourni un nombre considérable de composés bioactifs de haute
valeur commerciale, et sont recherchés de facon routiniere dans le but de découvrir de

nouvelles substances bioactives (VijayaKumar et al ., 2007).

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élevages industriels
d’animaux. lls sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des
plantes, mais aussi dans I’alimentation pour augmenter les rendements zootechniques

(Khachatourians, 1998).
1.4.2 Dans le domaine agronomique

En plus de la production d’un grand nombre de métabolites d’importance commercial,
Les actinomycetes possédent d’autres potentiels intéressants tels que leur implication dans le
processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage des nutriments et comptent
parmi un nombre réduit d’organismes utilisés en bio remédiation, capable de dégrader des
composés organiques complexes tels que la chitine (Zaitlin et Watson, 2006) et grace a un
potentiel enzymatique riche ainsi que des spores résistantes a la dessiccation (PiZZUL
,2006).

Ils ont la possibilité de s’adhérer aux interfaces non miscibles a I’ecau en raison de
I’hydrocarbure chloré ainsi que des composés organiques complexes (El-Shatoury et al
,2004). Le genre Frankia est également trés important pour un bon nombre de plantes,
provoquant des nodulation aux racines permettant ainsi la fixation de 1’azote par la plante hote
(Zaitlin et Wastson, 2006).

1.5 Métabolisme

La croissance des actinomyceétes est plus lente que celle des autres bactéries ; le temps
de génération moyen est d’environ 2 a 3 heures (Ottow et Glathe, 1968). Les Actinomyceétes
se separent en deux groupes physiologiques. Le plus important est composé de germes ayant
un métabolisme oxydatif et habitant surtout le sol. Le second rassemble des bactéries
fermentatives, hotes des cavités naturelles de I’homme et des animaux. Les formes
oxydatives, aerobies, sont localisées principalement dans le sol a partir duquel elles sont

disséminées. L archétype de cette catégorie est le genre Streptomyces (Reponen et al ., 1998).
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Les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, sont illustrées par le

genre Actinomyces. Ces organismes sont des saprophytes obligatoires des cavités naturelles de
I’homme et des animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le sol (Mariat et

Sebald, 1990).

En général, les actinomycétes sont des bactéries chimoorganotrophes utilisant une
grande variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les biopolyméres complexes
(chitine, cellulose, lignine). Mais, plusieurs especes sont capables aussi de croissance,
chimioautotrophe utilisant 1’oxydation de 1’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz

carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990).
1.6 Activités des Actinomycetes

Les métabolites secondaire produits par les actinomycetes présentent un grand nombre
d'effets biologiques diverses, d'abord des activités antimicrobiennes. L'ordre des
actinomycétales sont célébre producteur de métabolites bioactifs avec une expeérience
professionnelle de plus de 10 000 agents antimicrobiens a usage clinique (Demain, 2009).
Les métabolites secondaires produits par les actinomycetes révelent des activités biologiques
variées tel qu’antibactériennes, antifongique, antiviral, anticancéreux, anti parasitaires. Ce
groupe de composés forme un assemblage hétérogene des molécules biologiquement

puissantes avec diverses structures et mécanismes d'action.
1.6.1 Production des antibiotiques

Les actinomycetes sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques. On estime que les deux tiers des quelque six mille antibiotiques
isolés jusqu'ici sont produits par les actinomycétes (Berdy, 2005). Parmi les especes
Actinomycétales, les Streptomyces sont les plus importants producteurs d'antibiotiques et
autres métabolites secondaires, 75% des antibiotiques sont produits par les espéces de
streptomycetes (Ravel et al.,, 2000). De nombreuses familles d’antibiotiques ont été
identifiées. On peut citer les B-lactames, les cyclines, les macrolides ou encore les
aminoglycosides. La plupart de ces composés agissent sur une des trois cibles suivantes : la
synthése du peptidoglycane, la réplication de I’ADN ou la synthése des protéines.

1.6.2 Immunosupresseurs

Certains métabolites sont capables d’agir sur le syst¢tme immunitaire de facon a
inhiber celui-ci. Une telle activité se révéle trés utile pour le traitement de maladies auto-

immunes ou pour empécher le rejet d’organes greffés. Par exemple, la rapamycine issue de
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Streptomyces hygroscopicus est utilisée pour ses propriétés immunosuppressives et

antiprolifératives lors de transplantations de reins.

Le tacrolimus (FK506 ou fujimycine) isolé chez S. tsukubaensis, est utilisé a trés faible dose

pour la transplantation de foies depuis 1994 (Demain et Sanchez, 2009).
1.6.3 Antitumoraux

Le cancer constitue 1’'une des pathologies humaines responsables d’un grand nombre
de décés chaque année. Parmi les métabolites secondaires, certaines molécules se révélent
capables d’inhiber la multiplication des cellules cancéreuses. On peut citer 1’actinomycine D,
les anthracyclines (daunorubicine, doxorubicine), la bléomycine ou encore la mitomycine C
Ces composés agissent en se fixant sur I’ADN. L’actinomycine D, par exemple, se fixe au
niveau du complexe d’initiation de la transcription et empéche I’élongation par I’ARN

polymérase (Sobell, 1985).
1.6.4 Antifongiques et antiparasitaires

De nombreux antifongiques sont utilisés en médecine. La nystatine produite par
Streptomyces noursei est par exemple utilisée pour le traitement de différentes infections par
des levures, notamment des Candida (Fjaervik et Zotchev, 2005). Le terme antiparasitaire
désigne plus globalement un composé permettant de lutter contre différents types
d’organismes eucaryotes (protistes, insectes, helminthes). Ces métabolites présentent des
utilités en médecine humaine et vétérinaire, mais aussi en agriculture. L’usage de metabolites
insecticides en agriculture permet de diminuer fortement les pertes de rendement. Ils sont
aussi moins toxiques que les insecticides de synthese. Par exemple les spinosynes, produites
par Saccharopolyspora spinosa, sont trés spécifiques et ne présentent aucun risque pour les
animaux (Kirst, 2010). L’avermectine produite par Streptomyces avermitilis est active contre
certaines especes d’arthropodes et de nématodes. Ce composé est en revanche non toxique

pour les mammiféres (Burg et al ., 1979).

Tableau ci-dessous illustre quelques métabolites produits par les Actinomycetes.
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Tableau N°03. quelques exemples d’antibiotiques produites par les actinomycetes (Kieser et
al ., 2000 ; Madigan et Martinko, 2007).

