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Chapitre I: Les Actinomycètes                 

I) Les Actinomycètes

 1.1 Définition 

           Les Actinomycètes représentent un groupe assez vaste de bactéries mycéliennes à Gram positives. Ce groupe comprend actuellement quelque centaines espèces (Holt et al, 1994). Il présente certaines analogies avec les champignons qui sont en fait superficielles, puisqu'il ne s'agit d'une convergence de forme, ils ont une organisation cellulaire typiquement procaryote. La majorité représente un groupe fort utile dans les domaines agronomiques (fixation d'azote atmosphérique, lutte biologique contre les maladies des plantes) et surtout pharmaceutique. Dans ce dernier cas, de nombreux composés intéressants sont produits industriellement, comme les antibiotiques, les vitamines, les enzymes, les anti-histaminiques, les vasodilatateurs,  les immunostimulants…etc. (Nolan et Cross, 1988). 

1.2 Écologie des Actinomycètes                                                                                                                                                                         

      Ils sont universellement répandus. On dehors de quelques espèces parasites de l'homme, des animaux et des plantes, on les rencontre dans le sol, dans les eaux, dans les aliments et dans l’atmosphère. 
      Dans le sol, ils sont largement distribués. Ils représentent en général 10 à 30 % du total des micro-organismes telluriques (Dommergues et Mangenot, 1970).Ils sont présents dans les fonds fluviaux ou lacustres. La colonisation normale du milieu marin par les Actinomycètes est un point controversé, il existerait une forte d'actinomycètes spécifiques aux sédiments marins caractérisés par une température optimale, faible halophile et barotolérance (Jensen et al, 1991).
1.3 Nutrition des Actinomycètes 

         Ces microorganismes sont généralement chimiohétérotrophes, ils ont des exigences réduites et tirent leur énergie à partir d'une source très variée de substrats carbonés 
(Groth et al, 1999). 
         Les formes aérobies sont très majoritaires et apparaissent comme des précieux auxiliaires de l'environnement grâce à la variété des biodégradations qu'ils effectue est polysaccharides (Pectine, chitine, amidon, cellulose), protéines (kératine, élastine), tanins et lignine (constitué du bois dont les structures complexes sont difficiles à transformer biologiquement) et même les polluants environnementaux comme les pesticides sont la cible de telle ou telle espèce (Zimmeraman, 1990; Bibb, 1996; Hernandez-coronado et al, 1997). 

         Certaines espèces sont fermentatives et  représentent souvent des parasites de la cavité buccale, éventuellement pathogènes pour l'homme comme les Actinomyces  et Actinomadura madurae  cause certaines tumeurs chez l’homme (mycètomes) (Leclerc, 1995). 

1.4 Critères de classification 

   1.4.1 Critères morphologiques

          Les caractères morphologiques principaux ont de septation des hyphes, présence de mycélium du substrat et du mycélium aérien, la présence de sporange, de sclérotes, de spores, leur disposition sur l’hyphe et leur forme. L’étude de l’aspect de colonies développées sur milieu translucide (Lechevalier et Lechevalier, 1980).  (Figure 1)
    1.4.2 Critères chimiques 

          Ils sont représentent par les constituants majeurs de la paroi cellulaire des Actinomycètes. D’autres caractères chimiques complémentaires sont exploités, c’est le cas notamment des phospholipides d’origine membranaire (Lechevalier et Lechevalier, 1980),  les acides mycoliques ont un intérêt particulier dans la définition des genres respectifs Mycobacterium, Nocardia et Corynebacterium (Asselineau, 1981), les ménaquinones ont été suffisamment  étudiées chez certain nombre d’Actinomycètes (Collins et al.1977).    

    1.4.3 Autres critères 
            -  L'utilisation des actinophages (Bradley et al. 1961).
            -  L'ornementation de la surface des spores (Hutter, 1962).
            -  La sensibilité aux antibiotiques (Lyons et Pridham, 1973). 

            -  L’analyse du pourcentage en Guanine Cytosine des Actinomycètes 

                (Bradley et al. 1961). 

