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Résumé

L’¢tude que nous avons effectuée porte sur ’influence des milieux de culture sur la
production des antibiotiques antifongiques par une souche d’actinobactérie, du genre
Streptomyces sp. Notée ADS, isolée a partir d’un sol saharien.

D’abord I’isolat AD8 de Streptomyces sp. a été ensemencee sur 5 différents milieux de
culture dont deux complexes (ISP2, Bennett) et 3 semi synthétiques (MSSA, MSSD, MSSG)
et incubée dans des conditions optimales pendant dix jours. Ensuite et a partir des 5 cultures
mures, des cylindres d’agar ont été scindés et déposés sur des boites Pétri contenant le milieu
PDA semi solide, les boites ont été ensemencées auparavant chacune par un champignon cible
(5 champignons toxinogénes ont été utilisés), afin d’évaluer D’activité antibiotique
antifongique de la souche. Cette méthode est appelée "la méthode des cylindres d’agar".

Les deux milieux de culture Bennett et MSSD ont montrés une meilleure production des
substances antifongiques par la souche AD8 de Streptomyces sp. Par rapport aux autres
milieux, et donc ils ont été retenus pour la suite du travail.

Afin de trouver le milieu idéal et le jour optimale a la production des molécules
antifongiques sécrétées par la souche AD8, une cinétique a été réalisée pendant 10 jours sur
les deux milieux de culture déja choisis et en utilisant comme germes cibles les deux
champignons les plus sensibles Penicillium glabrum et Fusarium oxysporum f. sp. albedini.
La croissance de la souche AD8 sur le milieu Bennett (a base glucose, de peptone, d’extrait de
levure et d’extrait de viande) est cryptique et au cours de laquelle, le pH a subit de légéres
variations. Quant a I’activité antifongique, la meilleure production est notée au 1* jour.

L’extraction des molécules antifongiques sécrétées par la souche AD8 sur le milieu
Bennett qui a présenté les meilleures activités par rapport au milieu MSSD, a été réalisée par
4 solvants organiques de polarité croissante au jour optimal de la production (jour 1). Une
activité antifongique moyenne a été détectée dans la phase organique extraite par 1’acétate
d’éthyle, par contre une trés forte activité a été notée dans la phase aqueuse résiduelle de
I’extraction effectuée avec le butanol donnant une idée sur I’acétate d’éthyle comme meilleur
solvant d’extraction pour les molécules hydrophobes et une idée sur la production des

molécules antifongiques de nature hydrophile par la souche AD8 étudiée dans ce travail.

Mot clés: actinobactéries, milieux de culture, molécules bioactives, champignons
toxinogenes, cinétique de production, Extraction



Abstract

The study that we had done focuses on the influence of the culture media on the
production of antifungal bioactive molecules produced by an actinobacterial strain, the genus
of Streptomyces sp. named ADS, isolated from a Saharan sol.

First, the strain AD8 of Streptomyces sp. was seeded on 5 different culture media (ISP2,
Bennett, MSSA, MSSD, and MSSG) and incubated in optimal conditions for ten days. Then
and from the 5 mature cultures, cylinders of agar were cut off and deposited on Petri dishes
filled with PDA semi-solid culture media, the dishes were already seeded each with a target
fungus (5 different toxic fungus were used), in order to assess the antibiotic antifungal
activity of the strain and test its antagonistic power. This method is called "the agar cylinders
method".

The two culture media (Bennett and MSSD) have shown improved production of
bioactive substances by the strain of Streptomyces AD8, compared to the other culture media
used, so they were adopted for the end of the work.

In order to find the perfect culture media and the optimal day of antifungal molecules
production by the strain AD8, a kinetic has been assessed for ten days on both of culture
media already chosen against the most sensitive fungus, Penicillium glabrum and Fusarium
oxysporum f. sp. albedini.

The growth of the strain AD8 on the culture media Bennett (made of glucose, peptone,

yeast extract, meat extract) is cryptic and over it the pH had slight variations. As to the
antifungal activity, the best day of production is noted on the first day.
At the end of this study, the extraction of the bioactive molecules secreted by the strain ADS,
on the culture media Bennett, which presented the best activities relative to the culture media
MSSD, was made by 4 solvents of increasing polarity at the optimal day of production (day1l).
An average antifungal activity was detected in the organic phase extracted with ethyl acetate,
however a very high activity was noted in the aqueous phase residual of the extraction carried
out with the butanol, giving an idea about the ethyl acetate as the best extraction solvent for
the hydrophobic molecules, and also an idea about the production of hydrophilic antifungal
molecules by the strain AD8 used in this study.

Key words: actinobacteria, culture media, bioactive molecules, toxic fungus, kinetic of
production, Extraction.
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Introduction

Au cours de ces derniéres décennies, le monde de la santé a été marqué par une
émergence des infections fongiques en particulier chez les patients immunodéprimés et par
I’augmentation inquiétante du nombre de bactéries pathogeénes multirésistantes aux
antibiotiques (Boughachiche et al., 2005; Thakur et al., 2007). L’apparition croissante
des cas de résistance, qui a réduit ainsi la durée de vie des antibiotiques est due
principalement a 1’utilisation abusive des antibiotiques en médecine, ainsi que leur emploi
comme additif alimentaire en élevage agricole (Emerson et al., 2012; Barlam et al.,
2016).