Producteur

Streptomyces. griseus
Streptomyce. albus

Streptomyces .rimosus

Streptomyces.noursei
Streptomyces.tendae

Streptomyces.nataensis

Streptomyces.rimosus

Streptomyces.hygroscopicus

Streptomyces antibioticus

Streptomyces sp

Streptomyces. verticillus

Streptomyces. peucetius

S.hygroscopicus

Antibiotiques
1/ Les agents antibactériens
Streptomycine
Salinomycine
Oxytétracycline
2/ Les agents antifongiques
Nystatine
Nikkomycine
Natamycine

3/ les agents antiparasitaire

Paromomycine

Milbemycine

4/les Agents antiviraux
9-g-
Darabinofuranosyladénine

Panosialine

4/Les agents anti tumorale
Bléomycine

Daunorubicine
5/ immunosuppresseurs

Rapamycine

R : D’antibiotique se lie au ribosome bloquant ainsi la synthése protéique.

Cible

R

Membrane

R

Membrane

Biosynthése de chitine

Membrane

Chaine d’ions chloride

ADN

Intercalaire d’ADN

Liaison des proteines FK
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1.6.5 Production des enzymes

Dans leur environnement naturel, les actinomycétes sont des bactéries saprophytes, ils
participent a la dégradation, par la production d’enzymes extra-cellulaires, de la matiére
organique, donc au recyclage des biopolyméres complexes comme la cellulose, la lignine, la
lignocellulose, la kératine, la chitine, la pectine et le xylane. De ce fait ces enzymes ont été
Exploités dans I'industrie, tel que les amylases, les protéases, les ligninases, les cellulases et
les lipases (Mason et al ., 2001; Rivas et al., 2003). Quelques exemples d’enzymes produites

par les actinomycétes sont réesumés dans le tableau N°04.

Tableau N° 04 .Quelques exemples des enzymes produites par les actinomycétes

Enzymes Topt pHopt
Actinomycetes
Streptomyces sp Cellulase 60 °C 8
Streptomyces sp Kératinase 50 °C 8.5
Streptomyces anulatus Dextranase 50 °C 8

1.7 Les Actinomycétes pathogenes

Les actinomycétes sont rarement rencontrés en clinique, dans la plupart des cas ils sont
considérés comme des pathogenes opportunistes, bien qu’ils peuvent causés des infections
potentiellement importantes et sérieuses chez ’homme et ’animal (McNeil et Brown, 1994).

Les genres d’actinomycétes aérobies les plus souvent rencontrés en clinique et plus
largement étudiés est le genre Nocardia, suivi par le genre Actinomadura. D’autres genres
Sont aussi rencontrés qui sont: Streptomyces, Nocardiopsis, Dermatophilus, Gordona,
Rhodococcus, Amycolata, Oerskovia, Rhotia, Tsukamurella, Corynebacterium. (McNeil et
Brown, 1994 ; Yaccin et al., 1997).

1.7.1 Nocardia

La moitié des especes connues de Nocardia sont des pathogénes de ’homme et des
animaux (Leger et al ., 2009). Les infections a Nocardia sp sont observées chez de nombreux
animaux, elles sont décrites chez une variété d’espéces de vertébrés et invertébrés, ainsi que

chez les mammifeéres. Le taux de mortalité chez les animaux est plus élevé que chez 1’étre
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humain (50 % de mortalité). Chez I’homme, les espéces de Nocardia peuvent causees des

infections appelées « nocardiose », qui peuvent étre considérées comme des infections
opportunistes, mais qui peuvent étre invasives dans les unités de transplantations et

oncologiques (Lai et al ., 2009; Sullivan et Chapman, 2010).
1.7.2 Actinomadura

Les Actinomadura sp. sont les mieux connues comme agents causant des infections
appelés « actinomycétomes » (Yassin et al ., 2010). Ce sont des infections granulomateuses
cutanées et sous cutanées, chroniques et destructives, réalisant des pseudo-tumeurs
inflammatoires. Les Actinomadura.sp. Peuvent aussi étre aussi des agents causatifs
d’infections non mycétomiques dans des cas de pneumonies et de bronchites. Les
actinomycétomes peuvent étre aussi causés par d’autres genres d’actinomycetes aérobie
comme Nocardia et Streptomyces (Le Roes et Meyers, 2007 ; Cascio et al ., 2011). La
majorité des infections a Actinomadura sont causées par A. madurae, A. pelletieri, A. sputi et

A. meyerae (Bonnet et al ., 2011).
1.7.3 Streptomyces

Malgré le nombre important des especes de Streptomyces, seulement S.griseus et
S.somaliensis ont été confirmées comme pathogeénes. Les cas d’infections rapportés sont
principalement des actinomycétomes (nodules fistulises cutanés et locals). Par contre, des cas
rares d’infections non-mycétomiques invasives a Streptomyces sp. (Kapadia et al., 2007 ;
Rose et al., 2008).

D’autres espéces de Streptomyces sont phytopathogénes, les exemples les plus cités
sont ceux des especes S. scabeis, S. caviscabies, S. acidiscabies, S. setonii, S. tendae et
S.ipomoeae qui provoquent la gale de la pomme de terre qui se manifeste par des lésions
superficielles, relevées ou profondément trouées et la virole de la pomme de terre douce

provoquée par la thaxtomine (toxine) ( Goyer et al., 1996; Bramwell et al., 1998).

1.8 Actinomyceétes rares

Les actinomycetes dis « rares » comprennent les genres d’actinomycétes filamenteux
autre que le genre Streptomyces (Marcone et al ., 2010). La présence relativement basse de
ces genres, contrairement au genre Streptomyces, résulte du fait qu’ils sont difficilement

isolés, cultivés, maintenus et manipulés (Berdy, 2005).
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1.8.1 Nonomuria

Ce genre regroupe des especes qui ont des caractéres communs appartenant au début
au genre Actinomadura puis au genre Microtetraspora (Quintana et al ., 2003). Le genre
Nonomureae appartient a la famille des Streptosporangiaceae. Il contient 32 ; N. Pusilla

représente 1’espéce type de ce genre (Euzéby, 2012).

