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Résumé

Ce travail porte sur I'étude de la production, I’extraction et la purification des molécules
bioactives a partir de deux souches d’actinobactéries «Planomonospora sp. CCF et
Saccharothrix sp. MB29».

L’évaluation de I’activité antagoniste de nos deux souches d’actinobactéries contre plusieurs
germes cibles a montré que la souche CCF de Planomonospora est dotée d’une activité
intéressante contre les bactéries a Gram positif uniquement, en particulier contre
Staphylococcus aureus résistante a la méticilline, alors que la souche MB29 de Saccharothrix
posséde une forte activité contre les bactéries a Gram positif, les levures et les champignons

filamenteux.

La cinétique de production d’antibiotiques des deux souches d’actinobactéries montre que
I’activité antimicrobienne atteint son maximum 4 partir du 3*™ jour pour la souche CCF et 5™
jour pour la souche MB29. La purification des extraits organiques des deux souches suivie par
I’antibiographie révélent la présence de 4 composés bioactifs produits par la souche CCF et 5
produits par la souche MB29. Les concentrations minimales inhibitrices des cing composés de
la souche MB29 sont relativement moyennes a I’exception du composé désigné A5 qui inhibe
la croissance des champignons et des levures cibles testés a une concentration de 2ug/mi

seulement.

La caractérisation partielle du composé A5 a montré sa nature aromatique avec une masse de
670 Da.

Mots clés: Activité antagoniste, actinobactéries, Planomonospora, Saccharothrix,

antibiotiques, concentrations minimales inhibitrices.



Abstract

This research study focuses on the production, extraction and purification of the bioactive
molecules from two actinobacterial strains of "Planomonospora sp. CCF and Saccharothrix sp.
MB29".

The screening of the antagonistic activity of the two actinobacterial strains against several
target germs has shown that the CCF strain of Planomonospora had an interesting activity
against only Gram-positive bacteria, in particular against meticillin resistant Staphylococcus
aureus, while the MB29 strain of Saccharothrix had a strong activity against Gram-positive
bacteria, yeasts and fungi.

The kinetics of antibiotics production of both strains showed that the antimicrobial
activity reached its highest level from the third day for the CCF strain and the fifth day for the
MB29 strain. The purification of the organic extracts of both strains followed by the
antibiography revealed the presence of four bioactive compounds produced by the CCF strain
and five bioactive compounds produced by the MB29 strain. The minimum inhibitory
concentrations (MIC) of the five compounds produced by the MB29 strain were relatively
average with the exception of the A5 compound which inhibited the growth of yeasts and fungi
tested at only 2pg/ml.

The partial characterization of the A5 compound showed its aromatic nature with a mass
of 670 Da.

Key words: Antagonistic activity, actinobacteria, Planomonospora, Saccharothrix,

antibiotics, minimum inhibitory concentrations.
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Introduction

Depuis des milliers d'années, les étres humains se servent des microorganismes
(bactéries, levures et moisissures) pour fabriquer des produits comme le pain, la biére, le
fromage, etc. Ces microorganismes, omniprésents dans notre environnement (le sol, I'air et les
eaux) et dans quelques aliments que nous consommons, ne cessent d’occuper une place de plus
en plus importante dans notre vie et sont actuellement a 1’origine de 1’essor du domaine de la
biotechnologie. En effet, ils sont doués de plusieurs activités importantes et peuvent étre

considérés comme étant des agents performants pour lutter contre les maladies infectieuses.

L’évolution des microorganismes pathogénes a fait apparaitre le phénomene de la
résistance, de méme que de mauvaises pratiques de prévention et de lutte contre 1’infection
(Grace Yim, 2011). La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui ’une des plus
graves menaces pesant sur la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement, elle
entraine une prolongation des hospitalisations, une augmentation des dépenses médicales et
une hausse de la mortalité. D’autre part, les champs agricoles sont menacés par beaucoup de
maladies, Ces deniers causent d’importantes pertes de rendement, sur les cultures fruitiéres

et [égumiéres.

Les actinobactéries sont les meilleurs candidats pour la production de ces molécules
bioactives. Ce phylum bactérien regroupe des bactéries filamenteuses, de structure analogue a
celle des champignons auxquels elles étaient autre fois assimilées. Mais malgré leur aspect
morphologique de type fongique, leur physiologie et leur organisation cellulaire sont de type
procaryote qui confirment leur classification parmi les bactéries (Bousseboua, 2002).

Le genre Streptomyces est a I’origine d’environ 70 % des molécules actives produites a
I’échelle industrielle pour les applications pharmaceutiques. Par conséquent, la surexploitation
de ce genre comme étant une source de nouveaux agents antimicrobiens a conduit a une
probabilité faible d'isoler de nouvelles molécules a partir de celui-ci au fil du temps (Solanki et
Kahanna, 2008). De ce fait, plusieurs stratégies de recherche ont ét€¢ mises en ceuvre afin de
garantir dans le futur la disponibilité d’antibiotiques efficaces. Parmi les Ces stratégies,
I’exploitation des souches appartenant a des genres rares (autres que le genre Streptomyces) et
provenant d’écosystémes extrémes (Donadio et al., 2002; Gupta, 2011). Pour s’adapter a ces

environnements extrémes (de température, de salinité, de pH, etc.), ces actinobactéries rares



disposent d’un systéme enzymatique et d’'un métabolisme particulier leur permettant de
produire des métabolites secondaires originaux dont les antibiotiques. En effet, cette fraction
d’actinobactéries s’est révélée etre une source potentielle d’antibiotiques et plusieurs nouvelles
molécules ont été mises en évidence chez des genres rares tels que Micromonospora, Nocardia,
Nocardiopsis,  Actinomadura,  Actinoplanes, = Amycolatopsis,  Saccharopolyspora,

Streptosporangium, Planomonospora et Saccharothrix (Genilloud et al., 2011).

En Algérie, les sols sahariens, qui constituent un écosysteme extréme, renferment un
potentiel assez riche en actinobactéries, particulierement celles rarement isolées de part le
monde tels que les genres Planomonospora, Planobispora, Nocardiopsis, Actinomadura,
Saccharothrix....etc, (Sabaou et al., 1998) qui se sont révélés étre de grands producteurs de
nouvelles molécules antimicrobiennes (Zitouni et al., 2005; Boudjella et al., 2006 ; Boubetra
etal., 2013).

Dans le présent travail, nous nous sommes fixés comme objectifs I’évaluation de
’activité antagoniste, la cinétique de la production d’antibiotiques, I’extraction et la purification
par ’'HPLC des molécules bioactives produites par deux souches d’actinobactéries, ainsi que la
détermination des concentrations minimales inhibitrices et la caractérisation partielle de la

molécule la plus active.

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a une synthese bibliographique
détaillée sur les actinobactéries en général, les antibiotiques et les genres Planomonospora et

Saccharothrix.

La seconde partie du document est relative a la présentation du matériel et des méthodes

utilisés.

Enfin la troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats obtenus ainsi que

leurs discussions.
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1. Définition des actinobactéries

Les actinobactéries (précédemment appelées actinomycetes) sont des procaryotes,
largement distribuées dans la nature et présentent une large gamme morphologique, allant des
organismes unicellulaires, a des filaments de mycélium ramifiés. Beaucoup des actinobactéries
ont un mode de vie mycélien et subissent une différenciation morphologique complexe (Dinech
etal., 2017). La définition récente des actinobactéries est celle donnée dans le manuel de Bergey
de 2012 qui considére les actinobactéries comme des bactéries & Gram positif ayant un
pourcentage en guanine plus cytosine (G+C) supérieur a 55% et présentant une grande
variabilité morphologique, elles constituent le phylum des Actinobacteria qui comporte 6

classes, 16 ordres, 48 Familles et 291 genres.

2. Ecologie des actinobactéries

La plupart des actinobactéries sont saprophytes qui passent la majorité de leur cycle de
vie en tant que spores. Cependant, ces microorganismes se sont adaptés a un large éventail
d'environnement. On les rencontre dans la plupart des niches écologiques. La grande majorité
est d’origine tellurique, en particulier dans les sols alcalins et les sols riches en matiére
organique, ou ils constituent une partie importante de la population microbienne (Ait Barka et
al., 2015).