Contrairement a I’antibiothérapie bactérienne, I’antibiothérapie fongique est encore trés
insuffisante, notamment en raison de la toxicité relativement élevée des antifongiques sur les
cellules humaines et la résistance des champignons pathogenes aux antifongiques. Le nombre
de molécules antifongiques utilisées dans les traitements est ainsi trés réduit. Les infections
fongiques peuvent étre a 1’origine des taux élevés de morbidité et de mortalité observés ces
dernieres années. (Delarze & Sanglard (2015) ont rapporté qu’environ 1,7 milliard de
personnes dans le monde sont infectées par des champignons pathogenes, dont 1,5 million
meurent chaque année. Les champignons toxinogenes et phytopathogénes provoquent
également de sérieux problemes dans de nombreux secteurs économiques (agriculture,
alimentaire, élevage d’animaux), en produisant des mycotoxines, ou encore en contaminant
les cultures agricoles et les animaux d’élevage, entrainant ainsi une baisse du rendement
(Viaene et al., 2016).

Actuellement, plusieurs stratégies dans le monde ont été entreprises, dont celles qui
reposent sur la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques naturels dans
I’espoir de trouver de nouveaux composés plus efficaces et moins toxiques afin de continuer
la lutte contre les microorganismes pathogenes. Plusieurs auteurs ont rapporté que les
antibiotiques naturels présentent des caractéristiques prometteuses permettant le contréle des
maladies infectieuses, car ils sont facilement et rapidement biodégradables et faiblement
toxiques. De plus, la diversité de leurs activités biologiques et de leurs structures chimiques
fournit des modes d’action intéressants (Kim et al., 2000 ; Thiele-Bruhn, 2003 ; Harvey,
2008).

Parmi les microorganismes, les actinobactéries constituent la principale source naturelle
d‘antibiotiques, avec pres de 50% de molécules secrétées, dont plusieurs sont utilisés dans les
domaines thérapeutique, médicale, vétérinaire et agronomique, tels que, les antibiotiques
antibacteriens et antifongiques, les antiviraux, les antiparasitaires, etc. (Solecka et al., 2012;

Manivasagan et al., 2013; Hug et al., 2018). Parmi les actinobactéries, le genre Streptomyces
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est le plus exploité pour ses nombreuses propriétés importantes dans la production
d’antibiotiques d’origine naturelle, avec une activité biologique intensément exploitée dans
plusieurs domaines (Solecka et al., 2012; Kemung et al., 2018; Harir et al., 2018).

Dans D’espoir d’augmenter la probabilit¢ de découverte de nouveaux antibiotiques,
I’équipe de microbiologie du laboratoire de Biologie des Systémes Microbiens (LBSM)
de DI’école normale supérieure de Kouba, a isolé sélectivement plusieurs souches
d’actinobactéries et beaucoup d’entre-elles se sont révélées étre de nouvelles espéces
capables de produire un grand nombre de molécules antimicrobiennes (Lamari et al.,
2002; Zitouni et al., 2004; Boudjella et al., 2010; Merrouche et al. 2010, 2011, 2018 et
2019; Boubetra et al., 2013; Yekkour et al. 2015; Khebizi et al. 2018; Lahoum et al.,
2019; Tata et al., 2019).

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a |’¢tude de la souche
d’actinobactérie AD8 qui a été isolée d’un sol saharien et identifiée au genre Streptomyces,
I’étude de I’activité antifongique de la souche et I’étude de I’influence des milieux de culture
sur la production d’antibiotiques antifongiques dans le but de déterminer un milieu de culture
qui permettrait une production optimale de I’activité antifongique par la souche AD8.

Ce mémoire est présenté en trois parties :

- La premiere partie fait I’état des connaissances générales sur les actinobactéries et un
apercu sur leur capacité a produire des molécules bioactives ainsi que ’influence des milieux
de cultures sur la production de ces derniers.

- La seconde partie de ce manuscrit est consacrée a la description du matériel et des
methodes utilisées.

- La derniére partie est relative a la présentation des résultats obtenus et a leurs

discussions.
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I. Synthese bibliographique

1. Généralités sur les actinobactéries

Le terme utiliseé précédemment pour désigner les actinobactéries est “actinomycétes”.
Etymologiquement, le mot actinomycéte a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut
dire rayon et «mykes» qui veut dire champignon «Champignons a rayons» ou «Cham-
pignons rayonnants» (Gottlieb, 1973). Les actinobactéries sont depuis longtemps classées
parmi les procaryotes et définies selon 1’édition 2012 du Manuel de Bergey comme regrou-
pant les bactéries a Gram positif ayant un pourcentage de guanine-cytosine supérieur a 55%,
le plus souvent compris entre 60 et 75% (Chun et al., 1997).