Les espéces du genre Nonomureae sont largement distribuées dans les sols, elles ont
été isolées de sols arides en Algérie (Badji et al ., 2007). Les espéces du genre Nonomuraea
produisent plusieurs métabolites de natures différentes, a titre d’exemples: la souche
Nonomureae sp. ATCC 39727T produit la teicoplanin qui est un antibiotique de nature

glycopeptidique (Marcone et al ., 2010).
1.8.2 Kribbella

Le genre Kribbella est tres rare, ses espéces sont isolées, dans la plupart des cas, a
partir du sol : K. flavida, K. sandramycini, K. yunanensis, K. alba et K. amoyensi isolées &
partir des échantillons de sol prélevés en Chine (Pukall et al ., 2010; Xu et al., 2012). Ces
bactéries ont montré une activité contre une variété de souches pathogenes, a titre
d’exemples : K. karoonensis et K. swartbergensis contre Citrobacter braaki, Klebsiella

pneumoniae, Mycobacterium aurum.
1.8.3 Saccharothrix

Ce genre a montré qu’il est une source de substances actives, a titre d’exemple : S.
australiensis ATCC 31947T produit un complexe d’antibiotiques de nature aminoglycoside
(Labeda, 2001) ; S. albidocapillata DSM 44073T sont actives contre des bactéries pathogénes
a coloration de Gram positive et contre des champignons (Lee et al ., 2000). D’autres
activités biologiques sont présentes chez ce genre, par exemple 1’espéce S.xinjiangensis PY X-
6T dégrade des composés poly-aromatiques comme le pyréne, D’anthracéne et le

phénanthréne, et les utilisent comme seuls sources de carbone et d’énergie (Hu et al ., 2004).
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I. 9. Principaux caractéristiques de certaines espéces d’Actinomycetes isolée des sols

algériens
1.9.1 Prauserella isguenensis

L’espéce P. isguenensis sont des bactéries qu’ont été isolé a partir des sols de la région
Béni Isguen, commune de Ghardaia (Sud de 1’ Algérie). Les analyses phylogénétiques basees
sur les séquences de géne 16S, indiqué que le genre Prauserella appartient de classe
Actinobacteria. Cette bactérie est de coloration Gram positif, aérobie, immobile, elle posséde
de l'acide méso diaminopimélique, l'arabinose et le galactose comme principaux sucres
cellulaires (Saker R et al ., 2015).

La couleur du substrat mycélien est jaune pale brunatre sur milieu ISP2. Les fragments
de substrat mycélien sont irréguliers sous forme de tige ; Le mycélium aérien est blanc, sous
forme de longues chaines de spores, celui qui sont non mobile .La température et les
intervalles de pH pour la croissance sont 20 a 45 °C (optimal de 30 a 37 ° C). EtpH de5a9
(optimal a pH 7). Les intervalles de concentration en NaCl pour la croissance est de 5 a 25%

(p/v), avec une croissance optimale se produisant de 7 a 15% (p / v) (Saker R et al ., 2015).

1.9.2 Saccharopolyspora ghardaiensis

L’origine de S. ghardaiensis est de sol saharien recueilli a partir de Chaabet Ntissa,
Béni Isguen, Ghardaia (Sud de 1’Algérie). La souche filamenteuse produit un mycélium
aérien de couleur blanche sur milieu ISP2. La couleur du substrat mycélien est rouge foncé
orangé sur ISP2. Le substrat mycélien est bien développé et fragmenté en cocci non mobile.
Les mycéliums aériens forment de longues chaines de spores non mobiles, la croissance
optimale de 30 @ 35 ° C, le pH de 6 & 7 et en présence de 15 a 25% (p /v) de NaCl.
L'organisme a une bonne activité antibactérienne et antifongique et qui est résistant a la
kanamycine, I'érythromycine la streptomycine, la pénicilline, Mais il sensible a
Chloramphenicol (25ug ml?) (Meklat A et al ., 2014).
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1.9.3 Actinopolyspora mzabensis

A .mzabensis a été isolée a partir d'échantillons de sol saharien dans la région de
Mzab (Ghardaia, Sud de I'Algérie), ce sont des Actinomycéte filamenteux a gram positive,
aérobie, strictement halophile. Le mycélium aérien est blanc jaunatre sur les milieux (ISP 2,
gélose nutritive et gélose CM), irrégulierement ramifiée. La couleur du substrat myceélienne
est jaune claire a orangé sur les milieux (ISP2, gélose nutritive, ISP4, gélose CM). Il est bien
développé et fragmentés en batonnets non mobiles, il utilise L-arabinose, cellobiose, D
_fructose, D-galactose, glycérol, lactose, D-xylose et citrate comme sources de carbone. Les
mélanoides et les autres pigments ne diffusent plus dans ces milieux. La température optimale
de la croissance est de 30 °C. Par un pH optimal de 7. La croissance se produit sur l'agar
nutritif en présence de 7 a 32% (p / v) de NaCl , ,I’optimale de croissance de NaCl est de 10
a 28% (Meklat A et al., 2013).
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Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de « Mycologie » Département de Biologie-
Faculté des Sciences-Université Ammar Tlidji-Laghouat.

I1. Matériel et méthodes
I1.1 Echantillonnage

Trois échantillons du sol ont été prélevés a partir de différents endroits de la région
Skhouna (commune de Saida) par technique de Pochon et Tardieux (1962). Cette
technique consiste a écarter les cing premiers centimétres du sol a 1’aide d’une grande
spatule et une quantité de 100 a 150 grammes du sol sont prélevés par une petite spatule
puis placée sur une feuille d’aluminium stérile. A partir du mélange ,50 grammes du sol

sont prélevés puis placés dans un flacon stérile (Figure 03).
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Figure 03. Localisation géographique de la zone de prélevements des échantillons
11.2. Isolement des Actinomycetes
11.2.1 Prétraitement des échantillons

Avant I’isolement, les échantillons du sol subis un prétraitement pour améliorer le nombre

des actinomycétes, pour cela deux prétraitements ont été appliqués :
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» Leséchage

Les échantillons du sol sont séchés a la température ambiante pendant sept jours ; ce
prétraitement a comme effet la réduction de la flore bactérienne dans les échantillons du
sol (Suwan et al, 2012).

» L’enrichissement des échantillons par le bicarbinate de calcium (CaCO3)

Nous avons utilisé la méthode décrite par (Cavalla et Eberlin, 1994). Un gramme de
chaque échantillon du sol a été mélangé avec 0,1 g de CaCO3, le tout est incubé pendant 7
a 9 jours a la température ambiante dans une atmosphére saturée d’humidité. Ce
prétraitement a pour effet la réduction de la flore fongique ainsi que 1’augmentation du

nombre d’actinomycétes contenue dans chaque échantillon (Arshad et al, 2012).
11.2.2 Les milieux de cultures

Trois milieux de cultures recommandées ont été utilisés pour I’isolement des

actinomycetes, qui sont :
= Milieu Bennett.
= Milieu CSA (Starch Casein Agar).
= Milieu GYM (Glucose Yeast extract Malt extract).

