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Résumé

Objectif. — Etude de la taxonomie et de 'activité de l'isolat d’actinomycéte PAL111 contre
divers microorganismes pathogenes et toxinogénes pour ’lhomme et multirésistants aux anti-
biotiques.

Matériel et méthodes. — L’étude taxonomique de U'isolat PAL111 est réalisée sur la base de
critéres phénotypiques et moléculaires. Les tests contre les microorganismes pathogenes sont
effectués sur les milieux ISP-2 et Bennett. Les cinétiques de production de ’antibiotique sont
réalisées sur milieu ISP-2. L’antibiotique est mis en évidence par bioautographie et par
révélation chimique, puis purifié par chromatographie sur couche épaisse de gel de silice et
sur colonne de Séphadex LH20. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont déterminées
contre les germes pathogéenes.

Résultats. — Sur la base des caractéristiques phénotypiques et moléculaires, ’isolat PAL111 est
rapproché de Uespéce Streptomyces ambofaciens. Il présente une forte activité contre Candida
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Introduction

albicans, les champignons filamenteux et les bactéries a Gram positif et a Gram négatif.
L’activité optimale est obtenue en fin de phase exponentielle de croissance et début de phase
de déclin. Les bioautographies ont montré la présence d’un antibiotique a activité antibac-
térienne et antifongique. Cet antibiotique est hydrophile et de nature osidique et aminé. Les CMI
obtenues se situent entre 2 et 20 ug/mL pour les levures, 10 et 50 ug/mL pour les champignons
filamenteux, 2 et 10 ug/mL pour les bactéries a Gram positif et 20 et 75 pug/mL pour les bactéries
a Gram négatif.

Conclusion. — L’activité intéressante de PAL111 contre les germes pathogénes et la nature
hydrophile de U’antibiotique qu’il sécréte incite a la poursuite des études sur cette molécule
bioactive.

Summary

Objective. — Study of the taxonomy and the biological activity of the actinomycete strain
PAL111 against several pathogenic and toxigenic microorganisms for humans, and resistant to
many antibiotics.

Materials and methods. — The taxonomic study of isolate PAL111 is carried out on the basis of
phenotypic and molecular characteristics. The tests against the pathogenic microorganisms are
realized on ISP-2 and Bennett media. The kinetics of antibiotic production was investigated on
ISP-2 medium. The antibiotic is highlighted by bioautography and chemical revelations, and then
purified by chromatography on thick layer of silica gel and Sephadex LH20 column. The minimum
inhibitory concentrations (MIC) were determined against pathogenic microorganisms.

Results. — The phenotypic and molecular studies showed that the isolate PAL111 is closely
related to the type strain of Streptomyces ambofaciens. It showed a strong activity against
Candida albicans, filamentous fungi, and Gram-positive and Gram-negative bacteria. The
optimal antibiotic production was observed at the end of the exponential phase of growth
and at the beginning of the decline phase. The bioautography tests showed the presence of an
antibiotic with both antibacterial and antifungal activities. This antibiotic is a hydrophilic amino-
glycoside compound. The MIC were observed between 2 and 20 ug/mL for yeasts, 10 and 50 pug/
mL for filamentous fungi, 2 and 10 ug/mL for Gram-positive bacteria, and 20 and 75 pug/mL for
Gram-negative bacteria.

Conclusion. — The strong activity of isolate PAL111 against the pathogenic microorganisms and
the polar characteristic of the produced antibiotic could encourage further studies on this
bioactive molecule.

orientés en partie vers la recherche de nouvelles molécules
bioactives efficaces. Parmi les molécules a activité antimi-

Les champignons et les levures causent de graves pathologies
atteignant ’lhomme, parmi lesquelles on peut citer les myco-
toxicoses (genres Aspergillus, Fusarium), les mycoallergies
(genres Penicillium, Mucor) et les mycoses superficielles ou
profondes (Candida albicans, Microsporum, Trichophyton)
[9]. Les mycoses ont augmenté de maniére drastique au cours
de la derniére décennie et se classent au quatrieme rang des
infections nosocomiales [1]. Plusieurs travaux dans le monde
eten Algérie ont, par ailleurs, signalé ’apparition de nouvelles
souches bactériennes multirésistantes aux antibiotiques cli-
niquement utilisés dont certains sont des céphalosporines de
troisiéme et quatriéme générations [25,30,34]. Récemment,
un nouveau gene dénommé New Delhi Metallo-beta-lactamase
(NDM-1) a été découvert chez plusieurs entérobactéries leur
permettant de synthétiser une enzyme inactivant la plupart
des antibiotiques présents dans le marché, provoquant ainsiun
véritable danger sanitaire et une éventuelle impasse théra-
peutique [20].