Physiologiquement, les actinobactéries sont, en général, des bactéries aérobies mais cer-
taines sont aérobies facultatives ou méme anaérobies. Ces bactéries sont chimio-
hétérotrophes, et la plupart sont capables d’utiliser une grande variété de source d’énergie, y
compris les polymeres complexes (Zimmerman, 1990). Leur cycle biologique est semblable
a celui de certains champignons, mais leur structure procaryotique, sans noyau distinct, les a

classées parmi les bactéries (Figure 01).
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Actuellement, I’identification taxonomique des actinobactéries est basée sur une ap-
proche polyphasique qui est la résultante d’'une combinaison de critéres. Ainsi, la plupart des
genres peuvent étre définis par des critéres morphologiques et chimiques, tandis que la déter-
mination des espéces repose sur les critéres physiologiques et moléculaires.

Les criteres morphologiques sont les premiers utilisés, et continuent jusqu’a maintenant a
étre considérés comme un critére important pour orienter 1’identification. Concernant les cri-
téres macromorphologiques, il s’agit d’observer, a 1’ceil nu, la présence ou I’absence du mycé-
lium aérien, la couleur du MA et du mycélium du substrat, la production et la couleur des
pigments diffusibles et la production ou non de pigments mélanines. La détermination des
couleurs s’effectue grace a I’utilisation de chartes de couleurs. La micromorphologie des
principaux genres d’actinomycetes est illustrée dans la figure 02.

Les caracteres chimiques (chimiotaxonomie) consistent a mettre en évidence les
constituants majeurs des actinobactéries qui se trouvent au niveau de la paroi cellulaire
(présence des formes LL ou DL de I’acide diaminopimélique et présence ou non de
glycine), de la membrane plasmique (phospholipides, ménaquinones et acides gras) et
des cellules entieres (sucres taxonomiquement importants: arabinose, galactose, madu-
rose, rhamnose et xylose) (Jones et Krieg, 1989).

Les tests physiologiques sont déterminés par 1’étude de la capacité des actinomycetes a
dégrader différents composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polyméres complexes,
stéroides, etc. D’autres tests interviennent parfois dans la détermination des especes, comme
la résistance a certains agents antimicrobiens et la tolérance a certaines conditions (tempéra-
ture, pH, salinité, etc.). Ces tests physiologiques (en nombre élevé) ont été utilisés dans le
cadre d’une taxonomie numérique (Athalye et al., 1985).

Les études moléculaires sont tres importantes pour retracer les parentés phylogéné-
tiques des souches et pour determiner les especes. Les principales techniques moléculaires
utilisées en taxonomie sont I’analyse des séquences de I’ADN codant pour I’ARN riboso-
mique 16S (ARNr 16S), I’hybridation ADN-ADN, la détermination du pourcentage de gua-
nine-cytosine, et a un degré moindre, I’analyse des séquences des protéines ribosomiques.
Ces techniques ont permis de tracer la phylogénie des actinobactéries (Stackebrandt et
Woese, 1981; Stackebrandt et al., 1981a et 1983; Stackebrandt, 1894). L’identification
des genres est facilitée par les études morphologiques et chimiques tandis que les cri-

teres physiologiques et moléculaires séparent les espéces.
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Figure 02. Représentation schématique de la micromorphologie de quelques genres

d’actinobactéries (Ait Barka et al., 2016).
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2. Ecologie des actinobactéries

Du fait de leur grande capacité adaptative, les actinobactéries sont des organismes ubiqui-
taires retrouvés dans différents habitats naturels (Tableau I). On les retrouve dans le sol, 1air,
les eaux douces, les eaux de mer, les composts, les débris végétaux, le pollen, les abeilles
melliféres, les plantes en culture (endophytes), les lichens et plusieurs autres substrats (Wey-
land 1981; Goodfellow et Williams 1983; Lacey, 1997; Kim et al., 1998; Taechowisan et
al., 2003; Gonzalez et al., 2005; Promnuan et al., 2011). Ces microorganismes ont égale-
ment la faculté de coloniser d’autres biotopes particuliers tels que les déserts chauds, les gla-
ciers, les sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux lourds, les grottes naturelles,
les lacs extrémement alcalins, certains milieux trés salés ou encore les sédiments marins pro-
fonds (Lechevalier 1981; Groth et al., 1997; Sabaou et al., 1998; Moncheva et al., 2002;
Pathom-aree et al., 2006; Okoro et al., 2009; Santhanam et al., 2012).

Les actinobactéries sont en majorité saprophytes, mais quelques formes sont pathogenes
pour I’homme (Mycobacterium tuberculosis, Nocardia asteroides), les plantes (Streptomyces

scabies) ou les animaux (Actinomyces bovis) (Goodfellow et Wiliams, 1983).

Tableau I. Distribution de certains genres d’actinobactéries dans la nature (Manuel de Ber-
gey, 2012).

Genre Habitat

Amycolatopsis Sol.

Actinoplanes Eau, sol.

Aeromicrobium Sol, plantes, air, habitats aquatiques.

Brevibacterium

Produits laitiers, peau, matériel clinique.

Micromonospora

Eau, sol.

