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Abstract

Algeria harbors a remarkable biodiversity of marine sponges of the genus Axinella
verrucosa, particularly the red and yellow species, which host a wide range of symbiotic
microorganisms. These microorganisms, especially actinomycetes and actinomycetes and
molds, represent a promising source of antimicrobial compounds in response to the growing
threat of multidrug-resistant pathogens. In this context, we conducted a study during which
we collected and analyzed sponge samples, leading to the isolation of 12 fungal strains,
mainly from the Penicillium genus, and four actinomycete strains. Among these, two fungal
strains and three actinomycete strains exhibited remarkable antimicrobial activity, notably
against Bacillus subtilis and Candida albicans. These findings highlight the
biopharmaceutical potential of marine microorganisms associated with Axinella verrucosa as

a natural source of new antimicrobial molecules.

Keywords: Marine sponge, marine microorganisms, antimicrobial activity, marine

biotechnology.



Résumé

L’ Algérie abrite une biodiversité remarquable d’éponges marines du genre Axinella
verrucosa, notamment les espéces rouges et jaunes, qui hébergent une large gamme de micro-
organismes symbiotiques. Ceux-ci, en particulier les actinomycétes et les moisissures,
représentent une source prometteuse de composés antimicrobiens face a la menace croissante
des agents pathogénes multirésistants. Dans ce contexte, nous avons mené une étude au cours
de laquelle nous avons collecté et analysé des échantillons d’éponges, ce qui a permis d'isoler
12 souches de moisissures, principalement du genre Penicillium, et quatre souches
d’actinomycetes. Parmi celles-ci, deux souches fongiques et trois souches d’actinomyceétes
ont montré une activité antimicrobienne remarquable, notamment contre Bacillus subtilis et
Candida albicans. Ces résultats soulignent le potentielbiopharmaceutique des micro-
organismes marins associés a A. verrucosa comme source naturelle de nouvelles molécules

antimicrobiennes.

Mots-clés : Eponge marine, Microorganismes marins, Activité antimicrobien, Biotechnologie

Marin .
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Généralités

La biotechnologie marine constitue aujourd’hui un champ de recherche stratégique,
mobilisant les ressources biologiques des écosystémes marins pour le développement de
solutions innovantes dans les domaines de la santé, de I’agroalimentaire et de la protection de
I’environnement (Arrieta et al., 2010).

En effet, les milieux marins, encore largement inexplorés, offrent une biodiversité
unique permettant 1’accés a des composés naturels rarement présents chez les espéces
terrestres, ouvrant ainsi la voie a la bioprospection ciblée dans un objectif pharmaceutique
(Penesyan et al., 2010). Par ailleurs, les approches actuelles integrent une vision durable,
visant la valorisation raisonnée de ces ressources tout en respectant I’équilibre des
écosystémes marins (Mayer et al., 2013).

Les organismes marins tels que les bactéries, les micro-algues, et les invertébrés
sessiles notamment les éponges, représentent une source précieuse de métabolites secondaires
dotés d’activités biologiques variées, ce qui les rend particulierement intéressants pour la
découverte de nouveaux agents thérapeutiques (Imhoff et al., 2011). Parmi ces organismes
les plus étudiés en biotechnologie, les éponges (phylum Porifera) occupent une position clée.
Ces animaux pluricellulaires, considérés comme ’un des groupes les plus primitifs du régne
animal, sont caractérisés par 1’absence de systémes digestif, nerveux et excréteur. Leur
structure corporelle simple mais efficace leur permet de filtrer de grandes quantités d’eau
pour se nourrir et respirer (Taylor et al., 2007). Présentes depuis le Cambrien inférieur, les
éponges colonisent une vaste gamme d’habitats marins, des zones littorales peu profondes
jusqu’aux abysses, certaines espéces étant retrouvées a plus de 8000 metres de profondeur
(Van Soest et al., 2012). Bien que la majorité des espéces soient marines, quelques-unes
vivent en eau douce. Elles sont particulierement abondantes dans les milieux cétiers riches en
particules organiques, entre 5 et 30 metres de profondeur. En tant qu’organismes benthiques
sessiles, elles se fixent exclusivement sur des substrats solides comme les roches ou les
structures artificielles immergées (Webster & Thomas, 2016).

Leur morphologie asymétrique, leur grande diversité de formes et de couleurs, ainsi
que leur capacité de régénération cellulaire les rendent remarquables sur le plan écologique et
biomedical.

Un aspect fondamental de leur écologie est leur relation symbiotique avec des
communautés microbiennes complexes. Les microorganismes associés peuvent représenter
jusqu’a 40 % du volume de 1’éponge et jouent des roles clés dans la nutrition, la défense

chimique, et la production de métabolites secondaires bioactifs (Hentschel et al., 2012; Pita
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et al., 2018). Ces associations symbiotiques sont aujourd’hui considérées comme une source
prometteuse de nouvelles molécules d’intérét biopharmaceutique.

Une espece en particulier, Axinella verrucosa, attire 1’attention des chercheurs.
Appartenant a la classe des Demospongiae, cette éponge se distingue par sa forme arbustive,
avec des colonnes rigides et des verrues (Doris, 2024). Elle vit principalement sur des
substrats rocheux, a des profondeurs allant de 10 a 80 metres, dans des zones a faible
luminosité. Sa répartition géographique est centrée sur le bassin méditerranéen et les eaux
tropicales de I’Atlantique, ce qui en fait un sujet de choix pour 1’étude de la biodiversité
marine et ses applications biotechnologiques.

Les éponges marines abritent une diversité remarquable de micro-organismes
symbiotiques, notamment des actinomycetes et des moisissures, qui jouent un réle essentiel
dans I’écologie des éponges et leur potentiel biotechnologique (Subramani & Sipkema,
2019).

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses du phylum Actinobacteria, bien
connues pour leur capacité a produire de nombreux métabolites secondaires bioactifs tels que
des antibiotiques ou des agents anticancéreux (Dhakal et al., 2017). En milieu marin, ils sont
fréquemment isolés a partir d’éponges, ou ils participent activement a la défense de 1’hote
contre les pathogenes et les prédateurs, en produisant des composés antimicrobiens
(Manivasagan et al., 2014). De plus, ils contribuent au recyclage de la matiére organique,
renforcant la stabilité écologique de I’habitat. Parallelement, les moisissures marines,
principalement issues des phylum Ascomycota et Basidiomycota, établissent également des
relations symbiotiques avec les éponges (Hughes & Kelsey, 2016). Ces champignons, qui
colonisent des substrats organiques, produisent une large gamme de métabolites secondaires
tels que des enzymes, mais aussi des composés aux propriétés antimicrobiennes,
antifongiques et anticancéreuses (Rateb & Ebel, 2011). Leur réle dans la décomposition de
la matiére organique contribue efficacement au recyclage des nutriments, essentiel a la santé
des communautés benthiques (Hughes & Kelsey, 2016).