 - L'analyse des constituants cellulaires (Becker et al, 1964 ;  Minnikin et al, 1977; Lechavalier et al. 1977)
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 Figure 1 : Quelques formes morphologiques des actinomycètes
1.5 Classification

       Les Actinomycètes sont subdivisés en un certain nombre de groupes. Dans le Tableau 1 nous citerons seulement la taxonomie des groupes qui produisent les antibiotiques, particulièrement les groupes de classe Actinobacteria et sous classe Actinobacteridae et ordre Actinomycetales.
Tableau 1 : Taxonomie des Actinomycètes (2eme édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology) (Prescott et al, 2003)
	Ordre 
	Sous ordre
	Famille
	Genres 

	Actinomycetales 
	Actinomycineae
	Actinomycetaceae
	Actinomyces 

Actinobaculium 

Arcanobacterium 

Mobiluncus 

	
	Corynebacterineae 
	Mycobacteriaceae 
	Mycobacterium

	
	
	Nocardiaceae 
	Nocardia

Rhodococcus  

	
	Micromonosporineae 
	Micromonosporaceae 
	Micromonospora 

Actinoplanes 

Catellatospora

Couchioplanes

Dactylosporangium

Pilimelia

Spirilliplanes 

Verrucosispora 



	
	Pseudonocardineae 
	Pseudonocardiaceae
	Pseudonocardia

Saccharomonospora 

	
	
	Actinosynnemataceae
	Saccharothrix

	
	Streptomycineae
	Streptomycetaceae 
	Streptomyces

Kitasatospora 

Streptoverticillium 

	
	Streptosporangineae 
	Streptosporangiaceae
	Streptosporangium

Microtetraspora 

	
	
	Nocardiopsaceae 
	Nocardiopsis 

Thermobifida 

	
	
	Thermomonosporaceae 
	Thermomonospora

Actinomadura 

Spirillospora 


1.6 Culture des Actinomycètes et formation d’antibiotique

       1.6.1 Croissance et formation d’antibiotique en culture solide

              Le développement morphologique des colonies d’Actinomycètes et la différenciation  biochimique  conduisent  à  la  synthèse de  métabolites  secondaires. 
Au cours de leur croissance, les hyphes d’Actinomycètes croissent par élongation polaire

 (Cox et al, 1998). et  subissent chez la plupart des genres des branchements, ce phénomène de branchement d’hyphes est déclanché suite à une reprise de plasticité des parois cellulaires rigides résultant souvent d’un épuisement local en nutriments et en gaz dans le Microenvironnement du point des branchements. Cette élongation est observée pendant la germination de spores et repousse des fragments mycéliens (Bushell, 1988).
La croissance des Actinomycètes est lente, l’apparition du mycélium aérien mature comportant les spores (croissance complète) se fait entre 7 et 14 jours et peut aller jusqu’ à un mois d’incubation chez certaines espèces sur milieu solide. Holt et al (1994) ont divisé la colonie d’Actinomycètes en quatre rangs morphologiques, observés également chez les colonies fongiques et reflétant les différentes étapes de croissance de la colonie :
   -  La zone étendue (périphérique) ; zone de l’accroissement de la biomasse
   - La zone productive ; zone de la synthèse de métabolites ainsi que le développement             du mycélium aérien non sporulé
   -  La zone fertile ; zone de la sporulation
   -  La zone âgée ; zone de la lyse du mycélium de substrat qui accompagne le développement du mycélium aérien
            La différence entre les quatre zones est morphologique et fonctionnelle. Ainsi, toutes ces zones sont présentes simultanément  à l’intérieur de la colonie d’actinomycètes (Allan et prossers ,1985).
En plus, une relation étroite existe entre la taille des hyphes et la production d’antibiotique (Sebastine et al, 1999). puisque, les hyphes larges sont plus productifs que les petits hyphe 

(Wardell et Bushell, 1999; Stocks et Thomas, 2001).  (Figure 2)    

         1.6.1 Croissance et formation d’antibiotique en culture liquide
                La morphologie des Actinomycètes varie d’une croissance en mycélium dispersée à une croissance en pellets (enroulement du mycélium sur lui-même en formant une petite boule). La forme dispersée peut être libre ou en agrégats.
             La morphologie de la culture affecte le taux de production d’antibiotique, elle diffère entre les membres d’une même espèce et dépend de plusieurs facteurs tels que la taille d’inoculum, la concentration en oxygène dissous et le pH.