La composition de chaque milieu de culture est donnée dans I’annexe. Le pH de chaque
milieu de culture est ajusté a 7 avant la stérilisation. Pour favoriser 1’isolement des

actinomyceétes.
11.2.3 Préparation de la suspension de dilution et ensemencement

La préparation des dilutions consiste tout d'abord a ajouter un gramme de sol broyé a 9 mi
d'eau physiologique stérile. La suspension subit une agitation pendant 30 minutes par un
vortex, ce qui constitue la dilution 10", A partir de cette suspension mére on prépare les
dilutions 102 et 1073,

Un volume de 0.1 ml de chaque dilution est ensemencé par inondation a la surface de
milieu de culture coulé sur des boites pétries, avec trois répétitions pour chaque dilution.
Les boites sont mises dans un incubateur réglé a la température de 28°C. Les boites sont

observées apres une semaine d’incubation.

A T’aide d’une loupe, les colonies actinomycétales sont repérées d’apres leur aspect

macroscopique caractéristique.
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11.3. Purification des isolats

Les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques et microscopiques, sont

purifiées pour obtenir des cultures pures.

A I’aide d’une pipette pasteur stérile on préléve un inoculum & partir des colonies de milieu
d’isolement, qui sera ensuite ensemencé par épuisement sur les deux milieux (CSA, GYM)
sous forme des stries. Cette derniére opération est répétée jusqu'a 1’obtention des cultures
pures. La pureté des isolats est contrdlée par des examens microscopiques directs, apres

chaque repiquage.
I1.4. Conservation des isolats

Les isolats obtenus sont conservés pour étre utilisés dans des tests ultérieurs. La

conservation est réalisée par :

e I’ensemencement sur gélose incliné puis incubé pendant 7 jours a 28 °C. Les tubes

sont ensuite conservés a -4°C.

e I’ensemencement sur milieu gélose, puis incubés jusqu’a sporulation. Les spores

des isolats sont raclées puis conservés avec 50% de glycérol a -20°C
11.5. Identification moléculaire des souches d’actinomycetes isolées

Les 10 souches purifiées ont été envoyées au centre du DSMZ en Allemagne afin d’étre
identifié génétiquement par ARNr 16S. L’identification est faite par PCR avec les deux
amorces universelles (F27, R1525) suivi d’un séquencage par 1’utilisation de trois amorces

(F27, R518 et R1525).
11.6. Production et extraction des métabolites secondaire

Pour optimiser la production des métabolites secondaire, deux milieux de culture

préconises pour la production : (GYM et 5294).

Des flacons contenant 100 ml du milieu GYM sont inoculés par des isolats purifiés.
Les flacons sont incubés sous agitation pendant 10 jours.10ml de chaque culture a été
transféré dans d’autre flacons contenant 100ml de milieu 5294, la culture subit une
agitation (160-180) pendant 5 a 10jours a30°C.

Un volume de 20 ml de surnageant est mélange avec le méme volume d’acétate
d’¢éthyle dans des tubes gradué .Les tubes sont ensuite centrifugés a 9000 rpm pendant 10

minutes. Les surnageant sont évaporé & 40°C a I’aide d’une rotavapor. . L’extrait est
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récupéreé dans des tubes contenant 1ml de méthanol-acétone-acétate d’éthyle est gardé a -

20°C jusqu'a leur utilisation.

(N [N

4
-

o Milieu Agitation puis
’ 5294 mmm)  centrifugation
pdt 10min
souche Purifiée 4 i
5 3 10js Apaton 20ml de milieu +

sur milieu GYM js 3
gg:clols a 20m| Acétate
d’éthyle

rotavapor a 40°C sous

82 mbar et 123 rpm
L—
Uextrait récupéré dans des tubes contenant
1ml de méthanol-acétone-acétate

d’éthyle est gardé a -20°C.

Figure 04. Production et extraction des métabolites secondaire.

I1. 7. Souches fongiques testés

Les souches fongiques utilisées pour tester 1’activité antifongique des extraits sont
des champignons microscopiques réputés toxinogenes. Elles sont a 1’origine d’importantes

maladies. Ces souches sont regroupées dans le TableauN° 05.

Tableau N°05. Souches bactériennes utilisées pour tester 1’activité biologique des extraits

___________________________________________________________________________________________________________|
Souches fongiques Origine

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus
Laboratoire de Département

Fusarium graminearum d’Agronomie. Faculté des
sciences —Université de Laghouat

Aspergillus ochraceus

Penicillium expansum
|
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11.7.1.Vérification de la pureté des souches
a- ldentification des genres par la technique de micro-culture

Décrite par (Haris, 1989), la technique de micro-culture consiste a inoculer les
spores des moisissures sur une lame menée de petits carrés, de milieu PDA acidifié et les
recouvrir par une lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites périphériques du
milieu pour leur fournir un potentiel d’oxygéne élevé afin qu’elles puissent germer.
L’ensemble est conditionné dans une chambre stérile et humide puis incubé a 25 + 2°C

pendant 5 a 10 jours (Figure 04).

Pipette pasteur

1 Forme U 2

Lame stérile

<—>' e (ﬁh incubation &

/ 25 + 2°C pendant
Papier buvard - 5210 jours
imbibé par E.D B
Dépot des spores
3

MilleuPDA 5 i
Souche fongique Observation 'l

microscopique T

Déposé lamelle G, ; >

Figure 05. Technique d’identification microscopique des moisissures par micro-culture.
I1. 7.2. Etude de I’Activité antifongique des extraits par la méthode des puits
a- Préparation de I’inoculum fongique

Les champignons filamenteux sont repiqués sur milieu PDA et incubés a 25°C
pendant 7 jours. Une suspension dense de spores est obtenue par un écouvillon imbibé du
Tween 80 additionné avec 3ml de I’ecau physiologique. Les suspensions sont diluées de
maniére a obtenir une densité optique a l'aide d'un spectrophotometre a 530 nm comprise
entre 0.4-5x10°% spores/ml.Les suspensions fongiques sont ensuite ensemencées par
inondation d’un volume de 100ul pour chaque souche sur les milieux PDA solidifié sur les

boites.