L’étude de ces symbioses microbiennes s’avere donc essentielle pour comprendre en

profondeur les interactions écologiques et exploiter leur potentiel pharmaceutique (Imhoff,

2020).
En réponse aux pressions écologiques — prédation, compétition spatiale, infections
microbiennes —, les éponges marines produisent une grande diversité de métabolites

secondaires aux structures chimiques souvent uniques. Ces composeés incluent des alcaloides,

des terpenes, des polykétides et des peptides cycliques, et jouent a la fois un réle écologique
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de défense et un rdle biotechnologique prometteur (Pita et al., 2018). lls présentent des
activités antimicrobiennes, antitumorales et anti-inflammatoires significatives (Laport et al.,
2019 ; Pita et al., 2018). La production de ces composés n’est pas exclusivement attribuée
aux cellules de I’éponge elle-méme, mais également a son microbiome symbiotique,
notamment les actinobactéries, reconnues pour leur capacité & produire des substances
pharmacologiquement actives telles que les rifamycines (Zhang et al., 2019). Ainsi, 1’étude
conjointe des éponges et des micro-organismes qui leur sont associés ouvre des perspectives
nouvelles et prometteuses pour le développement de thérapies issues des milieux marins
(Imhoff, 2020 ; Zhang et al., 2019).

Dans ce contexte, lI'objectif principal de I'étude est d'explorer et de valoriser les
métabolites bioactifs d'origine marine en isolant et en caractérisant des micro-organismes
marins, notamment des souches d’actinomycetes et de champignons, a partir d'échantillons
d’éponges rouges et jaunes collectés dans le port de Honain. Ces micro-organismes seront
ensuite évalués pour leur activité antimicrobienne contre des souches pathogenes, répondant
ainsi a la problématique croissante de la résistance aux antibiotiques.

Pour atteindre cet objectif, notre travail s’est articulé autour de trois grandes parties :

La premiére partie est consacrée a des généralités sur les molécules bioactives marine et sur
les champignons et les actinomycetes des sédiments marins et leurs importance.
La deuxiéme partie concerne, les protocoles expérimentaux et les techniques utilisées tout au
long de ce travail. A propos de la troisiéme partie, elle dévoile 1’analyse des résultats obtenus,
les interprétations et les discussions pour finaliser par une conclusion et des perspectives de
recherche.
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1- Echantillonnage

La récolte des échantillons d’éponges rouge et jaune est réalisée par Monsieur
BOUDJAMAA DJAMEL, du profondeur de 7 metres, a partir du port de Honain dans la
région de la willaya de Tlemcen le 15 février 2025 (Figures 1). Les eponges sont conservés

dans des sacs en plastiques stériles.

Figure 1: Carte géographique d'Algérie (Tlemcen).

Figure 2: Echantillons d’épanges : (A) : rouge ; (B) : jaune.

2. Mesure les paramétres physico-chimiques
Les paramétres retenus dans notre étude sont le pH, oxygeéne dissous, conductivité électrique,
salinité, et puotentiel redox.
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2.1. pH

Le pH joue un role important dans la répartition des organismes aquatiques (Dajoz,
2000). Le pH est en relation avec la concentration des ions d’hydrogéne présent dans I'eau. La
différence de potentiel existant entre une électrode de verre et une électrode de référence
plongeant dans la méme solution est mesuré par le pH metre (Abdesselem, 1999).
2.2. Oxygene dissous

C'est un élément important dont les teneurs dépendent des phénomenes qui tendent
soit a un enrichissement grace aux échanges avec l'atmosphére (Lacaze, 1996). Etant I'un des
plus importants indicateurs sur le degré de la pollution des eaux. Il est un facteur écologique
essentiel car sa présence permet la respiration des étres vivants aquatiques. Mesuré également
in situ grace a un oxymétre étalonné de type WTW 3401. Le taux d'O,: dissous est affiché en
mg/L ou en % ou degré de saturation (Angelier, 2003).
2.3.Conductivité électrique

La conductivité d'une cau est sa capacité a conduire plus au moins un courant
électrique (Rodier et al., 1996). Elle est déterminée in situ par la méthode électrique a l'aide
d'un conductimetre.
2.4. Salinité

La salinité d'une cau est sa concentration en électrolyte, c'est-a-dire les anions et les
cations dissous dans l'eau, elle permet donc d'apprécier la qualité des ions dans I'eau
(Leveque, 1996).
2.5. Potentiel redox ou potentiel d'oxydo-réduction (ORP)

Le potentiel d'oxydoréduction (ORP) est une mesure électronique empirique en volts
(et notée Eh) réalisée a I'aide d'un appareil spécifique pour exprimer la réactivité entre eux
des éléments et substances chimiques, soit oxydants, soit réducteurs, présents dans I'eau. En
riviére ou plan d'eau de bonne qualité I'ORP doit s'élever de 300 et 500 mv. Une faible valeur
d'ORP témoigne d'une insuffisance de décomposition d'éléments presents dans l'eau et de leur
accumulation nocive a la vie aquatique.
3. Mesure les paramétres de pollution

3.1. Test de nitrate

La procedure de test du nitrate commence par le remplissage du tube Nitrate avec
I’échantillon jusqu’au trait de 20 mL. Ensuite, une cuillere de poudre Nitratest est ajoutée
sans refermer le tube, puis le mélange est agité pendant une minute. Aprés une minute de

repos, le tube est légérement secoue trois a quatre fois pour favoriser la floculation, puis laissé
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au repos pendant deux minutes supplémentaires ou jusqu’a clarification de la solution. Le
capuchon est ensuite retiré et le haut du tube nettoyé avec un papier propre. La solution claire
est transférée dans une éprouvette ronde jusqu’au trait de 10 mL. Une pastille Nitricol est
ajoutée, écrasée, puis bien mélangée jusqu’a dissolution compléte. Aprés un temps d’attente
de 10 minutes pour permettre le développement complet de la couleur, la lecture est effectuée
a I’aide d’un photométre réglé sur une longueur d’onde de 570 nm. Le résultat est exprimé en
pourcentage de transmission (%T).
3.2.Test de nitrite

La procédure de test du nitrite consiste a remplir le tube avec 1’échantillon jusqu’au
trait de 10 mL. Une pastille Nitricol est ensuite ajoutée, écrasée, puis mélangée
soigneusement jusqu’a dissolution compléte. Il faut ensuite attendre 10 minutes pour
permettre le développement de la couleur. Enfin, la lecture du résultat est effectuée
conformément au mode d’emploi de I’instrument utilisé.

4. Isolement des mosisissures et des actynomycetes

4.1. Isolement des moisissures marines :

Les ensemencements sont effectués par la méthode de suspension-dilutions nous avons

découpé les éponges en petitsmorceaux a l'aidede ciseaux stérile.

On met en suspension 10 g d'éponge rouge ou jaune frais dans 90 ml et en a broyé dans un
robot avec I'eau de mer stérile, ce qui représente la dilution 10. Apres homogénéisation au
vortex, on réalise des dilutions décimales dans I'eau de mer stérile jusqu'a 10%, puis on a
étale 1000 pl. de chaque dilution a la surface des milieux de culture CDA, PDAac. et MEA
(voir Annexe). Apres ensemencement, les boites de Pétri ont été incubées a 25+1°C pendant 5

a7 jours. Les colonies sont repiquées et purifiées sur les milieux PDAac.

L'ajout de I'acide lactique , ou du rose bengal a raison de 1 a 1,5ml par flacon (200ml)

empéche le développement des bactéries. De plus, le rose bengal ralentit la croissance des
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moisissures a croissance rapide et donne plus de chance d'isoler les moisissures a croissance

lente

4.2. I1solement des actinomycétes marines :

Les ensemencements sont effectués par la méthode de suspension-dilutions. On met en
suspension 10 g de éponge rouge ou jaune dans 90 mL d'eau mer stérile, ce qui représente la
dilution 10", Aprés homogénéisation au vortex, on réalise des dilutions décimales dans I'eau
de mer stérile jusqu'a 10 (Boublenza, 2023), puis on étale 100 pL de chaque dilution a la
surface des milieux de culture (voir annex) :

v Milieu de Bennett (Jones, 1949; Wakisaka, 1982 in Bastide, 1986).