Devant les insuffisances encore perceptibles constatées
lors des traitements des mycoses, la recrudescence des mala-
dies bactériennes et la résistance de plus en plus rapide des
microorganismes aux antibiotiques, les travaux actuels sont

crobienne, la gamme des antifongiques est beaucoup plus
restreinte que celles des antibactériens [8]. Les molécules
antifongiques disponibles a I’heure actuelle en thérapeutique
ne réunissent pas les critéres définissant l’antibiotique idéal :
toxicité spécifique vis-a-vis de ’agent pathogene, bonne dif-
fusion dans U’organisme, large spectre d’activité in vivo,
absence de problémes liés a |’apparition de souches résistan-
tes et absence d’effets secondaires [21]. C’est pourquoi de
nouveaux antifongiques non toxiques doivent étre recherchés.

Les actinomyceétes, bactéries mycéliennes a Gram positif,
sont particulierement trés intéressants par leur grande capa-
cité a produire des métabolites secondaires avec des struc-
tures chimiques diversifiées [35]. Ils sont surtout réputés
pour la production d’antibiotiques antibactériens et anti-
fongiques avec pres de 70 % des molécules actives commer-
cialisées a leur actif [31]. Le genre Streptomyces est connu
comme étant le producteur du plus grand nombre d’anti-
biotiques, soit 80 % des antibiotiques sécrétés par les acti-
nomycetes [7].

Nos travaux précédents ont montré la richesse des sols
sahariens d’Algérie en actinomyceétes producteurs d’anti-
biotiques [28]. Le présent travail a pour objectif d’étudier



Uactivité antifongique et antibactérienne d’une souche
d’actinomyceéte d’origine saharienne contre plusieurs micro-
organismes multirésistants aux antibiotiques et pathogenes
ou toxinogénes pour ’homme, dont certains sont responsa-
bles d’infections nosocomiales assez séveres.

Matériel et méthodes
Isolement de la souche d’actinomycéte

Une souche d’actinomycete, désignée PAL111, a été isolée
d’un échantillon de sol saharien de la région de Ghardaia
(centre de U’Algérie ; latitude, 32°24’N ; longitude, 03°48’E ;
altitude, 468 m). L’isolement a été effectué par suspensions-
dilutions et étalement sur milieu chitine-vitamines agar [15]
coulé en boites de Pétri et additionné de cycloheximide

(80 mg/L) pour inhiber la croissance des champignons. Les
boites sont incubées a 30 °C pendant deux semaines.

Caractéristiques des microorganismes-cibles

Les microorganismes-cibles sont pour la plupart pathogénes
ou toxinogenes pour ’homme et multirésistants aux anti-
biotiques (Tableaux 1 et 2). Ils comprennent des levures
(C. albicans C2, C3, et IPA200 et Saccharomyces cerevisiae
ATCC 4226) et des champignons filamenteux (Aspergillus
carbonarius M333, Aspergillus flavus AF3, Fusarium culmo-
rum FC200, Fusarium graminearum FG3 et Penicillium gla-
brum PG1), ainsi que des bactéries a Gram positif (Bacillus
subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus aureus S1) et a Gram
négatif (Enterobacter cloacae E13, Escherichia coli E195,
Klebsiella pneumoniae E40, Salmonella enterica E32 et
Pseudomonas aeruginosa IPA1).

Tableau 1  Profil de résistance des champignons-cibles aux antibiotiques antifongiques.

Resistance pattern of target fungi to antifungal antibiotics.

Levures et champignons filamenteux Résistance a Sensibilité a
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4226 N, I, Th, T C A

Candida albicans C2 N, I, Th, T, C A

C. albicans C3 N,I, Th, T, C A

C. albicans IPA200 N, I, Th, T, C A

Penicillium glabrum PG1 C N, I, Th, T, A
Aspergillus carbonarius M333 G N I, Th, T, A
A. flavus AF3 C N, I, Th, T, A
Fusarium culmorum FC200 CGNT, LA Th

F. graminearum FG3 OGN T I, Th, A

A : amphotéricine B ; C : cycloheximide ; | : itraconazole ; N : nystatine ; T : thioconazole ; Th : terbinafine.

Tableau 2 Profil de résistance des bactéries-cibles aux antibiotiques antibactériens.
Resistance pattern of target bacteria to antibacterial antibiotics.

Bactéries-cibles Résistance a

Sensibilité a

Bacillus subtilis ATCC 6633 NEO

Staphylococcus aureus S1

Enterobacter cloacae E13
TIC, TOB, TZP

Escherichia coli E195
Klebsiella pneumoniae E40
Salmonella enterica E32

Pseudomonas aeruginosa IPA1

CAR, GEN, K, NEO, OLE, SPI, VAN
AMC, ATM, CFP, CTX, FEP, FOX, GEN, PIP, TCC,

AMC, AMX, CAZ, CF, CTX, CXM, FOX, TCC, TIC
AMX, CAZ, CFP, CTX, FEP, GEN, PIP, TIC, TOB
ATM, CAZ, CFP, CTX, FEP, GEN, PIP, TIC, TOB
CAR, ERY, GEN, NEO, SPI, SSS