Les actinobactéries peuvent étre trouvées dans les eaux douces, les eaux de mer, ainsi que
dans I’air. En outre, elles ont un rdle écologique important dans la dégradation de la matiere
organique. Beaucoup d'actinobactéries ont évolué pour vivre en symbiose avec des plantes, des
champignons, des insectes et des animaux. La plupart de ces interactions actinobactéries-hote
sont bénéfiques, les actinobactéries permettent a leur hdte de se protéger contre les agents

pathogénes et les parasites (Anne Van Der et al., 2017).

Les actinobacteries sont généralement chimio-organotrophes, hétérotrophes, mésophiles
et neutrophiles, mais certains peuvent étre acidophiles, alcaliphiles, psychrophiles,
thermophiles, halophiles, halo-alcalophiles et méme xérophiles (Meklat et al., 2011).
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3. Importance des actinobactéries
Les actinobactéries possedent un métabolisme secondaire important et produisent des

molécules intéressantes en biotechnologie, médecine et I'agriculture (Ait Barka et al., 2015).

3.1. Importance dans le domaine médical

Les actinobactéries produisent un nombre considérable de molécules bioactives qui sont
impliquées dans divers effets biologiques. Ces bactéries produisent des composes
antitumoraux, des substances vasodilatatrices, des anticholestérolémiques, des
antihistaminiques, des vitamines, des antioxydants, des antiviraux et des antibiotiques, elles
sont surtout réputés pour la production d’antibiotiques (Demain, 2009; Raty et al., 2002;
Takahashi et Omura, 2003; Solanki et kahana, 2008). En effet, plus de 45% des molécules
bioactives d’origine microbienne sont produits par les actinomycétes (Solecka et al., 2012).
Parmi ces molécules, environ 80% sont produites par les espéces du genre Streptomyces, le
genre le plus répandu dans 1’environnement (Bull et Stach, 2005; Mohamed et Galal, 2005;
Jose et al., 2011).Les antibiotiques sécrétés par ce genre (plusieurs centaines) peuvent étre a
activités antibactériennes et/ou antifongiques ou encore, avoir des propriétés antitumorales et
cytostatiques (Mann, 2001; Butler, 2004). Plusieurs d’entre eux ont trouvé une application

thérapeutique assez importante (Jose et Jebakumar, 2013).
3.2. Importance dans le domaine agronomique

Les actinobactéries jouent divers réles dans leurs associations avec divers organismes
supérieurs, beaucoup d’entre eux ont évolué pour vivre en symbiose avec des plantes (Anne
Van Der et al., 2017). Ces microorganismes, qui y hébergent, produisent une large gamme de
métabolites antagonistes qui contribuent dans la défense contre les phytopathogénes, et d’autres
produits qui aident a dégrader la matiere organique complexe, afin de la rendre assimilable par
les plantes. Les actinobactéries du sol sont également connues pour leur capacité a améliorer la
santé des plantes en stimulant leur croissance et leur développement grace a la production de
phytohormones (Scott et al., 2017).

3.3. Importance dans domaine industriel

Les actinobactéries retiennent particulierement 1’attention des chercheurs, et semblent
étre d'excellentes candidates productrices de substances aux propriétés intéressantes. Ces

bactéries jouent un réle important dans la décomposition et la minéralisation des matiéres
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organiques (lignine, cellulose...), grace a la production de nombreuses enzymes lytiques extra
cellulaires comme par exemple les amylases, les xylanases, les lipases. Il existe une réelle
demande au niveau industriel pour des enzymes d'origine microbienne afin d'améliorer certains
procédes de fabrication. Les domaines d'application enzymatiques sont trés divers: industrie
textile (décoloration de jeans), papeterie (procédé de blanchiment de la pate a papier),

dépollution (attaque des substances phénoliques), industrie alimentaire (boulangerie).

4. Antibiotiques
4.1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont toute substance naturelle, semi-synthétique ou synthétique qui en
solution a faible dose inhibent la croissance d’autres microorganismes ou les détruisent
(Bugnicourt, 1995). Les antibiotiques peuvent agir sur la croissance des germes, interférer avec

leur métabolisme énergétique ou inhiber la biosynthese des composants cellulaires.
4.2.Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres qui sont l'origine, la nature
chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action. Tout en adoptant la distinction selon la
nature chimique, les antibiotiques ont été classés en grandes familles. La classification
chimique permet de classer les antibiotiques en groupe assez homogenes, mais éloignés des
objectifs cliniques. Cette classification fait apparaitre 9 grandes familles et dont chacune
comporte un certain nombre de sous-familles comprenant des antibiotiques chimiquement
proches et parfois méme dans leur spectre et leur mode d’action. Des données relatives a

certaines familles sont données en ci-dessous.
4.2.1. Béta-lactamines

L’ensemble des P -lactamines forme une large classe d’antibiotiques qui comprend les
dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénemes. Ces
molécules contiennent toutes un noyau béta-lactame dans leur structure moléculaire, et ce

noyau béta-lactame confére a la molécule son activité antibiotique.

Les p —lactamines possédent un effet bactéricide en inhibant la synthese de la paroi
bactérienne. Les cibles des béta-lactamines sont les protéines de liaison a la pénicilline (PLP).
Les PLP interviennent dans la synthése et le remodelage du peptidoglycane, constituant
principal de la paroi bactérienne (Tipper, 1985; Kohanski et al., 2007).

5
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Figure 1 : Structures de deux antibiotiques appartenant a la famille des beta-lactamines
(Sohrab, 2005).

4.2.2. Aminosides ou aminoglycosides

Ce sont des héterosides naturels formés par un ou plusieurs glycosides liés a un
aminocyclitol. 1l existe plusieurs centaines de molécules naturelles et hémi-synthétiques (Yala
etal., 2001).

Les aminoglycosides sont des antibiotiques a large spectre typiquement bactéricides, et
des molécules tres hydrophiles de petite taille qui traversent la membrane cytoplasmique par
un mécanisme nécessitant de I'énergie. Elles atteignent le cytoplasme et bloquent la synthése

des protéines en se fixant sur les sous-unités 30S du ribosome (Michael et al., 2010).
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Figure 2 : Structures de certains antibiotiques appartenant aux aminoglycosides (Karasawa et
Steyger, 2011).

4.2.3. Tétracyclines

Les tétracyclines sont formées de 4 cycles carbonés accolés a l'origine de leur nom, Elles

pénétrent par diffusion passive dans le cytoplasme pour se lier a la sous-unité 30S et bloquer la

synthese protéique en inhibant la liaison de I'ARNt-aminoacyle au ribosome. Ces molécules a

spectre large ont un effet bactériostatique. Elle est active sur les cocci a Gram positif et les

entérobactéries mais pas sur le bacille pyocyanique (Michael et al., 2010).
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Figure 3 : Structure d’une tétracycline. (Demirdjian et Pontue, 2006).
4.2.4. Macrolides

Les macrolides sont des molécules lipophiles qui possedent un noyau lactone central qui
est & la base de leur classification, selon le nombre d'atomes de carbone (Yala et al., 2001).

Ces molécules naturelles et hémisynthétiques sont groupées en raison de leurs
mécanismes d'action et de leur spectre d'activité. Ces molécules pénétrent par diffusion dans le
cytoplasme pour se fixer sur la sous-unité 50S du ribosome. Le blocage de I'élongation de la
chaine peptidique conduit a la formation de protéines incompletes. Ces antibiotiques ont une
activité bactériostatique (Michael et al., 2010).
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NM92

Figure 4 : Structure d’un macrolide. (Demirdjian et Pontue, 2006).
4.2.5. Phénicolés

Les phénicolés sont des antibiotiques a large spectre. Actif sur la plupart des bactéries
aérobies a Gram positif et négatif. Le chloramphénicol et le thiamphénicol, deux antibiotiques
représentatifs de cette famille, sont deux molécules dont la structure est assez proche (Figure.
5). La chaine centrale aminopropanediol est associée a I’activité antibactérienne de la molécule,
le noyau aromatique pouvant étre remplacé sans que cette activité soit supprimée. Cette
structure confere une forte liposolubilité a ces molécules. Ils interferent avec la croissance
bactérienne en inhibant la synthese protéique par une action au niveau de la sous-unité 50S du
ribosome. Ils se lient sur le site de fixation de I’acide ribonucléique (ARN) de transfert, stoppant
I’¢longation de la chaine protéique au cours de la synthese. Cette action est a 1’origine d’un
effet bactériostatique sur la plupart des germes sensibles, un effet bactéricide étant constaté

avec certains pathogénes (Epaulard et Brion, 2009).
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Figure 5 : Structure des phénicolés (Rohr et Thiericke 1992). A : chloramphénicol, B :

thiamphénicol
4.2.6. Quinolones

Les quinolones ont une structure générale dérivant de I'acide dihydro 1,4 oxo 4 quinoleine
carboxylique (Yala et al., 2001). Elles pénétrent dans le cytoplasme par diffusion et atteignent
deux cibles spécifiques, qui sont des enzymes impliquées dans la réplication de I’ADN
génomique. Le complexe irréversible formé par I'enzyme, I'acide nucléique et I'antibiotique
entrainent une inhibition rapide de la synthése d’ADN suivi par la mort de la cellule. Ces
antibiotiques sont donc bactéricides (Michael et al., 2010).