Milieu ISP2 ( International Streptomyces Medium 2) .

Gélose Trypticase de Soja (T.S.A) (Krishnamurthi et Chakrabarti, 2013);
M2 ( Amidon casein Agar ) .

Gélose Nutritive (G.N) (Kim et al., 2013).

GNG (Belyagoubi, 2025)

v Gélose de gause (Boublenza, 2023).

Tous les milieux utilisés dans cette étude contiennent des antifongiques le cycloheximide (50
ug/mL) et I’acide nalidixique (10 ug/mL.) (Williams et Davies, 1965 in Bastide, 1986).
Les solutions d'antifongiques sont préparées extemporanément en acétone (cycloheximiode)

NN

et en eau (nystatine). Elles sont ajoutées aseptiqguement aux différents milieux apres
stérilisation de ceux-ci.

Apres ensemencement, les boites sont incubées a 28+1°C pendant 2 a 4 semaines et
examinées régulierement.

Les colonies présentantes les critéres des actinomycetes sont repiquées et purifiées sur les
milieux Bennett ou T.S.A (Bastide, 1986).

5. Identification des moisissures et des actinomyceétes marines

5.1. Critéres macroscopiques

L’identification des espéces fongiques repose sur l'examen de critéres de culture a I'oeil nue
tels que le taux de croissance ; I’apparence de la colonie, la couleur et la forme, ainsi que sur
les caractéristiques morphologique.

5.2. Critéres microscopiques

5.2.1. Moisissures
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On effectue une identification microscopique en utilisant la méthode de scotch. Afin
d'effectuer la méthode suivante, il est nécessaire d'appliquer une goutte a deux gouttes de
bleu de coton sur une lame de verre (annexe). Ensuite, en utilisant un ruban adheésif (scotch),
il est nécessaire de découper un morceau, de I'appliquer sur la colonie de moisissure et de le
déposer sur la lame.

Apres, l'observation est réalisée a l'aide d'un microscope optique avec des grossissements
allant de x10 a x40 (Zerriouh &L ahouati, 2024).

5.2..2 Actinomycetes

On a effectue la coloration de Gram selon les étapes suivantes :

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal, il est
ensuite rincé rapidement a I'eau distillée, traité pendant une minute par une solution de Lugol,
et de nouveau rincé rapidement a I'eau distillée. On soumet alors le frottis coloré a une étape
de décoloration en le traitant avec I'éthanol 95%. Il s'agit de I'étape critique: la lame est
maintenue inclinée et en fait couler le solvant sur le frottis pendant 15 a 30 secondes.
seulement jusqu'a ce que le colorant cesse de s'échapper librement du frottis. Celui-ci est alors
immédiatement rincé a l'eau distillée. A ce stade les cellules Gram- seront incolores, les
cellules Gram violettes. On soumet ensuite le frottis a une contre coloration de 10 a 30
secondes a la fushine (ou safranine) pour colorer les cellules Gram- présentes. Apres un bref
rincage a l'eau distillée, on seche le frottis au buvard ou au-dessus de la flamme d'un bec
Bunsen et on I'examine a l'objectif (X 100) a immersion.

Avec cette coloration double, les bactéries Gram-positif apparaissent en violet foncé tandis
que les bactéries Gram-négatif sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2007).
7. Critéres biochimiques

La présence des activités enzymatiques chez les isolats d’actinomycétes a eté
déterminée par I’utilisation de plusieurs substrats :
e Hydrolyse de I’amidon :

Les souches d’actinomycetes ont été ensemencées en stries serrés sur la gélose de
gause contenant I’amidon (voir annexes). Apres 14 jours d’incubation a 30°C, la culture a été
recouverte d’une solution de lugol.

Cette solution permet de colorer en brun les zones de la culture contenant 1’amidon. Les
parties de la culture dont I’amidon a été dégradé restent non colorées (Gordon & Smith,
1953).

e Hydrolyse de la caséine
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La présence d’une activité enzymatique de la caséinase a été étudi¢e sur le milieu
Bennett (voir annexes) additionné de 5 % (P/V) de lait écréme.

L’apparition d’une zone claire autour des colonies aprés 7 a 14 jours témoigne I’hydrolyse de
la caséine (Géraldine et al., 1981).
e Hydrolyse de la gélatine

Ce test a été réalisé selon la méthode de Pickett et al. (1991).

Dans des tubes a essai stériles contenant 5 ml d’eau physiologique stérile, des
bandelettes de film photographique ont été transférées dans des conditions d’asepsie. Sur ce
méme tube une suspension dense d’actinomycéte a tester a été ajoutée.

Les tubes ont été incubés a 30°C et des observations régulieres des tubes ont été réalisées
pendant 7, 14, et 21 jours afin de noter la liquéfaction de la gélatine qui se traduit par le
décollement de la surface superficielle du film photographique.

e Coagulation et la peptonisation du lait écrémé

Certains actinomycetes sont capables de synthétiser des enzymes utilisées pour
coaguler le lait. Pour vérifier la présence de cette activité enzymatique dans nos isolats, des
tubes contenant 5 ml de lait écrémé ont été ensemencés avec la suspension d’actinomycetes a
tester. L’incubation a été réalisée a 30°C pendant 14 jours. Des observations réguliéres ont
permis de noter la coagulation du lait par les souches testées.

La peptonisation qui est la digestion compléte du lait a été également vérifiée dans les mémes
conditions que la coagulation (Williams & Cross, 1971).
e Utilisation des différents substrats carbonés sur milieu TSI

Le milieu TSI (triple sugar iron) contient trois glucides : le glucose, le saccharose et le
lactose dont leurs fermentations par la bactérie a tester se manifeste par le changement de
couleur de I’indicateur du pH (le rouge de phénol) présent dans ce milieu.

Des tubes a essai ont été coulés par le milieu gélosé de TSI et inclinés de facon a
obtenir un culot et une pente. La fermentation du glucose se manifeste par le changement de
couleur du culot qui vire vers le jaune, dans ce cas la bactérie est dite "glucose positif".

La fermentation du saccharose et le lactose se manifeste par une pente virant en jaune,
dans ce cas la bactérie est dite "lactose-saccharose positif”. Si les deux parties de tubes (culot
et/ou pente) restent rouges ou inchangeés cela veut dire que la bactérie est négative pour les
trois glucides présents dans ce milieu. Ce méme test permet de détecter la production de
sulfure d’hydrogeéne (H,S) qui se manifeste par la présence d’un précipité noir au niveau du
culot (Marchal et al., 1991).

e Utilisation de citrate comme seul source de carbone
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Ce test a été réalisé sur le milieu de citrate de Simmons. Le principe du milieu repose
sur I’aptitude de certains microorganismes a pouvoir se développer avec le citrate comme
seule source de carbone.

Le métabolisme du citrate est visualisé par le virage de ’indicateur du pH (bleu de
bromothymol) au bleu (Marchal et al., 1991).

e Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade 1’eau oxygénée H,O, en molécule d’eau H,O
et de dioxygéne O,. La présence d’une catalase dans nos isolats a été déterminée en utilisant
quelques gouttes d’une solution fraiche de H,O, sur une lame stérile en présence de la culture
bactérienne. Un dégagement gazeux se traduit par la décomposition de I’H,0; et la libération
de dioxygene, dans ce cas la bactérie est dite "catalase positive".