C, CAR, CHL, ERY, GEN, K,
RIF, SPI, SSS, VAN

C, CHL
C, CXC

C, CXC

AMC, ATM, C, CXC, TCC
C, CXC, FOX, TCC, TZP
C, CHL, K, RIF

AMX : amoxicilline ; AMC : amoxicilline + acide clavulanique ; ATM : aztréonam ; C : chloramphénicol ; CAR : carbénicilline ; CAZ :
ceftazidime ; CF : cefalotine ; CFP : cefpirome ; CHL : chlortétracycline ; CTX : céfotaxime ; CXC : céfotaxime + acide clavulanique ; CXM:
céfuroxime ; ERY : érythromycine ; FEP : céfépime ; FOX : céfoxitine ; GEN : gentamicine ; K : kanamycine ; NEO : néomycine ; OLE :
oléandomycine ; PIP : pipéracilline ; RIF : rifampicine ; SPI : spiramycine ; SSS : sulfamide ; TCC : ticarcilline + acide clavulanique ; TIC :
ticarcilline ; TOB : tobramycine ; TZP : pipéracilline + tazobactam ; VAN : vancomycine.



Certains microorganismes-cibles (les trois souches de
C. albicans et toutes les bactéries a Gram négatif et a Gram
positif, a ’exception de B. subtilis) ont été isolés a partir de
patients malades au niveau des hopitaux d’Alger et de Bejaia
(Algérie) et sont responsables d’infections nosocomiales
assez séveres. Ils sont en plus multirésistants aux antibioti-
ques, y compris parfois vis-a-vis des céphalosporines de
troisieme et quatriéme générations pour les bactéries et
vis-a vis de la nystatine et d’autres antifongiques pour les
souches de C. albicans (qui présentent, entre elles, le méme
profil de résistance). Les souches de champignons toxino-
genes présentent une résistance variée aux antifongiques,
les plus résistantes étant F. culmorum et, a un degré moin-
dre, F. graminearum.

Identification de la souche d’actinomycéte

Caractéristiques morphologiques et chimiques

La détermination du genre de ’isolat PAL111 est effectuée
sur la base des caractéristiques morphologiques et de ’ana-
lyse chimique des constituants cellulaires.

Les caractéristiques culturales et micromorphologiques
sont notées aprés 14 jours d’incubation a 30 °C, sur les
milieux International Streptomyces Project (ISP) : ISP-
2 (extrait de levure-extrait de malt-glucose agar), ISP-
3 (farine d’avoine agar), ISP-4 (amidon-sels minéraux agar)
et ISP-5 (glycérol-asparagine agar) [23]. Les caractéristiques
micromorphologiques sont observées au microscope optique
aux grossissements (10 x 10) et (10 x 40).

Pour ’analyse chimiotaxonomique, la biomasse est obte-
nue a partir d’une culture poussant en milieu ISP-2 liquide
[23], en agitation permanente (250 rpm) a 30 °C pendant
quatre jours. La forme isomérique de ’acide diaminopimé-
lique (LL ou DL), la présence ou non de la glycine, la
composition en sucres et celle en phospholipides cellulaires
sont déterminées par les méthodes rapportées par Goodfel-
low et Minnikin [13].

Caractéristiques physiologiques

Les caractéristiques physiologiques sont évaluées selon les
méthodes de Locci [23]. Elles concernent la production de
pigments mélanoides, 'assimilation des glucides et dérivés
comme seules sources de carbone, la dégradation de I’amidon
et de la xanthine, ’assimilation des acides aminés comme
seules sources d’azote, la réduction des nitrates, la résistance
au phénol (0,1 %), a l’azide de sodium (0,01 %), au chlorure de
sodium (4, 7, 10 et 13 %), a la rifampicine (50 ug/mL) et a la
pénicilline G (10 Ul) et la croissance a 45 °C.

Caractéristiques moléculaires et analyses
phylogénétiques

L’extraction de ’ADN est réalisée selon la méthode de Liu
etal. [22]. L’isolat PAL111 est cultivé sur milieu ISP-2 liquide
(Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milieu) en agita-
tion (250 rpm) a 30 °C pendant quatre jours. L’amplification
du géne codant pour ’ARNr 16S est réalisée par Polymerase
Chain Reaction (PCR) avec un kit Invitrogen, en utilisant deux
amorces universelles : 27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) et 1492r (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) [5]. Le
mélange réactionnel contient, pour un volume final de
50 uL : tampon PCR 1 x (Tris—HCLl 10 mM ; KCl 50 mM ; pH

9,0a25°C), 1,5 mM de MgC1,, 200 uM de chaque dNTP, 1 uM
de chaque amorce, 1,25 U de Taq polymérase et 1 pl (500 ng)
d’extrait d’ADN pur. L’amplification du géene codant pour
I’ARN 16S est réalisée dans un thermocycleur « Stratagene
RoboCycler Gradient 96 » selon le profil suivant : une étape
initiale de dénaturation a 98 °C pendant trois minutes, suivie
de 30 cycles d’amplification a 94 °C pendant une minute,
52 °C pendant une minute et 72 °C pendant deux minutes. A
la fin des cycles, une étape finale consiste a maintenir le
mélange réactionnel a 72 °C pendant dix minutes, lequel est
ensuite refroidi a 4 °C. Les amplifiants obtenus sont détectés
par électrophorese sur gel d’agarose et visualisés sous ultra-
violet (UV) aprés ajout de bromure d’éthidium.