Rhodococcus Sol, eaux douces, sédiments marins.
Saccharomonospora Matiére en decomposition, sol.
Salinispora Eaux marines tropicales et subtropicales.
Streptomonospora Sols hypersalins.

Streptomyces

Sol, eau, litiere, etc.
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Le sol représente le réservoir le plus important en actinobactéries (10 a 20% de la micro-
flore tellurique). Typiquement, elles sont présentes dans le sol avec des densités de 1’ordre de
10° & 10° UFC (Unité Formant Colonie) par gramme de sol sec (Goodfellow et Williams,
1983), avec une dominance évidente du genre Streptomyces qui représente entre 80 et 95 %
des isolats actinobactériens d’origine tellurique (Lechevalier et Lechevalier, 1970). Cepen-
dant, I’abondance des actinomycetes au niveau du sol est fortement influencée par certains
facteurs tels que la profondeur, le pH, la température, I'numidité, I'aération, le taux de matiere
organique et sa qualité, la charge microbienne, etc. (Sabaou et al., 1998). Les actinobactéries
préferent un pH compris entre 7 et 8 et une humidité réduite de I’ordre de 5 a 25%. La majori-
té des actinobactéries sont mésophiles, basophile ou neutrophiles. Certaines especes sont aci-
dophiles ou halophiles (Hagedorn, 1976; Meklat et al., 2011). Certains genres, tels que les
Thermomospora, sont thermophiles (Sabaou et al., 1998).

En Algérie, les sols sahariens se sont révélés étre relativement assez riches en actinomy-
cetes, aussi bien du point de vue quantitatif que qualitatif (Sabaou et al., 1980, 1992 et 1998).
Différents travaux d’isolement menés par Sabaou et ces collaborateurs ont permis, via l'utili-
sation des méthodes sélectives, d’isoler un nombre important de souches appartenant a des
genres considérés comme peu fréquents a rares, et ont également permis la découverte de
nouvelles especes (Sabaou et al., 1998, Zitouni et al., 2004; Meklat et al., 2012; 2013;
2014; Boubetra et al., 2012; Lahoum et al., 2015; Chaouch et al., 2017) et méme de deux

nouveaux genres (Mzabimyces et Bounagaea) (Saker et al., 2014; Meklat et al., 2015).

3. Intérét des actinobacteries

Si quelques espéces d’actinobactéries sont pathogenes, la majorité, sont cependant treés
utiles. Leur hétérogenéité métabolique et leur diversité écologique assez exceptionnelles font
d’eux des producteurs potentiels de nombreuses molécules a propriétés tres diverses et inté-
ressantes dans les domaines médical, vétérinaire, agronomique et industriel (Peczynska-
Czoch et Mordarski, 1988; Sanglier et al., 1993).

3.1 Intérét en agronomie
Les actinobactéries sont connues pour leur réle important dans le domaine agronomique.
Elles sont trés utiles dans 1’amélioration de la qualité des sols agricoles par la biodégradation

des substances peu ou non dégradables par les autres microorganismes comme les polymeéres



Synthese bibliographique

complexes, les polysaccharides, les lignocelluloses et la chitine (Goodfellow et Williams,
1983; Cragg et al., 2015).

Les actinobactéries ont également la capacité de solubiliser certains minéraux insolubles
dans la rhizosphere comme le phosphore (Hamdali et al., 2008; Jog et al., 2014; Tamreiha
et al., 2016), de produire des phytohormones, I’acide indole acétique par exemple, et des sidé-
rophores (Macagnan et al., 2008). De plus, la relation symbiotique endophytique du genre
Frankia avec plusieurs plantes dicotylédones autres que les Iégumineuses assure la fixation de
I'azote gazeux, et par la suite, I’enrichissement du sol en ammoniac (Perrine et al., 2011).

Le pouvoir antagoniste des actinobactéries peut étre exploité dans le domaine agrono-
mique pour remédier a certaines maladies des plantes. En effet, ces microorganismes sont
préconisés dans le cadre de la lutte biologique contre de nombreux agents phytopathogenes
d'origine tellurique ou foliaire (El-Tarabily et al., 2010; Yekkour et al., 2015; Goudjal et
al., 2016; Toumatia et al., 2016; Merrouche et al., 2017) tels que les Fusarium qui peuvent
étre combattus par un fongicide, le mycostop, dont Streptomyces griseoviridis, une actinobac-

térie, est le microorganisme producteur.