            Dans le cas de la croissance en pellets, le transfert d’oxygène vers les hyphes existant à l’intérieur de ces petites boules  est très limité ce qui diminue la production d’antibiotiques (Busheell, 1988). Le mycélium peut se fragmenter, en culture liquide sous certaines conditions de stress nutritionnels, cette fragmentation est favorisée par une agitation élevée de la culture. La tendance à former des fragments mycéliens est corrélée avec une diminution ou une perte de la capacité de biosynthèse d’antibiotiques (Wardell et Bushell, 1999).  

        1.6.3 Trophophase et idiophase 
            Le développement d’une culture d’un microorganisme producteur d’antibiotiques se divise normalement  en deux phases (fermentation biphasique) ; il y a tout d’abord une phase de croissance logarithmique (trophophase), et puis une phase de production des métabolites secondaires (idiophase). Cette distribution est plus ou moins nette selon l’organisme et les conditions de culture. Elle est très claire dans le cas des bactéries unicellulaire où la croissance est suivie par le dénombrement des cellules. Mais elle est moins nette pour les Actinomycètes pour lesquels le poids sec constitue la mesure de la croissance (Martin et Demain, 1980).  (Figure 3)
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         Figure 2 : Culture d’actinomycète et production d’antibiotique en milieu solide 
          (Microbial biorealm, www.microbewiki.kenyon.edu)
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Figure 3: Les biphases de croissance d’Actinomycètes (Larpent et sanglier, 1989)
1.7 Technique d'isolement et conservation d'actinomycètes

     1.7.1 L’échantillonnage et l’isolement
         La majorité d’Actinomycètes producteurs d’antibiotiques ont été isolées à partir d’échantillons de terre. L’échantillonnage de sol dépendent  des facteurs :

        -  La profondeur optimale est entre 2-15 cm. 

        - Le choix de qualité du sol. Les sols riches en matière organique et  les zones de rhizosphère à taux d’humidité de 10 à 30 %  sont les plus riches en actinomycètes.

Les actinomycètes sont isolées à partir d’un sol séché et broyé puis d’ensemencé des dilutions de suspension mère  de sol en gélose spécifique pour les actinomycètes productrices d’antibiotiques ou par l’addition d’inhibiteurs de croissance pour les autre microorganismes.   
(Leveau et Bouix, 1993)
      1.7.2 Conservation d'Actinomycètes 
           Les souches isolées ou issues d'une modification génétique doivent être conservée sans perdre leurs caractères morphologiques ou biochimiques. Les méthodes utilisées sont :
    - Transfert successives sur milieu neuf ; repiquage. 

    - Conservation de suspension des spores sur terre stérile sèche 

    - Lyophilisations des suspensions de spores. 

    - Congélation de culture ou de suspension de propagules à 20 °C sous l’azote liquide.

(Dietz, 1982 ; Kutzner, 1972 ; Perlman et Kikuchi 1977; Williams et Cross, 1971)

1.8 L’étude d’un exemple d’un genre d’Actinomycètes
        La découverte de la streptomycine en 1943, produite par Streptomyce griseus, et de son intérêt thérapeutique a suscité important effort de recherche dans le secteur pharmaceutique. Depuis, des centaines de substances antibiotiques ont été extraites de cultures d'Actinomycètes et en particulier de Streptomyces (Tirabyat et Etienne, 1983). 
       Streptomyces est le genre le plus important numériquement dans les Actinomycètes. Il  constitue environ 70 % des Actinomycètes telluriques, cette large distribution serait due en 

partie à sa capacité à dégrader des matières organiques complexes, ils jouent un rôle dans la fertilité des sols (Dommergues et Mangenot, 1970).