Le géne amplifié a été séquencé par la compagnie Mille-
Gen (Toulouse, France) en utilisant un séquenceur auto-
matique et le méme couple d’amorces que pour la PCR.
La séquence déterminée du géne codant pour ’ARN 16S est
comparée aux séquences homologues d’especes microbien-
nes de référence répertoriées dans les banques génomiques,
grace au « BLAST NCBI » disponible sur le site Internet :
http://www.ncbi-nlm-nih.gov/.

L’analyse phylogénétique est réalisée en utilisant un logi-
ciel inclus dans MEGA version 3.0 [19]. La séquence du gene
codant pour UARN 16S de 'isolat PAL111 est alignée grace au
programme CLUSTAL W [33] avec les séquences homologues
les plus proches des souches d’actinomycetes retrouvées dans
les banques génomiques. Le calcul des matrices des distances
d’évolution est réalisé par la méthode de Jukes et Cantor [16]
et la construction de la topologie de U’arbre phylogénétique
est faite par l’algorithme du « neighbor-joining » [29]. La
validation statistique des liens phylogénétiques établis est
effectuée par le test du Bootstrap dont les valeurs sont basées
sur le résultat de 1000 analyses [12].

Mise en évidence de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de U’isolat PAL111 est évaluée sur
le milieu solide ISP-2 par la technique des stries croisées
contre les microorganismes-cibles listés dans les Tableaux 1
et 2. Une Gse remplie de spores de 'isolat PAL111, arrivé a
maturité apres dix jours de culture sur milieu ISP-2, est
ensemencée en un seul trait sur le méme milieu, en bordure
de boite de Pétri. Apreés dix jours de croissance de ’actino-
mycéte a 30 °C, les microorganismes-cibles sont ensemencés
en traits perpendiculaires a la culture de Uisolat PAL111.
L’activité antimicrobienne est évaluée en mesurant la lon-
gueur de la zone d’inhibition entre les bordures de la colonie
de ’actinomycete et celles des microorganismes-cibles,
aprés 24 heures pour les bactéries et les levures et 36 heures
pour les champignons.

Cinétique de croissance et d’activité
antimicrobienne

La cinétique de Uactivité antimicrobienne de Uisolat
PAL111 est réalisée en milieu ISP-2 liquide. Une préculture
est préparée sur ce méme milieu de la maniére suivante : une
ose remplie de spores de U'isolat PAL111, agé de dix jours et
poussant sur milieu ISP-2, est ensemencée dans un Erlemeyer
de 500 mL contenant 100 mL de milieu ISP-2 liquide. Aprés
quatre jours d’incubation dans un shaker (30 °C, 250 rpm),



3 mL de la préculture (soit 1 &= 0,1 mg de mycélium humide)
sont ensemencés dans des Erlenmeyers de 500 mL contenant
chacun 100 mL de milieu ISP-2. Les cultures sont incubées a
30 °C et agitées a 250 rpm pendant 12 jours. L’évolution de
’activité antimicrobienne est déterminée suivie quotidien-
nement durant ces 12 jours par la méthode de diffusion des
puits (150 uL de filtrat de culture par puits de 10 mm de
diamétre) contre C. albicans IPA200, A. carbonarius M333,
K. pneumoniae E40 et B. subtilis ATCC 6633. L’évolution du
pH et du poids sec du mycélium est évaluée durant ce temps
selon la méthode de Pfefferle et al. [27].

Extraction du composé actif, bioautographies et
révélations chimiques

Aprés une culture agitée (250 rpm, 30 °C) sur milieu ISP-2,
d’une durée correspondant au jour optimal de production
(déterminée lors des cinétiques), le filtrat de culture est
récupéré par centrifugation. Quatre solvants organiques de
polarités différentes (N-hexane, dichlorométhane, N-buta-
nol et acétate d’éthyle) sont testés pour U’extraction du
composé actif. Un volume de filtrat de culture est extrait
par un volume égal de chacun des solvants. Les extraits
organiques et les phases aqueuses restantes sont concentrés
a sec, puis récupérés respectivement dans 0,5 mL de métha-
nol ou 0,5 mL d’eau distillée pour tester leur activité par la
méthode des disques de papier (disques de 6 mm de diame-
tre) contre C. albicans IPA200, A. carbonarius M333,
K. pneumoniae E40 et B. subtilis ATCC 6633.