Rs o) ﬁ
RE\“YI S ‘ C\“OH
=
1]
Rg Ry

Figure 6 : Structure générale du quinolone. X et Y peuvent étre des atomes de carbone ou
d'azote, et les groupes R1, R5, R6, R7 et R8 peuvent étre des structures trés diverses
(Gozalbes et al., 2000).
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4.3. Reésistance aux antibiotiques

La découverte des antibiotiques a la fin des années 1940 a marqué une étape capitale dans
la lutte contre les maladies infectieuses. Ces traitements ont permis d'épargner un grand nombre
de vies et I'on a cru, un peu trop vite, que les maladies infectieuses seraient un jour toutes
jugulées. En effet, cette introduction aurait dd provoquer une catastrophe chez les microbes,
mais leur plasticité génétique leur a permis, non seulement de survivre, mais méme de prospérer
dans cet environnement hostile. Ainsi, on assiste de plus en plus au développement de souches
microbiennes résistantes aux molécules bioactives. Plus la résistance est élevée, plus on prescrit
de biomolécules et on favorise I’émergence de nouvelles résistances et la survenue d’infections

incurables.

Les mécanismes de résistances aux différents antibiotiques ont été dans la plupart des cas
élucides. Pour chacune des classes d'antibiotiques, il existe au moins un mécanisme permettant
a la bactérie résistante de se protéger. D'aprés Davies et Mazel (1994), les divers mécanismes

de résistances aux antibiotiques (ATB) sont:

e Réduction de la perméabilité cellulaire aux ATB,;

¢ Inhibition du transport actif des ATB ;

e Rejet des ATB hors de la cellule par efflux actif grace a une pompe a protons ;
e Modification de la cible d'ATB ;

e Amplification de la cible de I'ATB ;

e Inactivation de I'ATB par des enzymes bactériennes ;

e Apparition d’une voie métabolique alternative.

La résistance bactérienne aux antibiotiques est tres complexe et peut étre naturelle ou
acquise. La résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a
la méme espéce. On peut citer par exemple, la résistance naturelle des entérobactéries et des
Pseudomonas aux macrolides. La résistance acquise peut étre soit par acquisition de genes
(résistance des Staphylocoques a la méticilline), soit par mutation chromosomique (résistance

des Citrobacter aux cephalosporines).

4.4. Meéthodes de recherche de nouveaux antibiotiques

11
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De nouveaux agents antimicrobiens sont nécessaires pour lutter contre le nombre

croissant de souches pathogenes résistantes aux antibiotiques.
4.4.1. Recherche par voie naturelle

Parmi les microorganismes, les actinobactéries continuent d'étre I'un des groupes les plus
étudiés pour le dépistage de nouvelles molécules bioactives. Ces derniéres années, le taux de
découverte de nouveaux antibiotiques chez le genre Streptomyces (genre a partir duquel un
grand nombre d'antibiotiques a été isolé et étudié) a baissé (Solanki et al., 2008). La raison est
que la recherche de nouveaux composés a été orientée vers ceux sécrétés par des especes

appartenant a des genres autres que Streptomyces, appelés parfois actinobactéries rares.

En effet, les actinobacteéries rares constituent I'une des sources les plus prometteuses pour
découvrir de nouveaux métabolites bioactifs. L’intérét que suscitent ces bactéries dans ce
domaine est surtout lié au fait que de nombreux antibiotiques intéressants ont été isolés de
genres rares ou peu fréquents tels que Micromonospora, Nocardia, Saccharothrix,

Actinomadura, Planomonospora, etc. (Genilloud et al., 2011).

Les actinobactéries rares sont considérés comme étant les souches d'actinobactéries dont
la fréquence d'isolement est beaucoup plus faible que celle des souches de streptomycetes
isolées par les méthodes conventionnelles. Ainsi, le développement des méthodes d’isolement
sélectif, principalement appliquées par des chercheurs dans l’industrie pharmaceutique, a
conduit a la découverte de nouveaux produits microbiens d’une grande importance médicale

(Lazzarini et al., 2001).

Les actinobactéries rares ne sont pas faciles a isoler. Plusieurs méthodes ont été
développées dans ce sens, afin d’éliminer les bactéries non mycéliennes, les champignons et
les Streptomyces qui sont trés abondants. Ces méthodes sont basées sur différentes approches,

tels que:
- le choix du milieu de culture favorable (Hayakawa et Nonomura, 1984; 1987).
- I’utilisation des antibiotiques et autres agents antibactériens (Boudjella, 1994).

- Le pré-traitement des sols est I’une des méthodes en utilisant la chaleur séche (Zakharova et
al., 2003).

12
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4.4.2. Recherche par voie chimique

La découverte de nouveaux antibiotiques s’appuie €galement sur la synthése chimique de
nouvelles molécules, ou de molécules existantes modifiées, comme dans le cas de
I’hémisynthése. Celle-ci consiste a développer des dérivés d’antibiotiques dont on dispose, de
facon a avoir des molécules plus actives, soit en modifiant la molécule d’origine de manicre a
la faire agir sur une cible légérement différente, soit en lui adjoignant un inhibiteur du

mécanisme de résistance lorsque celui-ci est connu (Maillié et Bastide, 2001).

A I’heure actuelle, les méthodes utilisées pour produire des molécules antibiotiques sont
trés complexes et ne sont pas économiquement rentables. La voie biologique reste la voie

principale de synthese de la plupart des antibiotiques (Joffin et Leyral, 2006).
5. Planomonospora

Le genre Planomonospora fut décrit pour la premiere fois par Thiemann en 1967, avec
comme espéce-type Planomonospora parontospora DSM 431777, Ce genre est trés facilement
reconnaissable par sa micromorphologie et des sporanges cylindriques sur le mycélium aérien,
contenant chacun une seule spore en batonnet, droite ou Iégérement incurvée, et mobile apres
sa libération grace a des flagelles péritriches. Le mycélium du substrat est stérile et non

fragmenté (Thiemann et al., 1967).
5.1. Taxonomie

Le genre Planomonospora appartient a la famille des Streptosporangiaceae (Goodfellow
et al., 1990) et fait partie de I’ordre des Streptosporangiales (Goodfellow, 2012).

Il y’a plus d’une vingtaine d’années, aucune nouvelle espece du genre Planomonospora
n’a été découverte ; Récemment deux nouvelles especes ont été décrites désignées P. corallina
(Suriyachadkun et al., 2016) et P. algeriensis (Chaabane Chaouch et al., 2017). A I’heure
actuelle, il n’y a que 6 espéces qui sont connues: P. parontospora (Thiemann et al., 1967), P.
venezuelensis (Thiemann, 1970), P. sphaerica, P. alba (Mertz, 1994), P. corallina
(Suriyachadkun et al., 2016) et P. algeriensis (Chaabane Chaouch et al., 2017).