Dans le cas opposé la bactérie est dite "catalase négative™ (Delarras, 2007).
e Recherche de I’uréase

La présence d’une activité enzymatique de I'uréase a été appréciée par 1’ajout de
quelques gouttes de milieu liquide de 1’urée-indole sur un tube a essai qui contient 4,5 ml
d’eau physiologique stérile. Aprés 48 h d’incubation a 30°C, et si la solution vire vers le
rouge la bactérie est dite "uréase positive". Si la solution reste inchangée dans ce cas la
bactérie est dite "uréase négative' (Marchal et al., 1991).

e Production de pigments mélanoides

La mise en évidence de la production de ce pigment (pigment brun diffusible) est
réalisée par la culture de la souche sur milieu gélosé ISP6. Les boites sont ensemencées en
stries serrées et la production est appréciée aprés 2 et 4 jours d'incubation a 30+1°C. La
pigmentation des milieux ensemencés est comparée avec celle du milieu stérile incubé dans
les mémes conditions (Shirling et Gottlieb, 1966; Margalith, 1991).

6. Conservation des isolats

Les isolats sont ensemences dans des tubes & essai sur milieu gélosé incliné puis
incubés a 28 °C pendant 14 a 21 jours. Les cultures obtenues sont conservées a une
température de 4°C .

8. Evaluation de P’activité antimicrobienne
1. Souches testées
Dans le but de tester 1’effet antimicrobien in vitro des extraits, des éponges marines on

a utilisé des souches de références qui sont mentionnées dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne.

Microorganismes Gram Code
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Bactéries Bacillus subtillus Positif ATCC 6633
Psedomonas aerugenosa ATCC 27853
Escherichia coli TEM Négatif ATCC 35218
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Levure Candida albicans ATCC 10231

ATCC : American Type Culture Collection.

9.Méthode de cylindres d'agar pour les actinomycétes

Les isolats d'actinomycetes sont ensemencés en strie serré a la surface du milieu

Bennett (Aouiche et al., 2012) et incubés a la température de 28 °C pendant 14 jours.
Des cylindres de 6 mm de diameétre sont alors prélevés a I'emporte-piece et déposés a la
surface du milieu Muller-Hinton préalablement ensemencé par les bactéries tests. Les boites
de Pétri sont ensuite placées a 4 °C pendant 02 heures pour permettre une diffusion des
substances (kitouni, 2007) et apres elles sont incubées a la température de 37 °C pendant 24
heures. Les zones d'inhibition formée autour des cylindres sont alors mesurées
(Pazhanimuruganet al., 2012).

Des disques des antibiotiques ont été utilisés: Ampicilline (10ug) (Biomaxima S.A) et
de Chloramphenicol (30 pg) (Sigma) sont utilisés comme des molécules de référence.
Remarque: Pour chaque bactérie-test, un inoculum a été réalisé a partir d'une culture de 24
heures, mis en suspension dans le milieu Muller-Hinton stérile de telle maniere a obtenir une
densité optique entre ~0,08 a 0,1 pour une longueur d'onde de 625 nm (CLSI, 2012; 2014).
Pour I’activité antifongique, 1a méme démarche suivie dans le test d'activité antibactérienne,
est appliquée pour C. albicans sauf que la pré-culture est réalisée sur le bouillon Sabouraud et
la gélose est celle de Sabouraud au lieu de Muller-Hinton, et I'incubation des levures se fait a
48 heures a 37°C.

La nystatine (100 pg) (Sigma) et I'amphotericine B (100 pg) (Sigma) sont utilisées
comme control positif (Belyagoubi, 2025)

9.3 Méthode des puits pour les actinomycetes
Les souches d'actinomycétes sont mises en culture dans 5 ml du bouillon Bennett

(Lechevalier et al., 1986; Hulya et al., 2006), puis incubées 14 jours a 28+1°. Des puits de 6

12



Matériel et méthodes

mm de diametre sont creusés dans les milieux tests préalablement ensemencés avec un germe
cible (Muller Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour la levure). 100uL de la culture
d’actinomycete est déposé dans chaque puits sur les milieux Mueller Hinton et Sabouraud.
Aprés 2 heurs d’incubation a 4°C, les boites de Pétri ont été incubées a 37+1°C pendant 24 h
pour les bactéries et pendant 48 h pour C. albicans. Les diameétres de la zone d'inhibition sont
alors mesures (Lemriss et al., 2003; Valanarasu et al., 2010).
9.4 Méthode de cylindres d'agar pour les moisissures

Le test de criblage de I'activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) par
la technique des cylindres d'agar est réalisé avec la méme méthodologie suivi pour les
actinomycetes sauf que le milieu utilisé pour la culture des moisissures est PDA.
9.5 Méthode des puits pour les moisissures

La méme démarche suivie dans le test d'activité antibactérienne et antifongique des
Actinomycetes est appliquée pour les moisissures sauf que la culture en milieu liquide a été
réalisée sur un bouillon PDAac (Bosco, 2016)), et l'incubation se fait a 25°C pendant 14

jours.
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1.Mesure les paramétres physico- chimiques

La valeur du pH mesurée a 7,99 + 0,07 indique une eau légérement basique, ce qui est
typique des milieux marins bien oxygénés (Chapman, 1996). Selon Chapman (1996), le pH
des eaux de mer se situe généralement entre 7,5 et 8,4, et une valeur proche de 8 favorise la
solubilité de I’oxygéne et le bon fonctionnement des processus biologiques marins. D’apres
(Millero, 2006), un pH stable et légérement basique est favorable a la croissance des
organismes marins, notamment les especes calcifiantes.

La valeur du potentiel d’oxydoréduction (Redox) de 54 + 0,84 mV suggere un milieu
modérément oxydant (Rodier et al, 2009). Rodier et ses collaborateurs (2009) considérent
qu’un redox entre +50 et +100 mV refléte un bon équilibre entre matiere organique et
oxygene dissous, indiguant une eau ni trop réduite ni trop oxydée. Selon Garcia et al. (2017),
un tel potentiel est typique des zones cdtieres a activité biologique modérée, non polluées.

La salinité mesurée a 37,75 + 0,07 PSU est caractéristique des eaux marines
méditerranéennes, ou la moyenne varie généralement entre 36 et 39 PSU (Millero, 2006).
Selon Tait (2011), cette stabilité dans les valeurs de salinité indique une absence d’influence
significative des apports en eau douce ou d’événements de dilution. D’apres UNESCO
(1983), une telle salinité est idéale pour le maintien de la biodiversité marine.

La conductivité enregistrée de 57,35 + 0,07 mS/cm est directement proportionnelle a la
salinité, ce qui confirme les résultats précédents (UNESCO, 1983). Selon Grasshoff et al.
(1999), la conductivité dans les milieux marins oscille entre 50 et 60 mS/cm, ce qui rend la
valeur mesurée ici parfaitement représentative d’un environnement marin sain. Millero
(2006) souligne que de faibles écarts dans la conductivité traduisent une homogénéité
chimique de la masse d’eau.