3.2 Intérét dans le domaine médicale

De nombreuses molécules bioactives sont produites par les actinobactéries et certaines
ont trouvé une application en thérapie humaine. Ces bactéries ont fourni des composés anti-
tumoraux, des vitamines, des substances vasodilatatrices, des antihistaminiques, des antioxy-
dants, et surtout des antibiotiques (Baltz, 2008 ; Chang et al., 2011,; Kang et al., 2012; Kar-
thik et al., 2013; Mohammadipanah et Wink, 2016; Ait Barka et al., 2016). En effet, plus
de 45% des molécules bioactives d’origine microbienne sont produits par les actinobactéries
(Solecka et al., 2012). Parmi ces molécules, environ 80% sont produites par les espéces du
genre Streptomyces (Figure 03). le genre le plus répandu dans I’environnement (Bull et
Stach, 2005; Mohamed et Galal, 2005; Jose et al., 2011). Les antibiotiques sécrétés par ce
genre peuvent étre a activités antibactériennes et/ou antifongiques (aminoglycosides, aroma-
tiques, glycopeptides, macrolides, polyénes, etc.), ou encore, avoir des propriétés antitumo-
rales et cytostatiques (adriamycine, anthramycine, daunomycine, rebeccamycine, etc.)
(Mann, 2001; Butler, 2004). Plusieurs d’entre eux ont trouvé une application thérapeutique
assez importante (Jose et Jebakumar, 2013).

D’autres molécules sont trés utilisées en médecine vétérinaire. C’est ’exemple de
I’avermectine produite par Streptomyces avermitilis, qui est un antihelminthique (contre les

nématodes chez les animaux) (Ait Barka et al., 2016).

8
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M Streptomyces

autre éspeces

Figure 03. Secteur angulaire montrant la répartition de la production des molécules bioactives
entre le genre de Streptomyces, et d’autre genre d’actinobactéries.

3.3 Intérét dans d’autres domaines

Les actinobactéries ont un rdle écologique important, comme par exemple dans la dégra-
dation des hydrocarbures (Essien et Udosen, 2000) et la minéralisation du phénol et des dé-
chets industriels (Bhatena et al., 2002). Ils interviennent aussi dans 1’industrie alimentaire
comme protecteurs de certains fromages, et pour le traitement des emballages (ex: pimaricine)
(Wolfe et al., 2014). Dans I’industrie des détergents, ils interviennent comme producteurs de
protéases (Moreira et al., 2002).

4. Le genre Streptomyces
4.1 Taxonomie des du genre Streptomyces

Le genre Streptomyces a été trés longtemps inclus dans 1’ordre des Actinomycetales
(Bergey’s Manual, 2004). Cependant, dans 1’édition du Manuel de Bergey de 2012 et sur la
base des données de la biologie moléculaire, Goodfellow et al. (2012) ont subdivisé cet ordre
en plusieurs ordres. Le genre Streptomyces appartient actucllement a I’ordre des Strepto-
mycetales et a la famille des Streptomycetaceae. Il fait partie du domaine Bacteria, du phylum
Actinobacteria et de la classe Actinobacteria.

Le genre Streptomyces englobe actuellement plus de 843 especes définies sur la base du
géne codant pour I’ARN 16S et de I’hybridation ADN-ADN (Kemung et al., 2018). Les

especes appartenant a ce genre appartiennent en majorité a la famille des Streptomycetaceae.
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Morphologiquement, les espéces appartenant au genre Streptomyces possedent un myce-
lium du substrat abondamment ramifié, généralement non sporulé, surmonté par un mycélium
aérien produisant des sporophores qui donnent naissance a des chaines de spores (jusqu’a 50
spores ou plus par chaine) de formes variées: droites a flexueuses (type RF = Rectus Flexibi-
lis), en crochets ou en boucles (type RA = Retinaculum Apertum) ou encore spiralées (type S
= Spira). (Figure 04). Les spores ne sont pas mobiles et ont une surface lisse, rugueuse,
épineuse ou chevelue.

Chimiquement, la paroi du genre Streptomyces est caractérisée par la présence de
I’isomeére LL de DAP avec glycine et absence de sucres caractéristiques. C’est-a-dire, une
paroi de type IC (Holt et al., 1994). Les acides gras de type ramifiée iso et antéiso, parfois
insaturés et cyclopropaniques (Rezenka et al., 1984) et les phospholipides membranaires sont
de type PII (Lechevalier et al., 1977). Le pourcentage de GC des especes de Streptomyces est
compris entre 68 et 78% (Bergey’s Manual, 2012).
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Figure 04. Types de chaines de spores rencontrés chez les espéces de Streptomyces
(Bergey’s Manuel, 2012).
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4.2 Métabolites secondaires sécrétés par les espéces de Streptomyces

Les Streptomyces sont exceptionnels pour la production des métabolites secondaires
bioactifs, produisant ainsi plus d’un tiers des antibiotiques disponibles dans le commerce.
Leurs métabolites secondaires possedent des activités biologiques tres variées (Tableau II).

Le premier antibiotique identifié chez les Streptomyces est la streptomycine, produit par
S. griseus (Schatz et al., 1944), qui a été utilisé a I’époque comme traitement contre la tuber-
culose.

Par ailleurs, I’espece S. ambofaciens a été découverte dans les années 50 et est connue
pour la production de congocidine (Cosar et al., 1952) et de spiramycine (Pinnert-Sindico,
1954). Par la suite, d’autres antibiotiques ont été isolés a partir de cette souche, telles que la
kinamycine (Pang et al., 2004), la stambomycine (Laureti et al., 2011) et ’antimycine qui
est un antifongique (Schoenian et al., 2012).