13
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5.2. Antibiotiques secrétes

Les espéces appartenant au genre Planomonospora ne produisent que 4 antibiotiques: la
sporangiomycine, sécrétée par P. parontospora subsp. antibiotica JCM 3094" (Thiemann et al.,
1968), le thiostrepton et la sphaericine produits par P. sphaerica JCM 9374T (Mertz, 1994) et
la planosporicine, élaborée par Planomonospora sp. DSM 149207 et P. alba NRRL 18924"
(Castiglione et al., 2007; Sherwood et al., 2013). Ces antibiotiques, connus sous le nom de
lantibiotiques, sont des peptides ribosomiques, post-traductionnelles modifiés (RiPPs)
(Sherwood et al., 2013; Sherwood et Bibb, 2013). Les lantibiotiques sont produits par un
nombre réduit d’actinobactéries (Li et al., 2012; Sherwood et al., 2013), et ont des applications
médicales, biotechnologiques, vétérinaires, etc. D’autres substances de la méme famille sont
actuellement en développement clinique, comme le cas des microbisporicine, actagardine et
duramycine pour traiter les infections bactériennes (Gram positif multirésistantes), les
infections a Clostridium difficile et la fibrose kystique, respectivement (Oliynyk et al., 2010;
Jabés et al., 2011; Crowther et al., 2013). La planosporicine qui est brevetée comme
antibiotique 9751 (Hammami et al., 2013), présente un large spectre antimicrobien in vitro et
in vivo (chez la souris), contre des bactéries multirésistantes telle que S. aureus (y compris
MRSA), Streptococcus perfringens et Clostridium pneumoniae. En raison de son activité
inhibitrice de synthése de la paroi cellulaire bactérienne et de sa faible toxicité, la
planosporicine peut avoir une application pharmaceutique pour étre utilisée comme une

alternative aux B-lactames (Castiglione et al., 2007).
6. Saccharothrix

Le genre Saccharothrix a été crée pour la premiére fois par Labeda et al en 1984, avec
comme espéce-type Sx. australiensis ATCC 31497". 1l est, comme la grande majorité des
actinobactéries, saprophyte, chimio-organotrophe hétérotrophe et aérobie stricte. Bien que ce
genre soit minoritaire parmi les actinobactéries, il a pu étre isolé a partir de plusieurs
échantillons de sols sahariens, avec un pourcentage variant entre 8 et 15% (Sabaou et al., 1998).
De méme, les travaux de Gommeaux et al en 2010 ont monté une certaine dominance de
Saccharothrix dans des échantillons sableux prélevés des dunes, la ou la matiere organique est

pratiqguement inexistante.
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6.1. Taxonomie

Actuellement, le genre Saccharothrix est classé dans la famille des Pseudonocardiaceae
(ordre des Pseudonocardiales). Aprés la création du genre, plusieurs nouvelles espéces ont été
décrites. Certaines d’entre elles proviennent d’un reclassement a partir d’autres genres tels que
Nocardiopsis et Nocardia, et ce, sur la base de la composition cellulaire en sucres diagnostiques
et de la phylogénie (Labeda et al., 2001). Cependant, plusieurs espéces de Saccharothrix ont
été transférées dans d’autres genres; c’est le cas, par exemple, de Sx. waywayendensis et Sx.
aerocolonigenes, rattachées a Lentzea, genre crée par Yassin et al. en 1995 et Sx. flava rattachée
a Lechevalieria, crée par Labeda et al. en 2001. Jusqu’a présent, ce genre regroupe une

vingtaine d’especes (Euzeby, 2017).
6.2. Antibiotiques secrétés

Plusieurs travaux ont pu mettre en valeur les propriétés antagonistes chez des différentes
especes de Saccharothrix. En effet, ce genre secréte une multitude d’antibiotiques de nature
chimique assez diversifiée. Parmi les premiers antibiotiques décrits, nous citerons la
nocamycine, sécrétée par une souche de S. syringae (Brazhnikova et al., 1977; Horvath et al.,
1979). On peut ainsi trouver des polyamines ou des aminoglycosides (Takahashi et al., 1986),
des benzoquinones (Takahashi et al., 1986; Isshiki et al., 1989), des glycopeptides (Takeuchi
et al., 1992), des nucléosides carbocycliques (Bush et al., 1993), des composés phosphorés
acides et hydrophiles (Takahashi et al., 1995), des dithiolopyrrolones (hétérocycles azotés et
soufrés) (Lamari et al., 2002), des heptadécaglycosides qui appartiennent a une nouvelle classe
d’antibiotiques (Singh et al., 2000), des anthracyclines (Zitouni et al., 2004) et des macrolides
(Zitouni, 2005). La sacchathridine A, un dérivé naphtoquinonique agissant comme inhibiteurs
des prostaglandines, a été aussi isolée a partir d’une souche de Saccharothrix sp. (Nakae et al.,
2013). De méme, Aouiche et al. (2012) ont montré qu’une souche de Saccharothrix sp. s’est
avérée étre productrice de chloramphénicol. Les études de Boubetra et al. (2012) ont également
mis en évidence de nouveaux composés antimicrobiens, sécrétés par une nouvelle espéce de

Saccharothrix désignée S. tamanracentensis (Boubetra et al., 2015).
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Certains antibiotiques secrétés par les Saccharothrix spp. sont doués d'une activité
antibactérienne (Gram positif et plus rarement Gram négatif), comme la swalpamycine B, ou
antifongique comme le thiazolylpyridine, ou encore antibactérienne et antifongique a la fois,
comme les dithiolopyrrolones, la dopsisamine et la formamycine. D'autres composés sécrétes
présentent des activités antitumorales (ammaocidine, pluraflavines), antivirales (fluvirucines),
herbicides (phosphonothrixine et coformycine = nucléosides carbocycliques), ou inhibitrices de

métalloprotéases ou d’autres enzymes (molécules WS75624).
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Matériel et méthodes

1. Matériel

1. Souches d’actinobactéries

Deux souches d’actinobactéries ont fait I’objet de notre travail, une appartenant au genre
Planomonospora, codée CCF, a été isolée par Chaabane Chaouch en 2014 a partir d’un sol du
Hoggar, et une autre appartenant au genre Saccharothrix, codée MB29, a été isolée par
Bouznada en 2014 a partir d’un sol de M’zab.

2. Souches des germes cibles

Les germes cibles utilisés (tableaul) proviennent de la collection du Laboratoire de Biologie
des Systemes Microbiens (LBSM) de I’Ecole Normale Supérieure (ENS) de Kouba.

Tableau 1:Les germes cibles utilisés dans différents tests

Microorganismes cibles

Bacillus  subtilis  ATCC 6633 (Bs).
Bactéries 2 Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 29213(5a),
Staphylococcus aureus MESA 63%9c, Listeria

monocytogenes (Lm), Micrococcus luteus

(ML).

Pseudomonas aeruginosa (Pa), Escherichia

coli E52 (Ec).

Bactéries 3 Gram négatif

Levures

Candida albicans M2, Candida albicans M3.

Aspergillus  carbonarius M333  [Ac),
Aspergillus  ochraceus (Ao)., Aspergillus
Champignons filamenteux flavus  NEERL 3231 (Af), Aspergillus
parasiticus CBS 100926 (Ap). Fusarium
graminearum (Fg), Fusarium oxysporum f.

sp. albedinis (Foa), Fusarium proliferatum

(Fp). Fusarium culmorum (Fc).
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IV.  Méthodes
1. Criblage de Pactivité antagoniste des actinobactéries par la méthode des stries

croisées

Cette méthode consiste a ensemencer les souches d’actinobactéries sur le milieu ISP2 solide
pour la souche MB29 et le milieu Bennett solide pour la souche CCF. L’ensemencement a été
effectué en un seul trait sur la bordure des boites de Pétri. Ces dernieres sont incubées a 30°C
pendant 10 jours, pour permettre la croissance des actinobactéries ainsi que la diffusion de leurs
composés actifs. Aprés, les microorganismes cibles ont été ensemencés en stries
perpendiculairement a I’actinobactérie. La lecture des résultats a été effectuée apres 24 h pour
les bactéries et les levures et 48 h pour les champignons filamenteux, en mesurant les distances

d’inhibition entre la bordure de 1’actinobactérie et le microorganisme cible.

2. Cinétique de Dactivité antibiotique
2.1.Cinétique de la souche CCF
2.1.1. Pré-culture

Les fragments mycéliens et les spores ont été inoculés dans une fiole d’Erlenmeyer de 250
ml contenant 50 ml de milieu Bennett, qui ont été raclés a partir d’une culture de la souche CCF
en boite de Pétri agée de 15 jours a I’aide d’un fil d’ensemencement stérile. Aprés 2 jours
d’incubation a 30°C sous une agitation rotative dans un shaker a 250 rpm, cette pré-culture est

utilisée pour inoculer le milieu de production.
2.1.2. culture

Dans le but de déterminer le jour optimal de la production des antibiotiques, deux fioles
d’Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milieu Bennett liquide ont été ensemencées par 3
ml de la pré-culture de la souche CCF. Les cultures ont été incubées a 30°C en agitation
permanente a 250 rpm dans un shaker. Des prélevements de 2 mL ont été effectués
aseptiqguement toutes les 24 h pendant 12 jours. Ces prélévements ont été centrifugés a 120009

pendant 10 min.