2. Mesure les paramétres de pollution
2.1. Nitrite

L échantillon testé ne présente pas de coloration rose, ce qui indique une absence de
nitrites. Cela signifie que I’eau n’est pas récemment polluée par des matieres organiques et
que le cycle de ’azote est équilibré. Ce résultat reflete une bonne qualité de 1’eau sur le plan
chimique.
2.2. Nitrate

L’échantillon testé a une quantité plus importante (20,56 mg/L), ce qui montre une

pollution modérée, slirement a cause d’activités humaines (engrais, eaux usées...).
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3. Isolement des moisissures
Toutes les souches ont été isolées sur PDAac., CDA, MEA et Bennett. Nous avons extrait 12
souches de moisissures pures a partir des éponges marines rouges et jaunes. Parmi eux (7)
Penicillium, (1) Aspergillus , (1) Ulocladium, (1) Cladosparium, (1) Alternaria et une
souche non identifiée.
4.cldentification macroscopique et microscopique des moisissures
4.1. Identification macroscopique

Le nombre de souches isolées apres la purification des échantillons des éponges
marines de couleur rouge et jaune de port de Honain dans différents milieux est illustré dans
le tableau 02. Nous observons un nombre important de souches fongiques dans le milieu
PDAac., suivi par d'autres milieux (CDA, MEA et Bennett).

Tableau 2: Origine et aspects des souches fongiques isolées.

Code Milieu de Aspect macroscopique Aspect microscopique
culture

S1 Pda Taille :Grande Penicillium
Couleur :Verte claire entourée en blanc

St Pda Taille : moyens Aspergillus
Couleur :Verte entourée en blanc

S2 PDA Taille :Petite Alternaria
Couleur : Noire

S3 PDA Taille : Petite Penicillium
Couleur :Verte claire entourée en blanc

S3 PDA Taille :Petite Penicillium
Couleur :jaune entourée en blanc

S3" PDAac. Taille : Petite Penicillium
Couleur :blanche

S4 PDA ac. Taille : Grande Penicillium
Couleur :Verte

S5 CDA Taille :Petit Penicillium
Couleur :Verte entourée en gris (comme
une fleur)

S5' CDA Taille : Petite Penicillium
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Couleur :Verte claire entourée en blanc

S6 Benette Taille: Grande Ulocladium
Couleur : Noire avec petite tache

blanche

S7 Pda ac. Taille :Grande Cladosporium

Couleur :Verte foncée

S8 MEA Taille : Grande Non identifiée

Couleur : Noire entourée en jaune

Figure 2: Souche S5 de type Penicillium. Figure 3: Souche S2 de type Alternaria.

4 .2. ldentification microscopiques

Notre recherche, ayant conduit a I'isolation de 12 souches fongiques pures provenant
d'éponges marines du genre A. verrucosa (rouge et jaune), révele une domination du genre
Penicillium (7 souches), suivi par Aspergillus, Cladosporium, Ulocladium, alternaria et une
souche non identifiée. Cette répartition est en totale adéquation avec les recherches de Holler
et al. (2000), qui ont signalé une forte occurrence de ces types de champignons dans les
échantillons d'Axinella spp. Miriam et al. (2023), on également isolé des souches de
Penicillium d'A. corrugata, attestant ainsi de leur forte affinité écologique avec cette
éponge. De plus, Amirhahim et al. (2010), ont isolé Aspergillus versicolor de divers types
d'éponges marines, prouvant ainsi la présence genéralisee de ce genre dans le milieu marin.

Finalement, Handayani et ses collaborateurs (2020), ont identifié un nombre
comparable d'isolats fongiques (12 souches) a partir d'éponges du genre Chelonaplysilla, en
se servant aussi de milieux selectifs tels que le PDA, ce qui valide I'efficacité des techniques
d'isolement employées dans notre recherche. Ces similitudes indiquent que les éponges
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marines, notamment celles appartenant au genre Axinella, hébergent une variété fongique

abondante et comparable a celle mentionnée dans d'autres recherches internationales.

Figure 12: Observation microscopiques des souches Cladosporium (A), Alternaria (B), et

Penicilium (C).

5. Isolement des actinomycetes

L'isolement d'actinomycétes provenant de I'éponge A. verrucosa sur la cote ouest de
I'Algérie (port de Honain) s'aligne avec notre initiative visant & mettre en valeur la
biodiversité marine en Méditerranée, une région que les auteurs jugent insuffisamment
explorée. On a minutieusement choisi les conditions d'isolement, en employant trois types de
milieux de culture (gélose amidon-caséine, gélose pathogéne et ISP2) enrichis en
antimicrobiens et antifongiques afin de privilégier la prolifération des actinomycetes.
Toutefois, seulement deux colonies ont été isolées, toutes provenant d'ISP2, ce qui témoigne
d'une efficacité nettement supérieure pour l'isolement des actinomycétes dans ce contexte
particulier.

Ces conclusions sont en accord avec celles de Boublenza (2021-2022), qui a aussi
réussi a isoler des actinomyceétes marins dans les sédiments de I7le Rachgoun grace a
I'utilisation d'ISP2. Toutefois, ils ont généré un plus grand nombre de souches, possiblement
dd a la diversité accrue des milieux employés (ISP2, Gause, TSA, etc.), au pré-enrichissement
et aux diverses conditions environnementales. Cela indique que la variété des environnements
et des sites d'échantillonnage influence considerablement I'efficacité de I'isolement. Massahli

et Soltani (2016), qui ont également mené des recherches sur des éponges marines de la cote
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d'Ain Turk (Oran), ont constaté une plus grande quantité d'isolats d'actinomycetes dotés d'une
activité antimicrobienne.

Leur procédure intégrait des phases de traitement thermique et différents milieux
sélectifs, ce qui a pu optimiser l'efficacité de I'isolement. Ce décalage avec leurs résultats
pourrait étre attribué a des divergences dans les especes d'éponges, Weravan et al. (2025) les
micro-habitats, les saisons d'échantillonnage ou encore la richesse microbienne associés.

Par ailleurs, ont mis I'accent sur I'importance de la diversité des échantillons et d'un
calibrage précis des conditions d'isolement (comme le temps d'incubation et le pH) pour
optimiser l'isolement des actinomycetes. Leur recherche plus vaste, comprenant le
séquencage du microbiome, a également démontré que beaucoup de souches ne prosperent
pas dans les milieux standards et requierent des conditions spécifiques ; Cela pourrait justifier
le faible taux d'isolement observé. Pour finir, les approches suggérées par Hames-Kocabas et
Ozel (2012) mettent en avant I'importance d'un traitement chimique et physique préalable des
échantillons, ainsi que I'emploi de sédiments en plus des éponges, dans le but d'optimiser la
variété des isolats. Malgré la rigueur de notre méthodologie, ces méthodes pourraient servir a

augmenter davantage la diversité biologique des isolats.

6. Identification macroscopique et microscopique des actinomycetes
6.1. Identification macroscopique

Dans notre étude, deux isolats d'actinomycetes ont été obtenus a partir de I’éponge A.
verrucosa, collectée sur la cote ouest algérienne (Figure 13). L’isolement a été réalisé a
I’aide de trois milieux de culture enrichis (Amidon caséine, gélose de cause, et ISP2) et
supplémentés en antibiotiques. Seul le milieu ISP2 s’est révélé efficace, permettant
I’apparition de deux colonies apres 14 jours d’incubation. Ces isolats se distinguent par un
aspect macroscopiqgue solide et un réseau filamenteux typique au microscope, confirmant leur

appartenance au genre des actinomycétes.