Watorial et methodes. Page 24



g . < s %caﬁz. lo.

b- Mise en évidence des Activités antifongiques

L’activité antifongique e testée par la méthode des puits on utilisant le milieu PDA
qui, une fois coulé dans des boites de Pétri, est ensemencé avec les germes cibles. Des
puits de 3 mm de diamétre sont réalisés a 1’aide d’un emporte-piece. Un volume de 30,
20,15,10ul d’extrait est déposé dans chaque puits. Les boites sont laissées a température
ambiante pendant 30 minutes, puis incubées a 27°C pendant 48 heures. Les diametres

d’inhibitions sont mesurés et notés. (Figure 05).
Le résultat obtenu est évalué comme suit :

e 0.1-3% : Faible activité antifongique
o 3-8% : Activité antifongique moyenne

e Supérieur a 8% : Bonne activité antifongique.
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A.ochraceus | F.eraminearum | P.expansum

Figure 06. Evaluation de I’activité antifongique par la méthode des puits.

| A.flavus | A.parasiticus
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I11. Résultats et discussion
111.1. Isolement, purification et identification des actinobactéries

Au bout de 7 jours d’incubation a 30° C, les actinomycetes apparaissent, et se
développent lentement. Elles sont repérées d’aprés leur aspect macroscopique caractéristique,
dénombrées et purifiées afin d’obtenir des cultures pures pour la conservation et la synthése
de métabolites secondaires. L’isolement des bactéries actinomycétales a partir des
échantillons sur le milieu CSA non complémentés en antibiotiques a conduit aux résultats

rassemblés dans le tableau 06.

Tableau N°06. Criblage initial des souches d’actinomycétes

Lieu de Nombre de souches | Nombre de souches
Echantillon - d’actinomycétes d’actinomycétes
prélévement . . -,
dénombré purifiées
: : 0,04 10%- 1,05 10°
3 Ain Skhouna (Saida) UFC /g 10

Les résultats présentés dans ce tableau font apparaitre que le nombre total de colonies
actinomycétales dénombrées varie entre 0,04 10 et 1,05 10° UFC par gramme de sol. Le plus
grand nombre d’actinomycétes est isolé a partir des échantillons cultivés sur milieu CSA.
D’aprés ces résultats, il apparait que le milieu de culture (CSA) permet I’isolement d’un
nombre considérable d’actinomycétes par rapport au milieu Bennett et GYM (Absence de
culture). La purification des actinomycétes est faite par ensemencement sur milieu GYM et
CSA non complémentés en Amphoteéricine B et en polymixine.

Dilution-2

Photo 01. Isolement des Actinobactérie sur milieu CSA.
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1.1 Diversité des actinomyceétes isolés

La PCR et le sequencage a été réalisée sur 10 isolats au centre DSMZ en Allemange en
utilisant les amorces universelles qui servent a amplifier la zone conservée du géne codant
pour I’ARNr 16S. L’amplification était positive et des fragments de 1450 pb ont été obtenus
et séquenceés. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau et la photo suivants.

Tableau N°07. Nom de souches bactériennes apres identification moléculaire

Code de la souche | Espéce bactérienne aprés identification par le
ADNr16S

S 001 Streptomyces thinghirensis strain S10

S 002 Streptomyces aureus strain NBRC 100912 16S

S 004 Streptomyces cyaneus strain H-112

S 005 Streptomyces scopiformis strain A25

S 006 Streptomyces galilaeus strain JCM 4757

S 007 Streptomyces cyslabdanicus strain K04-0144

S 008 Streptomyces prunicolor strain NBRC 13075

S 009 Streptomyces bobili strain NBRC 13199

S 010 Streptomyces glomeroaurantiacus strain NRRL B-
3375

S011 Streptomyces chartreusis strain NBRC 12753

Photo 02. Résultats de purification des Actinobactérie.
2. verification de la purté des souches fongiques

La pureté des souches fongiques est veérifiée par la méthode de micro culture, en se
basant sur des caractéres macroscopiques (couleur, aspect de colonie et le revers des boites

...) et microscopiques (forme de thalle et des spores...) des souches fongiques sélectionnées.
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Sur la base de 1’observation microscopique de la souche fongique A Sous microscope,
mettant en évidence les tétes conidiennes, unisériées, Les conidiophores sont verruqueux. Les
vesicules sont sub-globuleuses. Les phialides sont insérées directement sur la vésicule ou
portées par des metules. Les conidies sont globuleuses a sub globuleuses, de couleur verte
pale, verruqueuses. Nous pouvons déduire qu’il s’agit d’Aspergillus flavus. Ce dernier apparu
sur milieu PDA sous forme des colonies duveteuses a poudreuses, d’abord blanches, puis

jaune, puis vert-jaune. (Photo 04).

Concernant la souche fongique B, les tétes conidiennes sont bisériées, les
conidiophores sont rugueux, les vésicules sont globuleuses, les phialides sont portées par des
métules, de dimensions variables. Les conidies sont sub-globuleuses a globuleuses. Donc il
s’agit d’Aspergillus ochraceus. Leur colonies sont poudreuses ou granuleuses, blanches au

début, puis jaunes sur le milieu PDA (Photo 04).

L’observation microscopique de la souche fongique C permet de distinguer des
organisations en pinceau. Le thalle, formé de filaments mycéliens septés et hyalins, porte des
conidiophores lisses ou granuleux. Les conidiophores peuvent étre isolés, groupes en
faisceaux laches. Nous pouvons déduire qu’il s’agit du Penicillium expansum. Ce dernier se
développe rapidement sur le milieu PDA sous forme des petites colonies plates, la sporulation
va conférer aux colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons vert, vert bleu, vert-gris,

vert-jaune (Photo 04).

Selon a I’observation microscopique de la souche fongique D mettant en évidence les
macro conidies sont fusiformes, courbées. Les chlamydospores, intercalaires, formées par le
mycélium rarement dans les conidies, sont globuleuses, hyalines a brun pale. Il s’agit de
Fusarium graminearum. Ce champignon se développe vite sur les géloses PDA. Les colonies,
floconneuses, sont au début roses grisatres ou rouges a pourpres, puis deviennent brun vineux
(photo 04).