Un milieu ISP2 semi solide (12 g/l d’agar) pré-ensemence par Staphylococcus aureus
sensible a la méticilline et Staphylococcus aureus résistant a la méticilline, a été coulé dans
des boites de Pétri. Aprés sa solidification, des puits ont été réalisés a I’aide d’un emporte

piece de 10 mm de diametre. Chaque puits recoit une aliquote de 100 ul de surnagent.
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Les boites ont été mises 2h a 4°C, puis incubées a 30°C. La lecture des résultats s’effectue

aprés 24h en mesurant le diamétre la zone d’inhibition autour du puits.
2.2.Cinétique de la souche MB29

La production des antibiotiques de la souche MB29 sur milieu solide est suivie durant 12
jours par la méthode des cylindres d’agar contre Staphylococcus aureus (MRSA 639c),
Candida albicans (M3) et Aspergillus carbonarius (M333). L’actinobactérie provenant du
milieu ISP2 a été ensemencée de maniére homogene en stries croisées sur ce milieu solide. Au
cours de I’incubation (a 30°C), des cylindres d’agar (10 mm de diamétre) ont été prélevés
quotidiennement a 1’aide d’un emporte pi¢ce, ensuite déposes aseptiquement sur la surface du
milieu ISP2 (semi-solide) pré-ensemence par les germes-cibles et coulé dans les boites de Pétri.
Ces derniéeres ont été mises a 4°C durant 2 h. Elles sont ensuite incubées a 30°C pendant 24 a
48 h. L’activité antibiotique est appréciée par la mesure du diamétre des zones d’inhibition qui

apparaissent autour des cylindres d’agar.

3. Production, extraction et purification des molécules bioactives
3.1.Production des molécules bioactives

3.1.1. Production des molécules bioactives pour la souche CCF

Un volume de 3 L du milieu Bennett liquide a été réparti sur des fioles d’Erlenmeyer de
500 ml a raison de 100 ml. Ensuite, ces fioles ont été ensemencées par 3 ml de la pré-culture,
puis incubées a 30°C sous une agitation de 250 rpm dans un Shaker jusqu’au jour de la

production optimale.

3.1.2. Production des molécules bioactives par la soucheMB29

La culture de la souche MB29 consiste & ensemencer de maniere homogene cette
actinobactérie sur le milieu ISP2 solide. L’incubation a été effectuée a 30°C jusqu’au jour de la

production optimale.

3.2.Extraction des molécules bioactives

Ce procédé implique I’utilisation des solvants pour extraire les composés bioactifs a partir

des milieux de culture.
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3.2.1. Extraction des molécules bioactives produites par la souche CCF

La culture de la souche CCF a été centrifugée a 12000 g, pendant 15 min pour récupérer le
filtrat de culture, ensuite le filtrat a été mélangé dans une ampoule a décanter avec un volume
égal au dichlorométhane. La phase organique a été récupérée apres passage a travers un papier
filtre (Whatman n° 1) contenant le sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer les traces d’cau
résiduelles et les contaminants hydrophiles. L’extrait a été évaporé sous vide a 40°C, a I’aide
d’un rotavapeur. Une fraction de cet extrait a été récupérée dans 1 ml de méthanol (MeOH)

avant d’effectuer les tests d’antibiographie.
3.2.2. Extraction des molécules bioactives produites par la souche MB29

Apres 1’achévement de I’incubation de la culture de la souche MB29, une extraction
méthanolique a été effectuée. Le milieu de culture contenant les molécules bioactives est
découpé en petits cubes pour subir une maceération agitée dans le MeOH pendant une nuit. Par
la suite, I’extrait méthanolique a été évaporé sous vide a 40°C a 1’aide d’un rotavapeur. Une

fraction du résidu sec a été solubilisée dans 1 ml de MeOH, pour étre testée par antibiographie.
3.2.3. Antibiographie

La méthode utilisée pour I’antibiographie est celle de diffusion a partir des disques de
papier. Les extraits obtenus, a partir des milieux liquide et solide, ont été testés contre
Staphylococcus aureus (MRSA 639c) pour la souche CCF et MB29, ainsi contre Candida
albicans (M3) et Aspergillus carbonarius (M333) pour la souche MB29 seulement. Des disques
de papier de 6 mm de diametre sont imprégnés par 60 pl de chaque extrait a tester, puis séchés
al’aide d’un séchoir a air froid. Aprés stérilisation sous UV (254 nm) durant 45 min, les disques
sont déposés a la surface d’un milieu ISP2 (contenant 12 g/L. d’agar) préalablement inoculé par
le germe-cible et coulé dans des boites de Pétri. Les boites sont mises a 4 °C pendant 2 h, puis

incubées a 30 °C. La lecture des résultats est réalisée aprés 24 h a 48 h.

3.3.Purification des biomolécules

3.3.1. Appareillege
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L'appareil HPLC utilisé est un chromatographe de type Waters constitué d'éléments

suivants:

o Injecteur de type Rheodine 7725i relié a une boucle d'injection de 500 pL.

e Contrdleur : type Waters 600 controller.

e Systéme de pompe: type Waters 60F.

o Détecteur UV-Visible dual bande type Waters 2487.

e Colonne semi-préparative Waters XBridge C18, 5 um (granulométrie), 10 x 200 mm
(diameétre et longueur respectivement).

e Pré-colonne Waters XBridge C18, 5 um, 10 x 10 mm.

e Logiciel de pilotage, d'acquisition et d'intégration des données: Empower 2.

3.3.2. Conditions expérimentales

Les extraits obtenus sont solubilisés, chacun dans 1 mL de MeOH, ultrafiltré (filtre de 0,2

pm), puis injectés (80 uL par injection).
Les conditions de séparation utilisées sont les suivantes:

La phase mobile est constituée d'un mélange MeOH-eau ultra pure précédemment dégazé

pendant 15 min avec de I'hélium.

Le gradient de séparation difféere selon la nature de I'extrait purifié. Le choix est fait apres
plusieurs essais préliminaires. Cependant, dans tous les cas, nous avons utilisé un gradient

continu linéaire qui varie entre 20 et 100% MeOH/eau bi-distillée.

Le debit de la phase mobile est de 2 mL/min et la longueur d'onde de détection dans I'UV est

de 220 et 390 nm. A 220 nm, tous les composés sont détectés.

Les différentes fractions obtenues (jaunes et incolores) sont récupérées séparément puis
concentrées a sec sous air comprimé. Elles sont testées par antibiographie afin de localiser
activité. Une deuxieme et éventuellement une troisiéme injection sont nécessaires pour la

purification totale des fractions actives.

4. Antibiographie des fractions purifiées
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Apres avoir récuperé les fractions, ces dernieres ont été séchées, puis solubilisées dans un
volume minimal de MeOH pour effectuer 1’antibiographie. Le procédé a été déja décrit dans le
paragraphe (3.3.2), mais cette fois ci, les disques de papier sont imprégnés par les produits

récoltés.

5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices de molécules bioactives
de la souche MB29

La détermination des CMI est réalisée par la méthode de diffusion dans I'agar. Une série de
dilutions de chaque fraction ayant montrée une activité antibiotique (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 50,

75 et 100 ug/mL) est incorporée dans des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive.

Les germes-cibles (bactéries, champignons et levures) sont ensemencés par point (en double)
en déposant 1 uL de la suspension de chaque germe-cible (préalablement calibré & 10° UFC/ml)
a la surface du milieu. Les CMI ont été realisées contre 16 microorganismes-cibles: Quatre
bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus MRSA 639c,
Listeria monocytogenes et Micrococcusluteus), deux bactéries a Gram négatif (Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli E52), deux levures (Candida albicans M2 et Candida albicans
M3) et huit champignons filamenteux (Aspergillus carbonariusM333, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus flavus NRRL 3251, Aspergillus parasiticus CBS 100926, Fusarium graminearum,

Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, Fusarium proliferatum et Fusarium culmorum).