—

SN l‘ L

Figure 4: Aspets macroscopiques des souches 013 (A) et 014 (B).
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6.2 lIdentification microscopique

L'observation microscopique aprés coloration de Gram révélé l'appartenance de ces
especes aux bactéries Gram +. Elles présentent un aspect filamenteux, chez certains isolats le
filament est constitué de spores qui forment des chainettes plus ou moins longues, ayant
également de spores dispersées ou rassemblées en amas, ce qui les rapprochent de maniere
générale aux Actinomyceétes filamenteux (Figure 14).

i
>

Figure 5: Observation microscopique des actinomycetes.

6.3. Caractérisation biochimique des isolats d’actinomycétes
Les résultats des differents tests biochimiques appliqueés sur les deux isolats actifs sont

résumeés dans le tableau 03 et la figure 15:

Tableau 3: Résultats des tests physiologiques et biochimiques.

Caractére Souches
/ 013 014
Coagulation et la peptonisation du lait écrémé + +

Utilisation de citrate comme seul source de carbone - -

Utilisation des différents substrats carbonés sur milieu TSI - +

Recherche de ’uréase - -

Hydrolyse de la gélatine + +
Hydrolyse de la caseine + +
Hydrolyse d’amidon + +

- . Résulat negatif ; + : Résultat positif
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1) ) ©) (4)
Figure 6: Résultats des tests biochimique des actinomyctes (1 : Caoagulation du lait écrém ;
2 : Mileiu TSI ; 3 : Citarte de Simmons et 4 : Urée indole).

Le test de coagulation et de péptonisation du lait donne des résultats positifs (Figure 15,
a et b), ce qui indique que les souches possedent des enzymes capables de coaguler les
protéines du lait, traduisant une activité protéolytique et fermentaire, souvent associée a des
bactéries lactiques ou a certaines actinomycetes.

Le test TSI (Figure 15, 2) montre une variabilité dans la capacité a utiliser différents
substrats carbonés, avec une souche positive (b) (capable de fermenter certains sucres) et une
autre négative (a), ce qui reflete une différence métabolique importante entre les deux.

L'utilisation du Citrate comme unique source de carbone est négative (Figure 15, 3)
pour les deux souches (a et b), suggérant qu'elles ne possedent pas les enzymes nécessaires
(comme la citrase) pour métaboliser le citrate, ce qui limite leur capacité a survivre dans des
milieux pauvres en carbone.

Enfin, la recherche de 1’uréase s’avére négative (Figure 15, 4), indiquant l'absence de
cette enzyme chez les deux souches(a et b), et donc une incapacité a hydrolyser I'urée pour
produire de I’ammoniac. Ces résultats suggerent des profils métaboliques distincts et
permettent de mieux orienter I’identification et la classification des souches en question
(Figure 15).

Le test de la catalase s’est révélé positif pour les souches O13 et O14, ce qui indique
que ces actinomycetes produisent I’enzyme catalase, capable de décomposer le peroxyde

d’hydrogéne (H,0,) en eau et en oxygene. Cette activité est mise en évidence par
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I’effervescence (formation de bulles) lors de I’ajout de H, O, . Cela suggére que ces souches
possédent un systeme antioxydant actif, leur permettant de survivre dans des environnements

aérobies ou soumis a un stress oxydatif (Kampfer, 2012).

Figure 7: Résultats des tests biochimiques. (A) : Hydrolyse de la caséine ; (B) : Hydrolyse
de gélatine ; (C) : Hydrolyse de I’amidon.

La coagulation et la peptonisation du lait observées pour les deux souches sont des
caracteres typiquement associés aux Streptomyces, notamment chez les especes produisant
des protéases (Williams et al., 1983)

L’incapacité des deux souches a utiliser le Citrate comme unique source de carbone est
également compatible avec certaines espéces du genre, qui ne présentent pas toutes cette
capacité (Locci, 1989).

La réponse différenciée sur le milieu TSI (013 négatif, O14 positif) révéle une diversité
métabolique typique des Streptomyces, dont les profils fermentatifs et enzymatiques sont tres
variés (Kampfer, 2012).

La présence d’uréase, I’hydrolyse de la gélatine et de I’amidon, ainsi que la positivité au
test de catalase sont des criteres phénotypiques majeurs du genre, reflétant sa nature
saprophyte et sa capacité a dégrader des substrats complexes (Shirling & Gottlieb, 1966).

Les résultats obtenus aux tests d’hydrolyse montrent que les deux micro-organismes
posseédent une activité enzymatique marquée. Leur capacité a hydrolyser la gélatine, la
caséine et I’amidon indique qu’ils sécretent des enzymes spécifiques (gélatinase, protéase et
amylase) leur permettant de dégrader respectivement les protéines animales, les protéines
lactées et les polysaccharides. Cette aptitude traduit un pouvoir métabolique élevé et suggére
que ces micro-organismes peuvent jouer un réle important dans la décomposition de la
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matieére organique, ce qui peut étre exploité dans les domaines de [I’industrie

agroalimentaire ,de I’environement ou de la bioconversion (Figure 16).

Test de production de pigment mélanoide
Les résultats de ce test sont représentés dans le tableau 4 et la figure 17.

Tableau 4: Résultats des tests production de pigment mélanoide .

Test Souches
/ 013 014
Production de pigment mélanoide sur le milieu ISP6 | Brunatre Blanchette
Production de pigment mélanoide sur le milieu ISP7 | Noire Coleur foncé

Figure 8: Photos des résultats de pigment de mélanoide ((A): ISP7 ; (B): ISP6).

Les souches 013 et O14 ont été cultivées sur le milieu ISP6 (Figure 17) afin d’évaluer
leur capacité a produire des pigments mélanoides. Les observations macroscopiques montrent
que la souche O13 présente une pigmentation brunatre diffuse autour de la zone de
croissance, indiquant une production positive de pigments mélanoides. Ses colonies sont
étalées, de texture veloutée, avec un pigment diffusible dans le milieu, caractéristique des
actinomycetes producteurs de pigments secondaires. En revanche, la souche O14 ne montre
aucune pigmentation foncée visible, ni dans les colonies ni dans le milieu environnant, ce qui
traduit un résultat négatif pour la production de pigments mélanoides. Ses colonies
apparaissent pales, sans diffusion de pigment, suggérant 1’absence de cette activité

métabolique.
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Le test de production de pigments mélanoides réalisé sur le milieu ISP7 (Figure 17)
permet d’évaluer la capacité des souches actinomycetes a synthétiser des pigments sombres,
indicateurs d'une activité métabolique secondaire. Dans cette expérience, la souche O13
présente un noircissement diffus du milieu, ce qui révele une production positive de pigments
mélanoides, traduisant une activité métabolique typique des especes de Streptomyces. En
revanche, la souche O14 n'induit aucune coloration foncée du milieu, indiquant une absence
de production de ces pigments, donc un test négatif (Tableau 4).

Les résultats biochimiques obtenus suggérent fortement que les souches O13 et 014
appartiennent au genre Streptomyces, bien que certaines variations interspécifiques aient été
observées.. Ce résultat n’exclut cependant pas leur appartenance au genre, car la production
de pigments mélanoides est un caractére variable, qui peut étre influencé par les conditions de
culture ou I’expression différentielle de génes pigmentaires (Takahashi et al., 1996). En
effet, plusieurs espéces du genre, comme Streptomyces coelicolor ou  S. lividans, peuvent
ne pas produire de pigments dans certains milieux ou conditions, malgré une affiliation
taxonomique confirmée. L’ensemble de ces résultats catalase positive, hydrolyse de I’amidon
et de la gélatine, uréase positive, test du lait positif reste globalement en faveur d’une
identification au genre Streptomyces. Toutefois, pour confirmer avec certitude I'appartenance
générique et éventuellement déterminer I'espéce, une analyse moléculaire basée sur la

séquence du gene 16S rRNA serait indispensable.