L’observation sous le microscope de la souche fongique E permet de distinguer Les
conidiophore de couleur marron péle a paroi échinulée, les tétes aspergillaires sont
majoritairement unisériées caractérisées par des vésicules sphériques recouverte au trois quart,
donnant des phialides verdatres portant des conidies sphériques a disposition radiaire. Nous
pouvons déduire qu’il s’agit d’Aspergillus parasiticus. Ce dernier est caractérisé par un thalle
vert jaune sombre, floconneux et des colonies granuleuses et denses sur milieu PDA, au

revers incolore a beige clair. (Photo 04).
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A. flavus A.ochraceus P.expansum

F.graminearum A.parasiticus
Photo 03.Aspect microscopique des souches d’Aspergillus, Penicillium et Fusarium.
3. Résultats de ’activité antifongique des extraits obtenus des souches d’actionobactéries
3.1. Extraits des souches isolées de la région de Skhouna

3.1.1. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Soo1
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Volume d'extrait utilisé contre les souches fongiques séléctionnées.

Figure 07. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Soo1.

Selon les résultats affichés sur la figure, I’extrait S00: a dévoilé une faible activité
antifongique contre les moisissures sélectionnées et aucune pourcentage d’inhibition n’est

enregistré pour A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus et P. expansum. F. graminearum a
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dévoilée une faible sensibilité vis-a-vis cet extrait avec un pourcentage d’inhibition de 3.96%

ce qui refléte une activité antifongique moyenne selon le tableau.

Photo 04. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Soo1.

3.1.2. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Soo2
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Figure 08. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Sooo.

La figure démontre que toutes les souches fongiques dévoile une sensibilité variable vis-a-vis
I’extrait teste, cette sensibilité dépend de la moisissure elle-méme et de la concentration de
I’extrait. L extrait S00. a enregistré une bonne activité antifongique contre A. ochraceus avec
un pourcentage d’inhibition de 8.54% a 30ul ce qui refléte selon le tableau une bonne activité
antifongique, cette activité¢ diminue avec la diminution de la concentration de 1’extrait dans le

milieu PDA mais avec I’enregistrement d’activités antifongiques moyennes.

P. expansum, A. flavus, A. parasiticus et F. graminearum ont dévoilé une sensibilité faible et
différentes dépendant principalement des souches fongique. Avec 30ul d’extrait, P. expansum
enregistre le taux d’inhibition le plus élevé avec 6.44% suivie d’A. flavus et A. parasiticus

avec 5.51% et 4.18% respectivement et enfin, F. graminearum 3.10%.
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Photo 05. Résultat de ’activité antifongique de 1’extrait Soo2.

3.1.1. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Soos

[T .
= bk

Pourcentage d'inhibition (%)

S kb kR Oy e

A. flavus A. parasiticus A. ochraceus F. graminearum P. expansum

B ]Qul W]5ul m20ul ™ 30ul
Volume d'extrait utilisé contre les souches fongiques séléctionnées.

Figure 09. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Soo.

Selon les résultats affichés sur la figure, I’extrait Soos a dévoilé une trés faible activité
antifongique contre toutes les souches fongique sélectionnées et aucune activité n’a été
enregistré pour les quatre moisissures a savoir A. flavus, A. parasiticus, F. graminearum et P.

expansum. A. ochraceus a dévoilé une sensibilité trés faible a 30ul avec un pourcentage
d’inhibition de 2.65%.

Photo 06. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Sooa.
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3.1.1. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Soos
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Figure 10. Résultat de ’activité antifongique de 1’extrait Soos.

Selon les résultats affichés sur la figure, I’extrait S005 a dévoilé une tres faible activité
antifongique contre toutes les souches fongique sélectionnées et aucune activité n’a été
enregistré pour les quatre moisissures a savoir A. flavus, A. ochraceus, F. graminearum et P.
expansum. A. parasiticus a dévoilé une sensibilité trés faible a 30 et 20ul avec un pourcentage
d’inhibition de 2.25 et 3.05% respectivement.

Photo 07. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Soos.

3.1.1. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Soos
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Figure 11. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Soos.
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Selon la figure I’extrait Soos exerce une tres faible activité antifongique a 30ul contre F.
graminearum, A. ochraceus et A. parasiticus avec des taux d’inhibitions de 4.23, 2.52 et
2.92% respectivement. Un pourcentage d’inhibition nul est enregistré pour les deux

moisissures A. flavus et P. expansum.

Photo 08. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Soge.

3.1.1. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Soo7
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Figure 12. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Soo7.

La figure démontre que toutes les souches fongiques dévoile une sensibilité changeante vis-a-
vis 30ul de I’extrait testé, cette sensibilité dépend toujours de la moisissure elle-méme et de la
concentration de I’extrait. L’extrait Soo7 a enregistré une bonne activité antifongique contre F.
graminearum avec un pourcentage d’inhibition de 10.58% a 30ul ce qui refléte selon le
tableau une tres bonne activité antifongique, cette activité diminue avec la diminution de la
concentration de I’extrait dans le milieu PDA. A 30ul toujours, A. flavus, A. parasiticus, A.
ochraceus et P. expansum ont dévoilé une activité antifongiqgue moyenne avec des
pourcentages d’inhibitions de 5.23, 4.64, 6.52 et 2.30%.
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Photo 09. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Soo7.

3.1.1. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Soos
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Figure 13. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Soos.

Suivant les résultats de la figure A. parasiticus et P. expansum ont dévoilé une résistante
importante devant 1’extrait testé avec un taux d’inhibition négatif. Les trois moisissures a
savoir : A. flavus, F. graminearum et A. ochraceus ont démontré une sensibilité antifongique
moyenne avec des taux d’inhibitions moyennement proches correspondant a 5.49, 4.05 et
3.67% respectivement.

Photo 10. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Soos.

3.1.1. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Soog
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Figure 14. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Soog.

Selon les résultats affichés sur la figure, I’extrait Soog @ dévoilé une activité antifongique nul
contre les trois souches fongiques A. flavus, A. parasiticus et P. expansum. A. ochraceus et F.
graminearum ont dévoilé une sensibilité tres faible a 30ul avec des pourcentages d’inhibitions
de 3.17 et 4.56%.

Photo 11. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Sooo.

3.1.1. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Soio
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Figure 15. Résultat de 1’activité antifongique de I’extrait So1o.
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Selon les résultats affichés sur la figure, 1’extrait Soio a devoilé une tres faible activité
antifongique contre toutes les souches fongique sélectionnées et aucune activité n’a été

enregistré pour les quatre moisissures a savoir A. flavus, A. parasiticus, F. graminearum et P.

expansum. A. ochraceus a dévoilé une sensibilité trés faible a 30ul avec un pourcentage
d’inhibition de 3.09%.