Des chromatographies sont réalisées en utilisant des pla-
ques de gel de silice (Merck Art. 5735, Kiesselgel 60HF 254—
366) pour détecter le composé actif et le discerner des
impuretés présentes. La phase active est reprise dans
0,5 mL de solvant (eau ou méthanol en fonction des résultats
obtenus précédemment), puis déposée sur les plaques a
’aide d’une microseringue. Les plaques sont développées
dans le systéme de solvants éthanol-ammoniac-eau (8-1-1,
v/v/v). Aprés migration, les composés séparés sont visualisés
sous UV a 254 nm (absorbance) et a 365 nm (fluorescence) et
la zone active est détectée par révélation microbiologique
ou bioautographie [3]. Pour cela, les plaques sont mises dans
des boites en polyéthylene (23 x 23 x 2,2 cm, Fisher Scien-
tific Labosi), puis le dispositif est stérilisé sous UV a 254 nm
durant 45 minutes. Cinquante millilitres de milieu ISP-2 (a
7 g/L d’agar) préalablement ensemencé avec le germe-cible
(C. albicans IPA200, A. carbonarius M333, K. pneumoniae
E40 ou B. subtilis ATCC 6633) est réparti uniformément sur la
plaque de gel de silice, laquelle est incubée a 30 °C. La zone
d’inhibition est alors observée et le rapport frontal (Rf) de
I’antibiotique est déterminé.

Une révélation chimique du composé actif est réalisée
parallélement aux bioautographies sur des chromatogram-
mes développés dans les mémes conditions. Les révélateurs
utilisés [24] sont les suivants : la ninhydrine, le naphtoré-
sorcinol-H,S0y4, le chlorure de fer ferrique et le formaldé-
hyde'H2$O4.

Purification du composé actif
L’antibiotique est produit en milieu ISP-2 liquide de la méme

maniére que pour les cinétiques. Un total de 1600 mL
de culture est réalisé. L’antibiotique, contenu dans le filtrat

de culture, subit plusieurs étapes de purification. La pre-
miére consiste en une extraction du filtrat par du N-butanol.
La phase aqueuse (contenant ’antibiotique non extrait par le
N-butanol) est concentrée sous vide a [’aide d’un évapora-
teur rotatif. La deuxiéme étape est une semi-purification de
’antibiotique sur plaques épaisses de gel de silice 60HF. Le
dépot de Uextrait se fait par bandes concentrées. Aprés
développement des plaques dans le systéme de solvants
éthanol-ammoniac-eau (8-1-1, v/v/v), la silice contenant
la bande active contre les germes pathogénes est récupérée
et éluée dans de ’eau. Elle est ensuite éliminée par filtration
sur verre fritté n°4 et le filtrat contenant l’antibiotique
semi-pur est concentré sous vide a ’évaporateur rotatif.
La troisieme étape consiste en la poursuite de la purification
sur colonne de Séphadex LH20 de 37,2 cm de hauteur du gel
et 1,90 cm de diameétre. L’éluant est un mélange eau-métha-
nol (50 %/50 % v/v) et le débit est de 1,2 mL/min. Des
fractions de 5mL sont récupérées et testées contre
C. albicans IPA200, A. carbonarius M333, K. pneumoniae
E40 et B. subtilis ATCC 6633. Seules les fractions trés actives
(contenant U’antibiotique) sont récupérées et évaporées a
sec.

Détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de ’anti-
biotique purifié ont été effectuées en utilisant la méthode
conventionnelle des dilutions en milieu gélosé coulé sur
boites de Pétri [26], sur le milieu Mueller Hinton pour les
bactéries et le milieu Sabouraud pour les champignons
filamenteux et les levures, ainsi que sur le milieu gélose
nutritive pour ’ensemble des microorganismes-cibles cités
dans les Tableaux 1 et 2. L’antibiotique est ajouté au milieu
de telle sorte que les concentrations finales soient de 1, 2, 5,
8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75 et 100 ug/mL. Un controle sans
antibiotique est réalisé dans les mémes conditions. Les
différents germes-cibles (levures, champignons filamenteux
et bactéries) sont ensemencés par point en déposant 1 uL de
la suspension cellulaire levurienne ou bactérienne ou encore
de spores fongiques, a la surface du milieu, de telle sorte que
l’inoculum (précédemment calibré) soit de 10° cellules ou
spores. Deux essais sont réalisés par souche. La lecture est
effectuée aprés 24 a 36 heures d’incubation a 30 °C pour les
bactéries et les levures et aprés 36 a 72 heures d’incubation
pour les champignons filamenteux. Elle consiste a évaluer la
croissance des microorganismes et a déterminer, ainsi, la
concentration minimale qui les inhibe totalement.

Résultats et discussion

Taxonomie de l’isolat d’actinomycéte PAL111

L’isolat PAL111 croit trés bien sur tous les milieux de culture
utilisés. Il posséde un mycélium du substrat non fragmenté,
surmonté par un mycélium aérien produisant des chaines de
spores non mobiles et portées par des sporophores. Le
mycélium aérien est gris sur ISP-4 et ISP-5, gris verdatre
sur ISP-3 et blanc grisatre sur ISP-2. Le mycélium du substrat
est brun pale. Aucun pigment diffusible n’est sécrété. La
sporulation est trés bonne sur ISP-4 et ISP-5 et faible sur



ISP-2 et ISP-3. Les chaines de spores sont spiralées (dix a
30 spores/chaine et deux a quatre tours/spire).