Les souches de Streptomyces sont capables de synthétiser des molécules a propriétés di-
verses (composés antifongiques, antibactériens, insecticides, herbicides, antiparasitaires, aca-
ricides, nématocides, antiviraux, antitumoraux, anti-allergéniques, antioxydants, enzymes,
vitamines, etc.) (Maciej, 2005; Hopwood, 2007; Kampfer et al. 2014).

En effet, ce genre bactérien est a 1’origine d’environ 70 a 80% des molécules antibio-
tiques naturelles utilisées en médecine (Harir et al., 2018) et 60% des antifongiques utilisés
en agriculture (Sujatha et al., 2005).

Plusieurs travaux ont ét¢ menés pour augmenter la production de métabolites d’intéréts a
partir de ce genre bactérien. Il a ¢ét¢ démontré I’importance majeure et 1’implication de
I’influence des conditions de culture de la bactérie productrice sur la production des métabo-

lites recherchés (Tata, 2020).

11
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Tableau I1. Exemples de molécules bioactives produites par les Streptomyces.

Antibiotique Activité Streptomycéte Références biblio-
producteur graphiques
Streptomycine Antibactérien S. griseus Aung (1997)
Spiramycine Antibactérien S. ambofaciens Colombié (2005)
Néomycine Antibactérien S. fradiae Aung (1997)
Acide clavulanique Inhibiteur enzymatique S. clavuligerus Birnbaum et al.
(1978)

Nystatine Antifongique S. noursei Aung (1997)
Antimycine A Antifongique S. antibioticus Aung (1997)
Ara-A Antiviraux S. antibioticus Larpent et
Tunicamycine S. chartreusis E‘Ség(;m Gourgaud
Daunorubicine Anticancéreux S. peucetius
Actinomycine D S. antibioticus
Mitomycine C Immunosuppresseurs S. caespitosus

FK-506 S. tsukubaensis
Avermectine Insecticides S. avermitilis
Milbémycine S. hygroscopicus
Hygromycine B Antiparasitaires S. hygroscopicus
Monensine S. cinnamonensis
Phosphonothricine Herbicides S. viridochromo-

genes

Bialaphos

S. hygroscopicus

N-[2-(1H-in- dol-3-
yl)-20xoethyl]
Acétamide

1-Nonadécéne

Cyclo (L-Pro-L-Tyr),
diketopiperazine

Antibactériens et
antifongiques

Streptomyces  sp.
TN256

Smaoui et al.
(2011)

(DKP) derivative

Streptophénazine Antibactériens + Streptomyces sp. Bunbamrung et
anticancéreux BCC21835 al. (2014)

1, 2- benzene dicar- Anticancéreux Streptomyces  sp. | Krishnan et al.

boxylic acid, VITSIKS (2014)

mono 2- ethylhexyl
ester
(DMEHE)

Validamycine A

Antifongique

S. hygroscopicus

Zhou et Zhong
(2015)

12
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5. Les antibiotiques
5.1 Définition

Etymologiquement, le terme “antibiotique” est dérivé des mots grecs “anti” qui veut dire
contre et “bios” qui signifient la vie, ¢’est-a-dire, “contre la vie. Au sens large, un antibiotique
est une substance qui peut étre naturelle, synthétique ou semi- synthétique (obtention par mo-
difications chimiques ou enzymatiques des molécules naturelles) inhibant la croissance
d’autres microorganismes ou les détruisent (Bugnicourt, 1995).
En plus des microorganismes, les antibiotiques ont été isolés également a partir des plantes et
des animaux (Lazzarini et al., 2000).

Les antibiotiques d’origine microbiens sont synthétisés généralement a la fin de la phase
exponentielle (trophophase). Cependant, en ce qui concerne les actinobactéries et les Strep-
tomyces en particulier, les métabolites secondaires peuvent parfois étre produits durant les

phases exponentielle, stationnaire et de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006).

5.2 Microorganismes producteurs d’antibiotiques
5.2.1 Les actinobactéries

De tous les microorganismes, les actinobactéries occupent la premiére place comme
fournisseurs d’antibiotiques, avec 45% de molécules d’origine microbienne a leur compte,
soit environ 10 100 de ces composés. le genre Streptomyces produit a lui seul plus de 7 600
antibiotiques, soit environ 36% de toutes les molécules d’origine microbienne, et 80% de
toutes les molécules d’origine actinobactérienne (Solecka et al., 2012).

Parmi les antibiotiques élaborés par les espéces appartenant au genre Streptomyces, nous
pouvons citer de nombreuses molécules commercialisées tels que le streptomycine, la kana-
mycine, I’oxytétracycline, le chloramphénicol, I’érythromycine, la néomycine, la novobiocine

et la nystatine, etc. (Yassour et al., 2016; Singh et al., 2017).

5.2.2 Les bactéries non mycéliennes et champignons

Les bactéries non mycéliennes produisent environ 17% des antibiotiques d’origine mi-
crobienne (Solecka et al., 2012). La plupart sont élaborés par les Bacillaceae (ex.: Bacillus
subtilis, Bacillus thuringiensis) et les Pseudomonadaceae (ex.: Pseudomonas). La plupart des
molécules bioactives produites par les Bacillus sont de nature peptidique. D’autres bactéries
appartenant a des genres trés divers tels que Micrococcus, Chromobacterium, Proteus, etc.,

produisent également quelques antibiotiques (Breton et al., 1989; Bonmatin et al., 2003).