Photo 12. Résultat de ’activité antifongique de 1’extrait Sozo.

3.1.1. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait So11
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Figure 16. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait So11.

Suivant les résultats de la figure A. parasiticus et A. flavus ont dévoilé une résistante
importante devant I’extrait testé avec un taux d’inhibition négatif. Une activité antifongique
remarquable est enregistrée avec cet extrait contre F. graminearum démontrant un taux
d’inhibition de 8.14% a 30pl et selon le tableau cette activité est jugé trés bonne. Les deux
moisissures a savoir : A. ochraceus et P. expansum ont démontré une sensibilité antifongique
moyenne avec des taux d’inhibitions moyennement proches correspondant a 1.67 et 3.07%

respectivement.
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Photol13. Résultat de 1’activité antifongique de I’extrait So11.
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Riudiats et diseussion.

Tableau N°08. Qualité de I’activité antifongique des extrais S.

Souches fongiques sélectionnées

A. flavus A. parasiticus A. ochraceus F. graminearum P. expansum
Concentration
&’ extrait 10yl  15uL  20pL  30pL  10pL  15uL  20pL 30pL 10puL  15pL 20pL 30pL  10pL  15uL  20pL 30puL  10pL  15uL 20pL 30pL
% Inb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 266 280 3.96 0 0 0 1.40
S001
QlInb - - - - - - - - - - - - - + + ++ - - +
% Inb 3.55 3.26 3.12 5,51 0 0 0 4.18 7.70 4.02 8.93 8.54 3.53 2.95 2.57 3.10 244 3.86 6.11 6.44
S 002
QInb ++ ++ ++ ++ - - - ++ ++ ++ +H+ ++ + + ++ + ++ ++ ++
% Inb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.65 0 0 0 0 0 0 0 0
S 004
QInb - - - - - - - - - - - + - - - - - - - -
% Inb 0 0 0 0 0 0 3.05 225 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S 005
QlInb - - - - - ++ + - - - - - - - - - - - -
% Inb 0 0 0 0 0 0 0 2.92 0 0 0 2.52 0 0 0 423 0 0 0 0
S 006
QlInb - - - - - - - + - - - + - - - ++ - - - -
% Inb 0 0 0 5.23 0 0 481 464 0 0 0 6.52 0 0 6.15 10.58 0 0 0 2.30
S 007
Q Inb - - - ++ - - ++ ++ - - - ++ - - ++ +++ - - - +
% Inb 0 402 422 549 0 0 0 0 0 0 465  3.67 0 225 321 405 0 0 0 0
S 008
QlInb - ++ ++ ++ - - - - - - ++ ++ - + ++ ++ - - - -
% Inb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.17 0 0 753 456 0 0 0 0
S 009
QInb - - - - - - - - - - - ++ - - ++ ++ - - - -
% Inb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.09 0 0 0 0 0 0 0 0
S 010
QInb - - - - - - - - - - - ++ - - - - - - - -
% Inb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 156  1.67 0 338 310 814 0 0 0 3.05
SO011
QInb - - - - - - - - - - + + - ++ ++ 4+ - - - ++

- Absence d’activité, + faible activité ; ++ activité moyenne, +++ bonne activité.
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Discussion

Les métabolites secondaires produits par les microorganismes représentent une large
source de composés avec des diversités structurales trés variables et des milliers d’entre eux
sont doués d’une potentielle activité biologique. La capacité a produire de tels produits est
limitée a certains groupes de microorganismes en particulier les actinomycétes (Donadio et
al., 2002). Ces dernieres sont a I’origine de 70% des antibiotiques naturels connus dans le
monde, principalement celles appartenant au genre Streptomyces considéré jusqu’a
maintenant le genre le plus important (da Silva Sousa et al ., 2008). L'activité antagoniste de
Streptomyces vis-a-vis des pathogénes fongiques est généralement liée a la production de
composés antifongiques extracellulaires et des enzymes hydrolytiques (Kumar et al ., 2010).
La méthode des puits fournit une idée sur les souches ayant un effet inhibiteur contre les

souches fongiques testées.

Parmi les 10 souches actinomycetes isolées de la région de Skhouna, 04 souches
montraient une activité antifongique. La sensibilité antifongique des souches fongiques est
marqué avec Streptomyces aureus strain NBRC 100912, cette derniére a dévoilé une forte
activité antifongique (8.93%) contre A. ochraceus. Nos résultats confirme aussi que la souche
F. graminearum a enregistré une sensibilité important (10.58%) avec 1’extrait obtenu de

Streptomyces cyslabdanicus strain K04-0144b.

Les deux souches Streptomyces cyaneus strain H-112 et Streptomyces
glomeroaurantiacus strain NRRL B-3375 n’ont démonté aucune activité antifogique contre
toutes les souches fongiques sélectionnées, a 1’exeption, une faible et moyenne activité contre
A. ochraceus. La résistance des souches fongiques suggere que les deux extraits n’ont pas
d’effet.

Cette étude a démontré la capacité de Streptomyces sp. isolé du sol a produire des
substances antifongiques. Le faible pourcentage de I’activité antifongique remarquée,
s’accorde avec les travaux de Hacene et al., 1994, qui montrent que 11,18 % de I’ensemble
des actinomyceétes isolés du Sahara algérien ont une activité antifongique faible. Les travaux
de Hilali et al., 2002 montrent également lors d’un criblage initial de 85 souches
d’actinomycétes isolés de plusieurs milieux naturels (sol, eaux et sédiments marins) 18
souches seulement ont présenté une activité antifongique contre Fusarium culmorum et

Fusarium graminearum.
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Oldeussion.

Il est possible que les exsudats des racines et la composition du sol d’ou les
echantllons ont été prélevés pourraient favoriser la croissance des Streptomyces qui
synthétisent ensuite des composés antimicrobiens. De nombreuses especes d'actinomycétes
ont la capacité d’inhiber les champignons pathogenes (Dahiya et al., 2006). Bien que le
mécanismes preécis par lesquel les extraits des actinomycetes isolées réduisent la maladie n'a
pas été élucide, la seul possibilté est I’effet inhibiteur des métabolites contenus dans les
extraits sur la croissance des hyphes et la structure des champignons (Zaitlin et al., 2004;
Zakalyukina et al., 2007; Logman et al., 2009).