1.8.1 Caractères morphologiques, chimiques et physiologiques de Streptomyces
          Les espèces appartenant au genre de Streptomyces développent généralement de mycéliums primaires et secondaires important. Hyphe coenocytique de 0,5 à 2 µm de diamètre. Le mycélium aérien forme de longues chaînes de spores. Une paroi possède principalement l’acide diaminopimélique, 
          Les Streptomyces sont de type oxydatif et hydrolyse souvent la caséine et l’amidon  (Lechevalier et  Lechevalier, 1980).  Leur température optimale s'étend  de 25 à 35° C et le pH  est compris entre 6,5 et 8 (Leveau et bouix, 1993).
          La détermination des espèces de Streptomyces selon des clés de classification selon les caractères suivants (Leveau et Bouix, 1993) 
   -La couleur de mycéliums aériens sporulés avec 7 classe; blanc, gris, jaune, rouge, bleu, vert et violet

   -La forme des chaînes de spores  

   -La production de pigments mélanoїdes bruns à noirs
   -L’ornementation de la paroi de spores lisse, verruqueuse, échinulée ou chevelue

   -la capacité d'utilisation sources de carbone pour se développer; D-glucose, D-xylose,                                                  L-arabinose, L-rhamnose,  D-fructose, D-galactose  raffinose,   D-manitose,  inositol  et saccharose.
1.8.2 Caractères génétiques de Streptomyces
         L'ADN chromosomique chez Streptomyces est circulaire, contient environ trois fois plus d'ADN que chez  Escherichia coli,  4 copies des séquences répétitives par génome haploïde constituent 5 % du génome, le pourcentage en Guanine Cytosine varie très peu à l’intérieur du genre  (70 à 73 %) (Antonov et al, 1977).
         Les Streptomyces ont des plasmides de taille très diverses et nombre très variable de copies. Ces plasmides, généralement circulaires et certains cas linières, sont impliqués dans le contrôle de la fertilité de production d’antibiotiques et la résistance à ceux-ci. (Coats, 1982 ; Hopwood et al, 1986).
 1.8.3 Cycle biologique des Actinomycètes
           Durant de longues années, les Actinomycètes ont été comparés et rapprochés des champignons à cause de l'aspect de leur colonie et en raison de leur croissance mycélienne et leur cycle biologique, ce dernier débute par germination de spores et se termine par leur formation, la dormance et germination des spores sont détaillées dans les étapes suivantes    
· Germination des spores

            Les spores des Actinomycètes peuvent passer par une période de latence avant de germer, la levée de cette dormance est conditionnée principalement par la température et l’humidité et cette germination exige un milieu organique à base de peptone ou d’hydrolysat de caséine. D’autres facteurs tels que l’aération intensive et présence d’un acide aminé en particulier la valine. Dans ces conditions convenables, les spores germent rapidement en donnant naissance à un ou plusieurs tubes germinatifs (Locci, 1979 ; Bushell, 1988).
· Mycélium  primaire 

           Le tube de germinatif va croître et donner des hyphes qui se ramifient intensément. Ce mycélium se développe sur et dans le substrat. Il  est dénommé mycélium primaire ou mycélium végétatif du substrat. Ce mycélium  ramifié, éventuellement pigmenté, peut se fragmenter en libérant des éléments coccoїdes ou en bâtonnets  (Allan et Prosser, 1983).

· Mycélium secondaire

           Sur le mycélium primaire va se développer un  mycélium secondaire aérien. Ces hyphes sont peu ramifiés et pourvues d’une enveloppe hydrophobe, ils sont plus épais que les hyphes primaires. Ce mycélium est généralement pigmentée (gris, vert, rouge....). Sur ce mycélium aérien se forment les spores (Leclerc, 1995 ; Bibb, 1996)  
· Formation des spores

           Pour les Streptomyes il s'agit d' exospores, des parois transversales se forment sur les hyphes pour délimiter les spores. Les parois s'épaississent autour de chaque spore individualisée. Ces spores permettent la propagation de l'espèce et la survie dans les conditions défavorables à la croissance végétative (Chater et Losick, 1996). (Figure 4)
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Figure 4 : Cycle biologique d’Actinomycètes 
(Department of biology. www.science.mcmaster.ca)
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les formes de colonies d’Actinomycètes, (Sergey, 2006)


L’aspect de mycélium aérien en microscope électronique, (Buttner et al, 2003) 


L’aspect des spores en microscope électronique (institut of microbiology, 2005)


L’aspect de disposition des spores sur les hyphes (Buttner et al, 2003) 
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