13
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Environ 38% des champignons décrites sont productrices d’antibiotiques (Solecka et al.,
2012). La plupart des champignons producteurs de molécules bioactives sont des ascomyceétes
ou des formes imparfaites telles que Aspergillus, Penicillium, Cephalosporium et Fusarium,
ou encore certains basidiomycetes et zygomycetes (Laskin et Lechevalier, 1984; Barrett,
2002). Les antibiotiques sécrétés les plus connus sont la pénicilline, la céphalosporine, 1’acide

fusidique et la griséofulvine (Barrett, 2002).

6. Classification générale des antibiotiques

Les antibiotiques constituent un groupe de molécules bioactives hétérogene qui peuvent
étre classés selon plusieurs critéres: la structure chimique, 1’origine, le mécanisme d’action et
le spectre d’action (Berdy et al., 1987; Bycroft, 1988; Yala et al., 2001). La classification la
plus utilisée en recherche fondamentale est celle de Berdy et al. (1987) qui repose sur la na-
ture chimique des antibiotiques (Tableau II1). Pres de 7000 molécules ont été classées dans 9

grandes familles chimiques.

Tableau I11. Classification des antibiotiques d’aprés leur structure chimique (Berdy et al.,
1987).

Familles d’antibiotiques | Sous-familles Exemples
Antibiotiques glycosilés | Glucides purs Nojirimycine.
Aminoglycosides Streptomycine, gentamicine,
kanamycine.
Glycosides C-glycosides: vancomycine.

N-glycosides: streptothricine.

Glycolipides Moenomycine.
Lactones macrocy- Macrolides Spiramycine, érythromycine.
cliques Polyénes Amphotéricine, nystatine,
candicidine.
Macroteétrolides Tetranactine, nonactine.
Macrolactames Rifamycine.

Quinones et apparentés | Polycycliques accolés linéai- | Tetracyclines.

rement

Dérivés naphtoquinoniques Anthracyclines.

Dérivés benzoquinoniques Mitomycine.
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Acides aminés et pep-
tides

Dérivés d’acides aminés

Cyclosérine, pénicilline, no-

cardicine.

Homopeptides

Bacitracine, cyclosporine.

Hétéropeptides

Aculéacine.

Depsipeptides

Valinomycine.

Hétérocycles a azote

Hétérocycles non accolés

Caerulomycine,  mildiomy-

cine.

Hétérocycles accolés

Phénazines, herbicidine.

Hétérocycles a oxygene

Polyéthers

Monensing, nigéricine.

Composés alicycliques

Dérivés du cycloalcane

Cycloheximide.

Terpenes

Acide marasmique.

Oligoterpenes

Acide fusidique.

Composés aromatiques

Dérivés benzéniques

Chloramphénicol.

Aromatiques accolés

Griséofulvine.

phosphore ou du soufre

Composés non benzeéniques Fusariocine.

Autres dérivés aromatiques Novobiocine.

Dérivés des alcanes Elaiomycine.
9- Composes alipha- Dérivés d’acides carboxy- | Cérulénine.
tiques liques

Composés  contenant  du | Fosfomycine.

6.1 Les antibiotiques antifongiques

L’obtention de molécules antifongiques intéressantes est plus difficile que celles des mo-

Iécules antibactériennes a cause de leur cible qui a une structure eucaryote tout comme les

cellules humaines, excepté pour la paroi qui leur est spécifique. Les antifongiques dont le

mode d’action n’est pas ciblé sur les parois fongiques seront également potentiellement

toxiques pour I’hote. En raison de cette similitude, les antifongiques qui ne ciblent pas une

composante de la paroi ne sont pas privilégiés en thérapie antifongique (Georgopapadakou

et walsh, 1996).
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6.1.1. Les antifongiques d’origine naturels

Prés de 40% des antibiotiques produits par 1’ensemble des microorganismes posseédent
une activiteé antifongique (Berdy et al., 1987). Ces molécules sont surtout synthétisées par des
actinobactéries ou des champignons (Breton et al., 1989). En outre, plus de la moitié de ces
antifongiques possedent également des activités antibactériennes (Berdy et al., 1987). Selon
leur structure, les antifongiques naturels sont classées selon leur structure dans deux grands
groupes: les molécules polyeniques (actifs principalement contre les champignons) et les mo-

lecules non plyéniques (ayant souvent une activité antibactérienne en plus) (Berdy, 2005).

a. Les antifongiques polyéniques

La structure chimique des antifongiques polyéniques est caractérisée par la présence d’un
grand cycle lactone (comprenant 12 a 37 atomes de carbone) possédant une partie hydrophile
(6 & 14 fonctions hydroxyles) et une partie du squelette carboné hydrophobe ayant entre trois
et sept doubles liaisons conjuguées (Brautaset et al., 2000). Malgré 1’action forte des anti-
fongiques polyéniques contre les champignons, trés peu sont utilisés pour traiter les infections
fongiques, en raison des problémes liés a leur toxicité, a leur instabilité et a leur insolubilité.
L’amphotéricine B et la nystatine sont les plus utilisés en thérapie (Gupte et al., 2002), et la
natamycine en industrie alimentaire (comme conservateur en fromagerie et en charcuterie)
(Farid et al., 2000).