Il a été rapporté que les besoins nutritionnels des Streptomyces jouent un réle important au
cours de la synthése des métabolites secondaires (Dahiya et al., 2006). Parmi les diverses
exigences nutritionnelles, la production de substance antifongique a été connue etre influencé
par les composantes des milieux de culture tels que l'aération, l'agitation, le pH, la

température et la source de carbone, ( Asha Devi et al., 2008; Yu et al., 2008).
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Conelusion geneale et perspestives.

Conclusion générale et perspectives

Au cours des dernieres années, les champignons pathogénes sont controlés
principalement par 1’utilisation des fongicides synthétiques chimique ou végétal qui
permettent de lutter contre ces organismes nuisibles, bien que leur emploi pourrait
faire courir des risques aux consommateurs d’une part, et d’autre part, déstabiliser les

écosystémes.

Les microorganismes sont actuellement considérés comme des agents tres
prometteurs pour assurer une protection performante. L’usage des antifongiques
microbiologiques en font des alternatives viables a la lutte chimique. En effet, plus
d’une centaine de bactéries, notamment les actinomyceétes, ont été identifiés comme

ayant un potentiel d’utilisation dans la lutte biologique.

L'objectif de cette étude a été I’évaluation de l'activité antifongique des métabolismes
secondaires produits par des actinomycetes isolés des sols de la région de Skhouna,
Commune de Saida contre des moisissures toxinogénes. Les extraits des
actinomycétes ont montré une activité inhibitrice, moyenne sur la plupart des souches
fongiques. Une activité antifongique importante est enregistrée pour la souche
Streptomyces aureus NBRC 100912 qui s’est révélée la plus efficace et présente une
intense activité antifongique sur la totalité des moisissures, ce qui signifie que les

souches isolées sont une importante source d‘agents antifongiques.

La comparaison des résultats de cette étude avec d’autre travaux permis de dire que
ces résultats sont important, afin de lutter contre les moisissures toxinogénes et

résistantes aux fongicides.
Comme perspectives pour cette étude :

¢ Identification morphologiques et microscopiques, physiologiques et chimio
taxonomiques des souches d’actinomycétes.

e Identification de la nature et de la structure des molécules bioactives par
HPLC-MS.

¢ Etude toxicologique pour déterminer la toxicité des extraits.

e Etude in vivo des molécules bioactives contre certaines maladies fongiques

humaines.
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Composition des milieux de culture

Starch Casein Agar (S.C.A) :
Amidon

KNOs
K2HPO4

NaCl

Caséine
MgSOs .7H.0
CaCo3
FeS04.7H20
Agar - agar
Eau distillée

Gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA) :
Pomme de terre

Dextrose

Agar - agar

Eau distillée

Bennett :

Glucose

Peptone pancreatique de caseine
Extrait de Levure

Extrait de Viande

Agar

Eau distillée

PH

GYM Streptomyces Agar (DSMZ Medium 65)
Agar

Extrait de malt

Extrait de levure

CaCoO3

Glucose

Eau distillée

PH

10.0¢g
209
2049
2049
0,39
0,05¢
0,029
0,01g
18.0¢

1 000 ml

200 g
15.0¢
2009
1 000 ml

10.0¢g
2049
10¢g
1049
1509

1 000 ml
7,2

12.0g
10.0g
4.0g
2.0g
4.0g

1 000 ml
7.2
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Résumé

Evaluation de I'activité antifongique de quelques souches bactériennes du genre Streptomyces isolées de la région de
Skhouna, Commune de Saida.

Les actinomycetes sont des bactéries responsables de la production de la plupart des molécules bioactives, elles présentent un
intérét trés important pour la lutte contre les mycetes et les bactéries pathogenes, elles sont surtout réputées pour leur grande
capacité a produire naturellement des antibiotiques, avec des possibilités a produire des métabolites bioactives unique contre
chaque souche. L’objectif de cette étude est d’évalué I’activité antifongique de quelques souches d’Actinobactéries isolées de
la région de Skhouna, Commune de Saida contre cing moisissures réputées toxinogénes. Les métabolites secondaires des
Actinobactéries, antérieurement identifiées par ARNr 16S, sont obtenus aprés cultures de ces derniers sur milieu 5294,
L’activité antifongique est exprimé en pourcentage apres calcule des zones d’inhibitions sur milieu PDA. Les résultats
obtenus durant cette étude ont démontré que les extraits obtenus possédent une activité antifongique moyenne sur la plupart
des moisissures. Streptomyces aureus NBRC 100912 a présenté sa capacité a exercer un pouvoir antifongique sur la totalité
des moisissures. Streptomyces cyaneus H-112 et Streptomyces glomeroaurantiacus NRRL B-3375 n’ont pas enregistré
d’activité antifongique contre toutes les moisissures sauf Aspergillus ochraceus qui a dévoilé une sensibilité trés faible a
30ul. A la lumiére des résultats intéressantes obtenus, cette étude doit étre complété par une HPLC-MS afin d’identifier les
substances bioactives responsables de cette activité antifongique.

Mot clés : Actinomycétes, métabolite secondaire, activité antifongique, Streptomyces.

Abstract

Evaluation of the antifungal activity of some streptomyces bacterial strains isolated from the Skhouna region,
commune of Saida

Actinomycetes are bacteria responsible for the production of most bioactive molecules, they are of great interest for the
control of pathogenic fungi and bacteria, they are especially known for their great ability to produce antibiotics naturally, to
produce unique bioactive metabolites against each strain. The objective of this study is to evaluate the antifungal activity of
some strains of Actinobacteria isolated from the region of Skhouna, commune of Saida against five molds known as
toxinogenes. The secondary metabolites of Actinobacteria, previously identified by 16S rRNA, are obtained after culturing
the latter on medium 5294. The antifungal activity is expressed in percentage after calculating zones of inhibitions on PDA
medium. The results obtained during this study demonstrated that the extracts obtained have an average antifungal activity on
most molds. Streptomyces aureus NBRC 100912 demonstrated its ability to exert antifungal power over all molds.
Streptomyces cyaneus H-112 and Streptomyces glomeroaurantiacus NRRL B-3375 showed no antifungal activity against all
fungi except Aspergillus ochraceus, which revealed a very low sensitivity at 30 pl. In the light of the interesting results
obtained, this study must be supplemented by HPLC-MS in order to identify the bioactive substances responsible for this
antifungal activity.

Key words: actinomycetes, secondary metabolite, antifungal activity ,Streptomyces.
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