7. Activité antimicrobienne

7.1- Les moisissures sur le milieu solide

le test d'activité antibactérienne des isolats a révéler que 2 souches présentent une activité
antibactérienne sur au moins une des bactéries tests. La souche 6 (Figure 19) développé
activités contre E. coli, et la souche 7 développée une activité antifongique contre C.
albicans.

On connait que les souches de Penicillium produisent antibactérienne (Figure 19). Il est
également connu que les espéces Penicillium sont les principaux réservoirs de ces substances
( Tableau 5).
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Tableau 5: Résultats de I'activité antimicrobien des moisissures exprimes en zone

d’inhibition ( en mm).

Les Souches P. aeruginusa | E. coli | K. pneumonia | S. aureus | B. subtilis | C. albicans
isolats | fongiques

S1 Penicillium - - - - - -
S3 Penicillium - - - - - -
S3' Penicillium - - - - - -
S3" Penicillium - - - - - -
S4 Penicillium - - - - - -
S5 Penicillium - 12 - - - -
S5' Penicillium - - - - - 12
Antibiotque - - - - 31 22

Figure 9: Zones d’inhibition de Penicillium sp. isolés sur C. albicans (A) et B. subtilis (B).

Figure 10: Zone d’inhibition de la Nustatine (100 pg/disque) sur C. albicans

Une recherche réalisée par Xu et al (2015), a démontré que les champignons marins
constituent une ressource de meétabolites secondaires dotés de caractéristiques
antibactériennes et antifongiques précieuses.

Le genre Penicillium, souvent récupéré dans les milieux marins, est surtout apprécié
pour sa faculté de synthétiser des composés bioactifs. C'est ce qu'ont démontré Sabdaningseh
et al. (2020) grace a I'identification d'un nouveau dérivé de citrinine provenant de Penicillium
criterium en lien avec une éponge marine. Cela appuie I'idée que les espéces appartenant au
genre Penicillium, que nous avons aussi repérées, sont des générateurs significatifs de

composés antimicrobiens. De plus, Subramani et al. (2013) ont démontré l'activité
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antibactérienne et cytotoxique de la citrinine, un métabolite secondaire synthétisé par des
souches de Penicillium prélevees sur des éponges marines, mettant en lumiere leur potentiel
dans la bataille contre les agents pathogenes résistant a plusieurs médicaments. Bien que nos
résultats ne détaillent pas les types de métabolites génerés, ils laissent supposer que les
souches actives pourraient faire partie des mémes catégories de producteurs.

Pour finir, I'étude de Riyanti et al. (2020) met aussi I'accent sur le r6le crucial des
microorganismes symbiotiques liés aux éponges dans la génération de composeés
antibactériens.

Les organismes microbiens isolés de ces hdtes marins, qu'il s'agisse de bactéries ou de
champignons, affichent une grande diversité métabolique, comme le montre leur potentiel
bioactif. Par conséquent, nos conclusions s‘alignent sur cette tendance, soulignant que méme
un nombre restreint de souches peut démontrer un potentiel thérapeutique significatif.

Pour résumer, bien que l'activité antimicrobienne constatée ne s'applique qu'a certaines
souches isolées, elle est conforme a I'hnypothese largement acceptée que les champignons
marins, en particulier ceux du genre Penicillium, sont une source prometteuse de composés
bioactifs.

Ces conclusions justifient la mise en place de recherches plus détaillées sur les souches

isolées pour déterminer et caractériser les métabolites a I'origine de ces actions.

7.1- Les moisissures dans le milieu liquide
Toutes les résultats sont négatif, donc absence de ’activité antimicrobienne.
7.2. Les actinomycetes sur le milieu solide

L'activité antibactérienne des isolats d'actinomycetes a été testée par la technique des
cylindres d'agar sur 6 bactéries dont deux sont a Gram positif et sur une levure (Tableau 7),
afin de sélectionner les colonies les plus productrices de substances antimicrobiennes.

Les résultats obtenus figurent dans le tableau suivant.

Tableau 6: Résultats de l'activité antimicrobienne des souches isolées par la méthode de

cylindres d'agar des actinomycetes.
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Diamétre de la zone d’inhibition (mm)sur les bactéries test

N° | Code | P. aeruginusa E. coli K. S. aureus B. C.

pneumonia subtilis | albicans
4 | O3 - - - - - 6
5 | O - - - - 9 -
antibiotiq - - - - 11 24
ue

(-): pas dactivité

Les

Figure 11: Zones d’inhibitions des actinomycetes.

2 isolats ont montré une activité antibactérienne contre au moins un

microorganisme testé (bactérie ou levure), I’isolat n°4 été actif uniquement sur la levure

C. albicans (activité antifongique), alors que isolat n°5 est exclusivement actif sur la bactérie
B. subtilis (Figure 21).

On peut donc résumer les résultats du tableau précédent comme suit :

- 1 isolat sur 2 présente une activité antifongique.

- 1isolat sur 2 présente contre les bactéries a coloration de Gram positif.

La plus grande zone d'inhibition est obtenue par I’isolat n°5 avec une zone d’ihibition de 9

mm de diametre contre la bactérie B sibtilus.
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Figure 12: Zones d’inhibition des souches actinomycétales

et de la nustatine sur Candida albicans

Nos observations indiquent que pour les deux isolats d'actinomycétes tetés, il y
aapparce une action antimicrobienne. Le 5 souches sont actives sur B. subtilis, tandis qu’un
autre, le 4, a montré son efficacité contre C albicans.

Ces donnees corroborent le potentiel clairement identifié des actinomycetes marins en

tant que générateurs de métabolites bioactifs, en accord avec plusieurs recherches précédentes
Par exemple, la recherche de Weeraphan & al. (2025), qui a isolé des actinomycetes a partir
d'éponges marines tropicales, a révélé l'existence de souches capables de générer une variété
de composés antimicrobiens. De fagcon similaire, Mahyudin (2008) a signalé que diverses
espéces d'actinomycetes et de champignons marins liés aux invertébrés démontraient des
capacités cytotoxiques et antimicrobiennes, mettant en évidence la valeur de ces milieux
comme sources potentielles de nouvelles substances bioactives.
De méme, Sathish Kumar & Rao (2012) ont mis en évidence I'activité notable de souches
marines d'actinobactéries contre des agents pathogénes multirésistants comme le S aureus,
renforcant ainsi la pertinence des nos recherches de face a l'essor de la résistance
antimicrobienne. En ce qui concerne Boublenza & al. (2021), leur étude sur un isolat de
Streptomyces provenant de I'ile de Rachgoun a mené a la découverte de composés actifs,
indiquant une diversité métabolique qui pourrait également étre visible dans les isolats locaux
examingés par nous .

Pour conclure, I'étude de Messahli & Soltani (2016), également menée en Algérie, a
démontré I'action antimicrobienne de divers isolats d'actinomycetes marins a I'encontre de

plusieurs souches pathogéenes. Nos resultats, mettant en evidence une action particuliere
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contre les bactéries Gram positif et une levure, salignent ainsi sur une tendance globale
constatée dans les études locales et internationales.

Pour conclure, malgré le nombre restreint d'isolats actifs étudiés par nous, leur potentiel
antimicrobien ciblé est notable et incite a poursuivre les recherches sur la purification et la
caractérisation des substances actives.