L’isolat PAL111 contient dans sa paroi cellulaire l’isomeére
LL de Uacide diaminopimélique et de la glycine. Les sucres
présents dans U’hydrolysat cellulaire sont le galactose, le
glucose et le ribose. La phosphatidyléthanolamine est le
phospholipide membranaire taxonomiquement important.
Ces caractéristiques morphologiques et chimiques permet-
tent de rattacher Uisolat PAL111 au genre Streptomyces [23].

La séquence partielle du géne codant pour ARN 165
(1464 pb) est déterminée et déposée au niveau du GenBank
sous le numéro d’accession JN225875. L’analyse de cette
séquence a permis de rapprocher Uisolat PAL111 de l’espéce
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 avec un taux de
similarité de 99,7 %. La position phylogénétique de cet isolat
vis-a-vis des espéces les plus proches du genre Streptomyces
est représentée sur la Fig. 1. Le Tableau 3 montre une
comparaison de la physiologie de l’isolat PAL111 avec celle
de S. ambofaciens [23]. Cette comparaison montre trois
différences concernant la réduction des nitrates, la crois-
sance sur milieu contenant 7 % (w/v) de NaCl et la résistance
a la pénicilline G (10 Ul) (tests positifs pour Uisolat PAL111,
contrairement a S. ambofaciens). Cette derniére est surtout
réputée pour la production de la spiramycine, puissant anti-
biotique antibactérien de la famille des macrolides [2].]

Activité antimicrobienne de l’isolat PAL111

L’activité antimicrobienne de lisolat PAL111 contre les
microorganismes-cibles est donnée dans le Tableau 4. Cet
isolat a montré une forte activité contre la plupart des
champignons filamenteux toxinogénes et une activité
moyenne a forte contre les trois souches de C. albicans et
contre S. cerevisiae. En plus de cette action antifongique,
I’isolat PAL111 est fortement antagoniste contre la majorité
des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, a l’exception
de Pseudomonas aeruginosa.
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Des isolats de Streptomyces a large spectre d’action
(antibactérien et antifongique) sont souvent décrits dans
la littérature [11,32,35,36]. Certains sont méme actifs
contre des champignons pathogénes pour ’lhomme et multi-
résistants aux antibiotiques [18] ou encore contre des larves
d’insectes [37]. En Algérie, plusieurs souches de Streptomy-
ces isolées a partir de sols, d’eau et d’écorces d’arbres ont
montré des activités antibactériennes et antifongiques
intéressantes contre divers microorganismes pathogénes
[4,17]. S. ambofaciens, espéce la plus proche phylogénéti-
qguement de notre isolat, posséde uniquement une activité
antibactérienne (pas d’action contre Candida et Aspergillus)
[23], ce qui la différencie encore plus de PAL111.

Il est intéressant de noter |’absence de corrélation (d’une
maniére générale) entre la résistance des microorganismes-
cibles aux antibiotiques et leur sensibilité a U’action de
Uisolat PAL111. Cela suggere que l'isolat d’actinomycete
sécrete des antibiotiques différents de ceux auxquels les
germes-cibles sont résistants.

Cinétique de croissance et d’activités
antimicrobiennes

Les cinétiques des activités antimicrobiennes et de ’évolu-
tion du pH et du poids sec, réalisées sur milieu ISP-2, sont
représentées sur la Fig. 2. Les activités débutent entre le
milieu et la fin de la phase exponentielle (troisieme jour pour
A. carbonarius M333, C. albicans IPA200 et B. subtilis ATCC
6633, et quatrieme jour pour K. pneumoniae E40). Les
activités deviennent maximales dés le cinquieme ou le
sixiéme jour, c’est-a-dire, a la fin de la phase exponentielle
et au début de la phase de déclin et restent persistantes
jusqu’a la fin de Uincubation. Cela indique que ces activités
sont dues a des métabolites secondaires. Durant l’incuba-
tion, le pH (initialement de 7,2), diminue a 5,9 (troisieme
jour) avant d’augmenter a 8,3.

—54|j Streptomyces griseorubens NBRC 127807 (AB184139)

Streptomyces althioticus NRRL B-3981" (AY999791)

4|— Streptomyces viridochromogenes NBRC 3113" (AB184728)
45

Streptomyces paradoxus NBRC 14887" (AB184628)
Streptomyces griseoflavus LMG 19344 (AJ781322)

Streptomyces flaveolus NBRC 3715" (AB184786)

[— Streptomyces collinus NBRC 12759 (AB184123)
L) Streptomyces violaceochromogenes NBRC 131007 (AB184312)

0.001

Figure 1

Streptomyces heliomycini NBRC 15899" (AB184712)

| Isolat PAL111 (JN225875)
5L Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 (M27245)

Arbre phylogénétique basé sur ’analyse des séquences du gene codant pour ’ARNr 16S, montrant la relation entre ’isolat

PAL111 et les souches-types des espéces les plus proches du genre Streptomyces. La barre représente une substitution pour
1000 nucléotides. Les valeurs du Bootstrap (supérieures a 40 %) basées sur 1000 analyses sont indiquées au niveau des nceuds de

larbre.