Apres 24 a 48 h d’incubation a 30°C, la croissance des germes cibles a été évaluée par
rapport au témoin sans antibiotiques. Les CMI sont déterminées en considérant les

concentrations minimales qui inhibent totalement la croissance des germes.

6. Caractérisation partielle des molécules bioactives
6.1.Spectroscopie UV-visible

Cette étude vise a avoir une premiére idée sur les produits obtenus en permettant de détecter

les composés aromatiques et les systémes insaturés et conjugueés.

Les spectres UV-visible ont été enregistres sur un spectrophotometre Shimadzu 260 entre
200 et 500 nm pour un produit complétement purifié par HPLC de la souche MB29.

6.2.Spectrométrie de masse
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Cette technique permet de déterminer le poids moléculaire des antibiotiques en trés faible

quantité, ainsi que ceux des fragments qui en résultent apres ionisation des ions parents.

L’analyse d’un composé de la souche MB29 par spectrométrie de masse a été realise par

prestation de service au laboratoire de spectrométrie de masse de I’Université Paul Sabatier de

Toulouse, France.
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Résultats et discussions

1. Mise en évidence de ’activité antagoniste des deux souches d’actinobactéries

1.1.Résultats

L’activité antimicrobienne des deux souches des genres Planomonospora et Saccharothrix a
¢été évaluée par les méthodes des stries croisés et des cylindres d’agar, sur le milieu Bennet pour
la souche CCF et sur le milieu ISP2 pour la souche MB29, contre 17 germes-cibles: 2 bactéries
a Gram négatif, 5 bactéries & Gram positif, 2 levures et 8 champignons filamenteux.

La souche CCF a montré une activité antibactérienne, avec un spectre d’action étroit. Une
activité moyenne a forte est notée contre les bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis ATCC
6633, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus MRSA 639c, Listeria
monocytogenes et Micrococcus luteus). Chez cette souche, la distance de la zone d’inhibition
varie de 32 a 40mm. Aucune activité n’est détectée contre les bactéries a Gram négatif, les
levures et les champignons. Quant a la souche MB29, elle a inhibé fortement la croissance des
champignons filamenteux (5 a 39 mm), des levures (23 et 25 mm) et des bactéries a Gram
positif (20 a 27 mm). En revanche, une tres faible activité est remarquée contre les bactéries a

Gram négatif (elle ne dépasse pas 2 mm) (tableau 2).
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Tableau 2: Activité antagoniste des deux souches d’actinobactéries par la technique des stries

croisées.
. Zone d’inhibition en mm
Germes cibles Souche CCF Souche MB20
Bacillus subiilis ATCC 6633 36 27
Staphviococcus aureus ATCC 20213 34 25
Staphvlococcus aureus MESA 639¢ 40 22
Listeria monocyiogeneas 32 20
Micrococcus lufeus 36 27
FPseudomonas asrugingsa -
Escherichia coli E32 2
Candida albicans M2 25
Candida albicans N3 23
Aspergillus carbonarius N333 34
Aspergillus ochraceus -
Aspergillus flavus NERL 3251 15
Aspergillus parasiticus CBS 100926 19
Fusarium graminearum 20
Fusarium oxysporum L. sp. Albedinis 37
Fusarium proliferatum 5
Fusarium culmorum ) 3|

- =absence de I’activité, * = les diamétres des cylindres sont inclus dans les valeurs.

1.2.Discussion

La production d’antibiotiques chez les membres de la famille des Streptosporangiaceae,
auxquels appartiennent le genres Planomonospora, est estimée a environ 6 % parmi les souches

appartenant a des genres rares (Lazzarini et al., 2000).

La souche de Planomonospora codée CCF est douée d’une activité antibactérienne uniquement.
En effet, ce genre est connu pour produire peu d’antibiotiques a activité antibactérienne, mais
aucun antifongique n’a été signalé, ou seuls quatre antibiotiques antibactériens sont produits
par ce genre: la sporangiomycine, le thiostrepton, la planosporicine et la sphaericine (Thiemann
et al., 1968, Mertz, 1994, Castiglione et al., 2007, Sherwood et al., 2013).

Des travaux antérieurs effectués au sein du LBSM sur les Planomonospora ont montré la
production d’antibiotiques actifs contre les bactéries a Gram positif et parfois contre les
champignons, mais tres rarement contre les bactéries a Gram négatif et les levures (Boudjella
1994 et 2007; Bouti 1997; Sabaou et al., 1998).
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Dans notre cas, la souche de Planomonospora étudiée est assez intéressante puisque son activité
est dirigée contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline, d’autant plus que ce dernier
est connu pour causer des problemes séveres de santé publique (Prescott et al., 2008; Yinduo,
2014).

La souche MB29 du genre Saccharothrix a présenté une forte activité contre les bactéries a
Gram positif, les champignons et les levures, mais 1’activité contres les bactéries a Gram négatif
était trés faible. La résistance des bactéries a Gram négatif est le plus souvent due a des génes
mobiles sur des plasmides qui peuvent facilement se propager chez les populations bactériennes
(Carattoli et al., 2006; Carattoli, 2009). On note que la souche MB29 a inhibé fortement la
croissance de Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis responsable de la fusariose vasculaire du
palmier dattier qui a été signalée comme 1'un des microorganismes résistants a plusieurs

antifongiques.

Plusieurs travaux ont montré des propriétés antagonistes intéressantes chez le genre
Saccharothrix, vu qu’il est connu comme regroupant des souches et des espéces productrices
de plusieurs antibiotiques d’une grande diversité structurale et a spectre d’action assez

intéressant.

Les bactéries a Gram positif se sont montrées trés sensibles contrairement aux bactéries a Gram
négatif. Il est connu que les bactéries a Gram négatif soient plus résistantes aux antibiotiques
que les bactéries a Gram positif et possedent de nombreux mécanismes de résistance aux
antibiotiques (Spratt, 1994; Prescott et al., 2008; Gupta, 2011).

2. Suivi de I’activité antibiotique des souches étudiées
2.1.Résultats
2.1.1. Lasouche CCF

Afin de déterminer le jour de la production optimale des molécules antimicrobiennes, nous
avons évalué chaque jour, et pendant 12 jours la sensibilité d’un représentant de chaque groupe
microbien : Staphylococcus aureus MRSA 639c (MRSA) et Staphylococcus aureus ATCC
29213 (MSSA) par la méthode de diffusion des puits. La cinétique de production des molécules
antimicrobiennes par la souche CCF en milieu Bennett liquide est illustrée par la figure
7.1 activité contre les bactéries testées apparait le 2°™ jour et atteint son optimum le 3™ jour,

puis elle se stabilise jusqu’au 12°™ jour.
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Activité antagoniste de la souche CCF
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Figure 7:Cinétiques de I’activité antibactérienne de la souche CCF dans le milieu Bennett,
contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline MRSA 639c et S. aureus ATCC 29213
(MSSA).

2.1.2. Lasouche MB29

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne sur milieu solide ISP2 de la souche MB29 est
également suivie durant 12 jours contre trois germes-cibles choisis parmi les plus sensibles, a
savoir Staphylococcus aureus MRSA (bactérie a Gram positif), Candida albicans M3 (levure)

et Aspergillus carbonarius M333 (champignons filamenteux).

Les résultats illustrés par la figure 8 montrent que I’activité antibactérienne commence a
apparaitre dés le premier jour. Elle reste plus ou moins stable entre le 3°™ et le 9°™ jour. Par la
suite, cette activité reprend son accroissement pour atteindre un autre pic le 10°™ jour. Aprés
une légeére diminution (11°™ jour), cette activité augmente de nouveau le 12°™ jour. Les
activités antilevurienne et anti-champignons filamenteux débutent synchronisées le 3™ jour.
L’activité antilevurienne atteint son premier maximum le 4°™ jour. Elle diminue légérement
entre le 4°™ et le 9°™ jour, augmente de nouveau le 10°™ jour (un deuxiéme pic d’activité) puis
diminue de nouveau durant les 11°™ et 12°™ jours. De méme, I’activité anti-champignons
filamenteux se manifeste par deux maxima qui sont enregistrés le 5°™ et le 9°™ jour. Chaque

maximum est suivi par une diminution graduelle de I’activité.
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ACTIVITE ANTAGONISTE DE LA SOUCHE MB29
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Figure 8 : Cinétiques de I’activité antibactérienne et antifongique de la souche MB29 dans le
milieu ISP2, contre Staphylococcus aureus MRSA 639c, Candida albicans M3 et Aspergillus
carbonarius M333.