Ces conclusions confirment I'importance vitale des actinomycétes marins dans la
quéte de nouveaux agents antimicrobiens, surtout face a l'augmentation actuelle de la
résistance bactérienne.

Pour les résulats de 1’activité antimcrobienne des actinomycetes cultivées sur milieu

liquide, nous avons rematqué une absence d’activité sur toutes les souches pathogenes testées.
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Conclusion

L activité antimicrobienne des champignons et des actinomycetes isolés a partir des
éponges marines jaunes et rouges du genre A. verrucosa révéle un potentiel biologique
remarquable. Ces organismes présentent une diversité significative, avec des espéces encore
peu explorées en milieu marin, soulignant leur capacité d’adaptation a des environnements
specifiques. Plusieurs isolats ont montré une action inhibitrice notable contre des agents
pathogenes humains courants, tels que B. subtilis et C. albicans, ce qui indique un intérét
particulier pour leurs métabolites dans le développement de nouveaux traitements
antimicrobiens.

Aucune souche n’a toutefois montré d’effet inhibiteur contre Staphylococcus aureus,
P. aeruginosa ou K. pneumoniae dans les essais fongiques, ce qui souligne une limite face a
certains pathogenes multirésistants.

L’analyse des mécanismes d’action de ces composés pourrait permettre d’élaborer des
dérivés plus efficaces. Par ailleurs, les éponges marines jouent un réle écologique essentiel
dans la régulation des écosystémes marins, d’ou I’importance de leur préservation.
L’exploration d’autres espéces et habitats marins représente une piste prometteuse pour
découvrir de nouvelles molécules actives, particulierement utiles face a la montée des
résistances aux médicaments actuels. Ainsi, ces organismes marins apparaissent comme une
ressource précieuse pour la recherche en santé et en biotechnologie.

Cette étude préliminaire mérite d'étre approfondie en ce qui concerne :

. Poursuivre l'identification moléculaire des différentes souches isolées a partir d’épone,
afin de mieux caractériser leur diversité génétique et phylogénétique (séquencage du gene
16S rRNA, PCR,...).

o Identification des molécules bioactives par des techniques chromatographies et
spectrales (RMN, HPLC,...).

o Mettre en place des études complémentaires in vitro et in vivo afin d’évaluer

I’efficacité, la toxicité et le mécanisme d’action des composés bioactifs produits.
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La composition des milieux de culture

X/
L X4

X/
L X4

Dextrose Agar (PDA) :

Pommedeterre...............oooiiiiii 2009
Saccharose........ccoovvviiiiiiiiiiiii 10¢g
AQar-agar.......ooeviiiiiii i 15¢
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L

Czapek Dox Agar (CDA) :

Saccharose........ooovviiiiiiiiiiiii 39
NaANO. .o 309
KHoPOys. i, 159
MOSO4 ., 059
KCL 0,59
FESO . i 0,01g
AQar-agar.........ooiiiiiii e 159
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L
Malt Extract Agar (MEA) :

Extraitde malt..................cooiiiiiiinn, 209
Peptone.......ooovuiiiiii 19
GIUCOSE. .. 209
AQar-agar........cvviiiiiii e 15¢
Eau distillée+ Eaude mer ......................... 1L

Potato Dextrose Broth (PDB) :

Pomme de terre............cooooeviiiiiiiiiint. 200g
Saccharose..........oooeviiiiiiiiiiiiiiii 20g
Peptone.......ooovviiiiii lg
Eaudistillée..........coovviiii 1L
Amidon Caséine Agar (M2) :
Amidon..........ooiiiiiii 10g
(07 1S 11 (=T 0,3g
KNO3. e 29
NaCl.oo e, 29
KH2POu4. .o 29



FESO. i 0,01g
AQar-agar.......ocovviiiiii i 159
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L
PH 7,4
% Gélose de Gause :
Amidon........ooiiiiiiii 209
KNO3. .o 1g
NaAC. o, 0549
MOSOs. i 0,59
KHoPOys. .o, 054
FESO i 0,01g
AQar-agar........coviiiiiiii 15¢
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L
PH 7,4
¢ International Streptomyces Project medium 2 (ISP2) :
Extraitde levure.............coooviiiiiiiiiinnannnnn. 49
Extraitdemalt..................cooiiiiiiin, 109
GIUCOSE. .. 49
AQar-agar........ooviiiiiiiiii e 15¢
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L
PH o 7,3
s Tryptic Soy Agar (TSA) :
Peptone de caséine trypsinée...................... 15¢
Peptone de soja.........cooeeiiiiiiiiiiiiiiii, 50
NaCl... ..o, 59
Glucose
AQar-agar........oovviiiiiiii e 15¢
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L

«» Bouillon Mueller Hinton :
Poudre de Mueller Hinton.............cooooo.... 6,99
Eau distillée...oouneeeeeiiieee e, 300 ml



X/
°

X/
L X4

Bouillon Sabouraud :

Peptone de gélatine.................ccoeeiiiiiiinnnn. 19
GIUCOSE. ... 49
Eaudistillée.............oooiiiiiiiiiiii, 100 ml
PH 5,6
Geélose Mueller Hinton :

Poudre de Mueller Hinton......................... 699
AQar-agar.......coovviiiii i 51g¢
Eaudistillée...........oooviiiiiiii, 3L
PH. .o 7,4
Gélose Sabouraud :

Poudre de Sabouraud .................... 659
Eaudistillée...........coooiiiiiiiii, 1L
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Résumé

L’Algérie abrite une biodiversité remarquable d’éponges marines du genre Axinella
verrucosa, notamment les especes rouges et jaunes, qui hébergent une large gamme de micro-
organismes symbiotiques. Ceux-ci, en particulier les actinomycetes et les moisissures,
représentent une source prometteuse de composés antimicrobiens face a la menace croissante
des agents pathogénes multirésistants. Dans ce contexte, nous avons mené une étude au cours
de laquelle nous avons collecté et analysé des échantillons d’éponges, ce qui a permis d'isoler
12 souches de moisissures, principalement du genre Penicillium, et quatre souches
d’actinomyceétes. Parmi celles-ci, deux souches fongiques et trois souches d’actinomycétes
ont montré une activité antimicrobienne remarquable, notamment contre Bacillus subtilis et
Candida albicans. Ces résultats soulignent le potentielbiopharmaceutique des micro-
organismes marins associés a Axinella verrucosa comme source naturelle de nouvelles
molécules antimicrobiennes.
Mots-clés : Eponge Marine, microorganismes marins, activité antimicrobien, biotechnologie
Marin .

Abstract

Algeria harbors a remarkable biodiversity of marine sponges of the genus Axinella
verrucosa, particularly the red and yellow species, which host a wide range of symbiotic
microorganisms. These microorganisms, especially actinomycetes and actinomycetes and
molds, represent a promising source of antimicrobial compounds in response to the growing
threat of multidrug-resistant pathogens. In this context, we conducted a study during which
we collected and analyzed sponge samples, leading to the isolation of 12 fungal strains,
mainly from the Penicillium genus, and four actinomycete strains. Among these, two fungal
strains and three actinomycete strains exhibited remarkable antimicrobial activity, notably
against Bacillus subtilis and Candida albicans. These findings highlight the
biopharmaceutical potential of marine microorganisms associated with Axinella verrucosa as
a natural source of new antimicrobial molecules.

Keywords: Marine sponge, marine microorganisms, antimicrobial activity, marine
biotechnology.