Phylogenic tree based on 16S rRNA gene sequences showing relationships among isolate PAL111 and the most close type strain species

of Streptomyces.



Tableau 3 Caractéristiques physiologiques de lisolat
PAL111 en comparaison avec celles de Streptomyces ambo-
faciens.

Physiological characteristics of the isolate PAL111 in compa-
rison with those of Streptomyces ambofaciens.

Isolat
PAL111

Streptomyces
ambofaciens?

Utilisation comme seule
source de carbone
Arabinose
Fructose
Inositol
Galactose
Mannitol
Mélibiose
Raffinose
Rhamnose
Salicine
Saccharose
Xylose

+ o+ o+ o+

|
| < + + + + +

+ o+ o+ o+

Utilisation comme seule
source d’azote
Histidine
Phénylalanine + +
Proline + ND

Dégradation de
Amidon + +
Xanthine
Réduction des nitrates + -

Croissance en présence
de NaCl (w/v)
4% + +
7% + -
10 % + -
13 % - -

Résistance a
Azide de sodium (0,01 %) — v

Phénol (0,1 %) + +
Pénicilline G (10 UI) + -
Rifampicine (50 ug/mL) + +
Croissance a 45 °C + v
Tests :+ : positif ; — : négatif ; v : variable suivant les souches ;

ND : non déterminé.
2 Données de Locci [23] et Nonomura [27].

Extraction du composé actif, bioautographies et
révélations chimiques

Aucun des solvants organiques (a polarité croissante) utilisés
(N-hexane, dichlorométhane, N-butanol et acétate d’éthyle)
n’a extrait LUantibiotique (aucune activité contre
A. carbonarius M333, C. albicans IPA200, K. pneumoniae
E40 et B. subtilis ATCC 6633). En revanche, U’activité est
retrouvée au niveau des phases aqueuses (extraites
précédemment par chacun des quatre solvants). Les diame-
tres d’inhibition (diamétre du disque de 6 mm compris) sont
de 21 mm (A. carbonarius), 18 mm (C. albicans), 16 mm
(K. pneumoniae) et 24 mm (B. subtilis). Cela montre donc

Tableau 4 Activité antimicrobienne de ’isolat PAL111 sur
milieu ISP-2.

Antimicrobial activity of the isolate PAL111 on ISP-2
medium.

Microorganismes-cibles Activité (en mm)

Saccharomyces cerevisiae ATCC 4226 26

Candida albicans C2 7
C. albicans C3 13
C. albicans IPA200 11
Aspergillus carbonarius M333 21
A. flavus AF3 10
Fusarium culmorum FC200 26
F. graminearum FG3 17
Penicillium glabrum PG1 17
Bacillus subtilis ATCC 6633 31
Staphylococcus aureus S1 18
Enterobacter cloacae E13 10
Escherichia coli E195 23
Klebsiella pneumoniae E40 18
Salmonella enterica E32 10
Pseudomonas aeruginosa IPA1 3

que le composé actif sécrété par la souche PAL111 est trés
hydrophile et non extractible par des solvants peu ou moyen-
nement polaires.

Sur les plaques de chromatographie de gel de silice
(systéme de solvants : éthanol-ammoniac-eau, 8-1-1 v/v/
v), la phase aqueuse a migré en révélant une seule zone
active, notée 111A (Rf =0,40) ayant une action a la fois
contre C. albicans [PA200, A. carbonarius M333,
K. pneumoniae E40 et B. subtilis ATCC 6633.

Parallélement aux bioautographies, des plaques similai-
res de CCM ont fait l'objet de révélations chimiques. Le
produit 111A réagit positivement avec le naphtorésorcinol-
H,S0, (révélateur des glucides, en rose), la ninhydrine
(révélateur des amines, en violet) et le FeCls (révélateur
des acides hydroxamiques, en rose) et négativement avec la
formaldéhyde-H,S0, (révélateur des aromatiques polycycli-
ques). Cela suppose que ce produit est glycosylé et aminé et
contient des acides hydroxamiques dans sa structure.