2.2.Discussion

La cinétique de production des antibiotiques a été menée dans une condition liquide en agitation
sur le milieu Bennett pour la souche CCF et le milieu ISP2 solide pour la souche MB29. La
production d’antibiotiques est fortement influencée par la composition du milieu de culture et
leur biosynthese est souvent contrdlée par des mécanismes dus au métabolisme des sources de
carbone, d’azote et de phosphate: induction et répression de la biosynthése, rétro-inhibition et

inactivation enzymatique (Martin et Demain, 1980).

La production des antibiotiques chez Saccharothrix sp. MB29 débute des le 1*' jour, tend a étre
relativement plus précoce et plus intense. A ce stade d’étude, et en tenant compte des résultats
des cinétiques sur milieu solide, on peut suggérer la présence de deux composes bioactifs (ou
méme plus), synthétisés séparément, dont 1’un est exclusivement antibactérien et I’autre est, a
la fois, antibactérien et antifongique. Ce dernier n’exerce son activité antifongique que lorsque
sa concentration atteint un certain seuil, d’ou la probabilité (relativement faible) d’avoir un seul

composé bioactif chez la souche MB29 (Zitouni, 2005; Badji, 2006).
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3. Extraction et purification des molécules bioactives des souches CCF et MB29
3.1.Extraction des composés actifs et antibiographie

Les molécules bioactives des deux souches d’actinobactéries ont été extraites dans les jours de
production optimale, et ce, en utilisant le dichlorométhane comme solvant d’extraction pour la
souche CCF et le méthanol comme solvant d’extraction pour la souche MB29. L’antibiographie
des deux extraits organiques a permis de confirmer son activité antimicrobienne. Les résultats

sont notés dans le tableau 3 et la figure 9.

Tableau 3:Activités antibactériennes de la phase organiques de Planomonospora sp. CCF et
Saccharothrix sp. MB29.

Souche Solvant Diamétre d’inhibition des microorganismes-cibles (en mm)
d’actinobactérie | d’extraction

Sa MRSA M3 Ac
CCF Dichlorométhane 21 27 ND ND
MB29 Méthanol 45 47 25 34

ND-= non déterminé. Le diameétre du disque de papier (6 mm) est compris dans les mesures.

Figure 9 : Activité antimicrobienne des extraits organiques des souches CCF et MB29.
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3.2.Purification des molécules bioactives par HPLC et antibiographie

Les deux extraits provenant des cultures (milieu ISP2 et Bennett) des deux souches CCF et
MB29 ont été séchés a I’évaporateur rotatif a 40°C, puis solubilisés chacun dans 1 mL de
méthanol afin de purifier les composés bioactifs par HPLC. Des injections de 80uL sont
effectués jusqu’a épuisement du stock des extraits. La détection se fait a 220 nm (pour la souche
CCF) et a 290 nm (pour la souche MB29).

Leur profils d’élution sont illustrés par la figure 9 (pour la souche CCF) et la figure 10 (pour la
souche MB29).

L’extrait organique de la souche CCF a donné plusieurs pics qui sont récoltés en 13 fractions
(figure 9) alors que I’extrait organique de la souche MB29 est séparé en 6 fractions uniquement

(figure 10).

PROFILE HPLC DE LA SOUCHE CCF
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Figure 10:Profil d’élution en HPLC (obtenus a 220 nm) de la premiere injection du produit de

la souche CCF solubilisé auparavant dans le méthanol.
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PROFILE HPLC DE LA SOUCHE MB29
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Figure 11:Profils d’¢élution en HPLC (obtenus a 290 nm) de la premiére injection du produit

de la souche MB29 solubilisé auparavant dans le méthanol.

Les activités antimicrobiennes ont été évaluées par la méthode de diffusion des disques de
papier (6 mm de diamétre). Les extraits sont concentrés a sec, puis repris dans du méthanol et

spotés a raison de 60 pl par disque.

La souche CCF sécréte plusieurs antibiotiques antibactériens, Cette activité est surtout dirigée
contre les bactéries a Gram positif. En effet, ’analyse par HPLC et 1’antibiographie des
fractions purifiées ont révélé la présence d’au moins 4 antibiotiques (P1, P2, P14 et P15) qui
sont actifs contre S.aureus ATCC 29213sensible a la méticilline et S.aureus MRSA 639c.

L’analyse par HPLC de I’extrait de la souche MB29 montre la présence de cinq composeés actifs
nommeés Al, A2, A3, A4 et A5. Ces derniers ont présenté une activité antibactérienne dirigée
contre S.aureus MRSA pour le Al, le A2 et A3, et une activité antifongique dirigée contre
C.albicansM3 et A.carbonarius pour le A4 et le A5.

Les germes cibles utilisés et les résultats du test d’activité sont présentés dans les tableaux 4 et

5.
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Tableau 4:Activités des fractions purifiées par HPLC du produit de la souche CCF solubilisé

dans le méthanol.

Activité (diametre d’inhibition en mm)
Sa MRSA 639c

P1 8 8
P2 9 15
P3 - -
P4 - -
P5 - -
P6 - -
P7 - -
P8 - -
P9 - -
P11 - -
P12 - -
P14 11 17
P15 12 26

Produit

Tableau 5:Activités des fractions purifiees par HPLC du produit de la souche MB29 solubilisé

dans le méthanol.

_ Activité (diamétre d’inhibition en mm)

Produit MRSA 639¢ M3 Ac

Al 22 - -

A2 15 - -

A3 14 - 18

A4 - 12 21

A5 - 24 30

A6 - - -

- = absence de 1’activité

4. CMI des fractions actives de la souche MB29

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été réalisées pour tous les composés
produits par la souche MB29 et qui ont montré une activité, puis purifiés par HPLC, soit 5

composés antimicrobiens (de Al a A5).
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Pour I’ensemble des composés testés, les valeurs des CMI sont comprises entre 2 & 100 pg/mL
contre les levures et les champignons filamenteux. Les valeurs des CMI contre toutes les
bactéries sont supérieures a 100 pg/mL. Les microorganismes les plus sensibles sont les
champignons filamenteux et les levures au produit A5 (figure 12) seulement, mais résistants

pour le reste des produits. Les bactéries a Gram positif et négatif sont les microorganismes les

plus résistants vers 1’ensemble des produits (Tableau 6).

Figure 12: Concentrations minimales inhibitrices de 1’antibiotique A5 de la souche
MB29. 1= Bs, 2= MRSA, 3= Lm, 4= MI, 5= Pa, 6= Ec, 7= M2, 8= M3, 9= Ac,
10= Ao, 11= Af, 12= Ap, 13= Fg, 14= Foa, 15= Fp, 16= Fc.
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Tableau 6:Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques A1, A2, A3, A4 et

A5 sécrétés par Saccharothrix sp. MB29.

. . . Antibiotigues (pg/ml)
Microorganismes-cibles Al 12 e A4 G
Bacillus subtilis ATCC 6633 =100 | =100 | =100 | =100 | =100
Staphvilococcus aureus NIRSA 639¢ =100 | =100 | =100 | =100 | =100
Listeria monocyviogenes =100 | =100 | =100 | =100 | =100
Micrococcus luteus =100 | =100 | =100 | =100 | =100
Pseudomonas aeruginosa =100 | =100 | =100 | =100 | =100
Escherichia coli E52 =100 | =100 | =100 | =100 | =100
Candida albicans N2 =100 ( =100 | =100 | =100 2
Candida albicans N3 =100 | =100 | =100 | =100 2
Aspergilius carbonarius NM333 =100 | =100 40 10 2
Aspergilius ochraceus =100 | =100 | =100 15 2
Aspergilius flavus NEEL 3251 =100 100 50 10 2
Aspergilius parasiticus CBS 100926 =100 | =100 | =100 20 2
Fusarium graminearum =100 | =100 75 15 2
Fusarium oxysporum f.sp. Albedinis =100 | =100 | =100 15 2
Fusarium proliferatum =100 | =100 | =100 30 2
Fusarium culmorum =100 | =100 30 15 2

5. Caractérisation partielle du produit A5

5.1.1. Spectroscopie UV-visible

Le composé A5 de la souche MB29 a montré une excellente activité, ce qui nous a conduits a
a lui faire une caractérisation chimique partielle. Le composé A5 de la souche MB29 a été
analysé par spectrophotométrie UV-visible. Le spectre UV-visible obtenu posséde trois pics

d’absorption maximale, a 244 nm, a 300 nm et a 362 nm (figurel3).
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Figurel3 : Spectre d’absorption dans I’UV-visible de I’antibiotique A5 de la souche MB29.
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5.1.2. Spectrométrie de masse

La figure 14représente le spectre de masse a haute résolution réalisé par nano-electrospray
ionisation (ESI) de I’antibiotiques AS. Des ions pseudomoléculaires M + Na = 683 sont obtenus

pour A5. La masse de ce dernier est donc de 683 — 23 (masse du sodium) = 670 Da.
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Figurel4 : Spectre de masse du produit A5 (Méthode Nano ESI en mode négatif) sécrété par
Saccharothrix sp. MB29.

6. Discussion

Nos souches d’actinobactéries produisent plusieurs antibiotiques ce qui concorde avec la
littérature. En effet, ce phénomene est souvent rapporté chez les actinobactéries. Les travaux de
Lamari et al., 2002, Bouras et al., 2008, Merrouche et al., 2011 ont montré le potentiel assez

intéressant de Saccharothrix algeriensis a produire plusieurs antibiotiques a la fois.
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Les especes du genre Planomonospora produisent 4 antibiotiques a savoir la sporangiomycine
sécrétée par P. parontospora sub sp. antibiotica JCM 3094 (Thiemann et al., 1968), le
thiostrepton et la sphaericine élaborés par P. sphaerica JCM 93747 (Mertz, 1994) et la
planosporicine produite par Planomonospora sp. DSM 149207 et P. alba NRRL 189247
(Castiglione et al., 2007; Sherwood et al., 2013) qui sont tous de nature peptidique.

Les résultats des CMI ont montré que les deux antibiotiques (Al et A2) ne sont pas intéressants
contre tous les germes cibles. Contrairement, les antibiotiques A3 et A4 présente une activité
intéressante que contre les champignons. L’activit¢ des molécules produites par le genre
Saccharothrix est connue surtout pour étre dirigée contre les champignons, parfois contre les
bactéries a Gram positif et rarement contre les bactéries & Gram négatif (Braznikova et al.,
1977; Horvath et al., 1979; Isshiki et al., 1989; Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999;
Wang et al 2000; Lamari et al., 2002; Zitouni, 2005).

Quant a I’antibiotique AS, il posséde une activité globalement assez intéressante et qui est
particulierement forte contre tous les champignons et les levures. La comparaison des CMI
obtenues chez certaines souches et espéces du genre Saccharothrix, notamment celles issues du

LBSM, montre que:

- L’activité antimicrobienne des antibiotiques de Saccharothrix sp. MB29 est meilleure que
celle des mutactimycines et des macrolides sécrétés par Saccharothrix sp. SA103 (Zitouni et
al., 2004; Zitouni, 2005).

- L’activité antibactérienne est moins bonne que celle de Saccharothrix sp. PAL54 (Aouiche et
al., 2012) et celle de Saccharothrix sp. SA198 (Boubetra 2013), mais I’activité antifongique est

meilleure.

Dans la littérature, et en dehors des travaux de notre laboratoire, plusieurs souches ou especes
de Saccharothrix sont rapportées pour sécréter des antibiotiques a activité uniquement
antibactérienne (Brazhnikova et al., 1977; Horvath et al., 1979). D’autres possédent des
activités antifongiques, avec ou sans activités antibactériennes (Takahashi et al., 1986;
Sugawara et al., 1999). Enfin, d’autres posseédent des activités diverses, comme par exemple,
des activités antitumorales (Kim et al., 1991; Sato et al., 1992; Murakami et al., 2001; Vertesy
et al., 2001; Johnson et al., 2012), antiparasitaires (Perry et al., 1990), herbicides (Bush et al.,
1993), analgésiques (Tsuboya et al., 1996) et anticholestérolémique (Matsuo et al., 2003).
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Ces antibiotiques appartiennent a des familles et a des groupes différents, parmi lesquels on
peut citer les aminoglycosides et les benzoquinones (Takahashi et al., 1986), les glycopeptides
(Takeuchi et al., 1992), les nucléosides carboxyliques (Bush et al., 1993), les
heptadécaglycosides (Singh et al., 2000), les dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002), les
anthracyclines (Zitouni et al., 2004), les macrolides (Powell et Roush, 2001; Zitouni, 2005;
Murakami et al., 2001; Murakami et al., 2009), les angucyclines (Kalinovskaya et al., 2010) et
les aromatiques benzéniques (Aouiche et al., 2012).

L’activité de ces antibiotiques ciblent surtout les bactéries a Gram positif, parfois les
champignons et sont rarement dirigés contre les bactéries a Gram négatif (Takeuchi et al., 1992;
Kinoshita et al., 1999; Wang et al., 2000; Lamari et al., 2002; Zitouni, 2005).
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Conclusion et perspectives

Les actinobactéries, réputées pour leurs propriétés antagonistes, sont les plus prolifiques de tous
les microorganismes en tant que producteurs de molécules bioactifs, y compris les
antibiotiques. Toutefois, la découverte de nouveaux antibiotiques a partir des actinobactéries
est devenue de plus en plus difficile. Cette difficulté est accentuée par 1’émergence accrue de
nombreux cas pathologiques issus des résistances développées par les microorganismes
pathogenes. Devant cette émergence, plusieurs stratégies dans le monde ont été entreprises a
fin de mettre sur le marché de nouveaux antibiotiques. L’une d’elles vise I’exploitation des
souches appartenant a des genres d’actinobactéries rares ou peu fréquents (autres que le genre

Streptomyces) et provenant d’écosystemes extrémes et particuliers.

Le présent travail rentre dans ce cadre et vise a étudier de la production, I’extraction et la
purification de quelques composés actifs extraits a partir de deux souches d'actinobactéries

isolées du sol du Sahara algérien.

Notre travail nous a permis de révéler le potentiel antagoniste de nos deux souches
d’actinobactéries contre divers germes cibles. L’activité de la souche CCF est exclusivement
antibactérienne et elle est dirigée contre les bactéries a Gram positif uniquement alors que
I’activité de la souche MB29 est antibactérienne (contre les bactéries a Gram positif) et

antifongique a la fois.

La production maximale des antibiotiques est obtenue au 3°™ jour d’incubation pour la souche
CCF et au 5°™ jour pour la souche MB29 et reste relativement stable jusqu'au dernier jour
d’incubation. L analyse par HPLC des extraits organiques de ces deux souches montre que cette
activité antibiotique est le résultat de I’action de 4 composées actifs chez la souche CCF et 5

composés actifs chez la souche MB29.

Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques sécrétés par la
souche de Saccharothrix sp. MB29 se sont révélées étre assez élevées contre les bactéries, les
levures et les champignons filamenteux, sauf pour I’antibiotique A5 qui a présenté un excellent

résultat contre les levures et les champignons.
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Le travail effectué ouvre des perspectives multiples qui concernent:

- La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques sécrétes
par la souche Planomonospora sp. CCF.

- La détermination des structures chimiques des antibiotiques P15 de la souche
Planomonospora sp. CCF et A5 de la souche Saccharothrix sp. MB29 par spectrophotométrie
infra-rouge et surtout par RMN (la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone
13).

- La recherche des activités biologiques autre qu’antibiotique des deux souches étudiées telles

que les activités antitumorales et antiparasitaires.
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Annexes
Milieux de culture
1. Milieu Bennett (Warren et al., 1955)

Glucose: 10 g; peptone: 2 g; extrait de levure: 1 g; extrait de viande: 1 g, eau distillée: 1000

mL; agar: 12 g; pH = 7,3.
2. Milieu ISP2

Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; agar: 20 g; eau distillée: g.s.p. 1000
m; pH = 7,2. Pour les halophiles, ajouter 150 g de NaCl.

3. Gélose nutritive (Waksman, 1961).

Peptone: 5 g; extrait de viande: 1 g; extrait de levure: 2 g; NaCl: 5 g; agar: 15 g; eau distillée
g.S.p. 1000 mL. pH 7,5.