Les actinomycetes, dont le genre Streptomyces, sont
connus pour sécréter de nombreux antibiotiques trés diver-
sifiés par leur activité (antibactérienne, antifongique, anti-
virale, etc.) et leur structure chimique (aminosides,
aromatiques, polyénes, antibiotiques nucléosidiques, etc.)
[2,6]. Les antibiotiques nucléosidiques sont généralement
hydrophiles et souvent révélés chimiquement par les révéla-
teurs des glucides, des acides aminés et des acides hydro-
xamiques (formule générale : R-CO-NH-OH pour ces derniers
composés) en raison de la présence de bases azotés et de
sucres aminés dans leur structure ; ils peuvent avoir égale-
ment une activité a la fois antifongique et antibactérienne
[2,9,38]. Ces caractéristiques sont aussi celles de l’antibio-
tique 111A qui pourrait étre de nature nucléosidique. Cet
antibiotique ne peut en aucun cas étre de nature polyénique,
sachant que les polyenes sont bien extraits par le N-butanol
et trés peu solubles dans ’eau (contrairement a 111A). Ce
résultat est intéressant car les molécules polyéniques sont
indésirables dans les programmes de recherche de nouvelles
molécules antifongiques en raison des problemes liés a leur
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Figure 2  Cinétiques de I’évolution du pH, de la croissance et des activités antimicrobiennes dans le milieu ISP-2, contre Candida
albicans IPA200 (cercle rempli), Aspergillus carbonarius M333 (carré vide), Klebsiella pneumoniae E40 (croix) et Bacillus subtilis ATCC
6633 (triangle vide). La croissance est mesurée par ’évolution du poids sec selon la méthode de Pfefferle et al. [27]. L’activité est
suivie par la méthode des puits, dont le diametre (10 mm) est compris dans les mesures.

Kinetics of pH, growth and antimicrobial activities in ISP-2 medium, against Candida albicans IPA200 (filled circle), Aspergillus
carbonarius M333 (open square), Klebsiella pneumoniae E40 (cross) and Bacillus subtilis ATCC 6633 (open triangle).

toxicité, a leur instabilité et a leur mauvaise solubilité dans
l’eau [10,14]. Des études spectroscopiques ultérieures
(masse, RMN du proton et du carbone 13) permettront
d’élucider la structure de lantibiotique de la souche
PAL111.

Détermination des concentrations minimales
inhibitrices

Les CMI du composé 111A (purifié sur plaques épaisses de gel de
silice et sur colonne de Séphadex LH20) vis-a-vis des micro-
organismes pathogénes sont données dans le Tableau 5. Les
CMI obtenues sont les mémes sur les milieux Mueller Hinton et
gélose nutritive pour les bactéries et sur les milieux Sabouraud
et gélose nutritive pour les champignons filamenteux et les
levures. Elles se situent entre 2 et 20 ug/mL pour les levures,
10 et 50 pug/mL pour les champignons filamenteux, 2 et 10 ug/
mL pour les bactéries a Gram positif et 20 et 75 pug/mL pour les
bactéries a Gram négatif. Les plus sensibles sont B. subtilis et
S. cerevisiae (2 ug/mL). Les trois souches de C. albicans sont

moyennement sensibles (CMI entre 10 et 20 ug/mL), de méme
que les champignons filamenteux A. carbonarius,
F. culmorum, F. graminearum et P. glabrum (CMI entre
10 et 15 ug/mL). Les microorganismes les plus résistants sont
A. flavus et P. aeruginosa (CMI égales a 50 et 75 ug/mL
respectivement).

Ces résultats sont intéressants au vu de la résistance des
microorganismes-cibles utilisés dans le présent travail, tels
que les souches de C. albicans, résistantes a tous les anti-
fongiques utilisés (excepté |’amphotéricine B) et le champi-
gnon toxinogéne F. culmorum, résistant méme a
’amphotéricine B. Il en est de méme pour les bactéries
multirésistantes aux antibiotiques (parfois de troisieme et
quatrieme générations), telles que les entérobactéries tes-
tées et S. aureus. Dans tous les cas et comme nous ’avons
déja signalé précédemment, |’absence de corrélation entre
Uactivité de U'isolat PAL111 et la résistance des germes-
cibles aux antibiotiques connus, suggére que ’antibiotique
111A sécrété par la souche d’actinomycéte différe de ceux
auxquels ces germes sont résistants.



Tableau 5 Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de
’antibiotique sécrété par l’isolat PAL111 contre divers cham-
pignons et bactéries.

Minimum inhibitory concentrations (MIC) of the antibiotic
secreted by the isolate PAL111 against several fungi and
bacteria.

Microorganismes-cibles CMI (ug/mL)?
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4226 2
Candida albicans C2 20
C. albicans C3 15
C. albicans IPA200 10
Aspergillus carbonarius M333 10
A. flavus AF3 50
Fusarium culmorum FC200 10
F. graminearum FG3 15
Penicillium glabrum PG1 10
Bacillus subtilis ATCC 6633 2
Staphylococcus aureus S1 10
Enterobacter cloacae E13 30
Escherichia coli E195 20
Klebsiella pneumoniae E40 20
Salmonella enterica E32 30
Pseudomonas aeruginosa IPA1 75

2 Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
représentent la moyenne de quatre répétitions.

L’activité intéressante de lisolat de Streptomyces
PAL111 contre plusieurs souches de C. albicans et de cham-
pignons filamenteux toxinogénes pour ’homme résistants a
plusieurs antifongiques et contre des bactéries pathogenes
multirésistantes aux antibiotiques, ainsi que la production
d’un antibiotique hydrophile de nature non polyénique,
incite donc a poursuivre les recherches sur cet isolat et
sur le produit bioactif qu’il sécréte.

Déclaration d’intéréts

Les auteurs déclarent ne pas avoir de conflits d’intéréts en
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