B. Les antifongiques non-polyéniques

Les antifongiques non-polyéniques possédent des structures chimiques tres variées et ap-
partiennent a plusieurs familles d’antibiotiques: aromatiques, hétérocycles azotés, quinones,
composés alicycliques, aminoglycosides, peptides, polyéthers, aglycones, etc. (Berdy et al.,
1987; Walsh et Giri, 1997). lls présentent en générale une toxicité moindre que les polyenes,
ce qui leur donne une place importante dans la thérapie humaine et vétérinaire. Parmi Les
antifongiques non-polyéniques commercialisés, il existe la griséofulvine, bénanomicine, la
flucytosone, les échinocandines, etc. (Gozalbo et al., 2004). Cependant, d’autres molécules
ont trouvé une application dans le domaine agricole comme biopesticide: I’antimycine A,
I’auréofungine, la blasticidine S, le cycloheximide, 1’ézomycine, la kasugamycine, la mildio-
mycine, les polyoxines B et D, la gramicidine, la phytoactine, la validamycine, etc. (Misato,
1982; Deacon, 1984; Bauer, 1986).
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6.1.2 Les antifongiques de synthese

La synthése chimique a fourni aussi quelques molécules antifongiques utilisées actuelle-
ment en thérapie humaine ou vétérinaire, ainsi qu’en agriculture, tels que les analogues des
nucléosides (ex., la flucytosine qui est un analogue de la pyrimidine), les allylamines (ex., la
terbinafine), les azolés (ex., tébuconazole, imidazoles, fluconazole, benzimidazole), les échi-
nocandines et pneumocandines (ex., caspofungine, micafungine), ou encore les carbamates et
dérivés (ex., thiocarbamates) (Andriole, 2000; Balmas et al., 2005; Dupont, 2007).

7. Mode d’action des antifongiques

Les substances antifongiques affectent le cycle de vie normal des champignons en cau-
sant des interférences métaboliques au niveau cellulaire, en visant, plusieurs cibles:
- la paroi et/ou la membrane cellulaire par inhibition de la biosynthése de 1’ergostérol néces-
saire a la formation de la membrane cellulaire (exemple, dérivés azolés), inhibition de la syn-
these des phospholipides membranaires (exemple, amphotéricine B), inhibition de la synthése
des glucanes de la paroi cellulaire (exemple, échinocandines).
- la cible peut étre intracellulaire, telle que la perturbation du métabolisme respiratoire cellu-
laire (exemple, carboxamides), inhibition de la synthése des acides (ex, Flucytosine), inhibi-
tion de la division cellulaire (exemple, griséofulvine), inhibition de la synthése des protéines
(exemple, Kasugamicine et cycloheximide).
- des cibles variées (exemple, dithiocarbamates ayant des actions inhibitrices sur divers sys-
temes enzymatiques de type sulfhydryle et métal-dépendante) (Miller, 1982; Carle, 2003;
Odds et al., 2003; Hulin et al., 2005; Horsefield et al., 2006).

8. Facteurs influencant la production d’antibiotiques

La production d’antibiotiques (métabolites secondaires) chez les actinobatéries est condi-
tionnée par trois éléments: la présence de la biomasse, la quantité des précurseurs disponibles
et Iactivité enzymatique relative a la voie métabolique concernée (Rafieenia, 2013). Ces
trois parametres sont sous I’influence de plusieurs facteurs nutritionnels (sources de carbone
et d’azote, de phosphate inorganique, d’oligoéléments, etc.) et physico-chimiques et environ-
nementaux (pH, température, aération et vitesse d’agitation) (Ruiz et al., 2010; Sanchez et
al., 2010).
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8.1 Les facteurs nutritionnels

La production d’antibiotiques est souvent contrdlée par des mécanismes dus au métabo-
lisme des sources de carbone, d’azote et de phosphate (induction et répression de la biosyn-
these) (Souagui et al., 2015; Souagui et al., 2019). En effet, plusieurs travaux ont montré que
la nature et la concentration de certains composés dans le milieu de culture ont un effet impor-
tant sur la production des antibiotiques (Bouras et al., 2005; Merrouche, 2012; Hasani et
al., 2014; Falzone et al., 2017; Leulmi et al., 2019; tata, 2020). De plus, ’origine d’une
méme source de carbone peut parfois affecter la production d’antibiotiques (Adinarayana et
al., 2003).

8.1.1 Influence des sources de carbone

Le carbone est une source d’énergie, il présente un élement structural des cellules micro-
biennes. Le type de la source carbonée utilisée et sa disponibilité dans le milieu de culture
influence fortement le métabolisme secondaire et par conséquent la production d’antibiotiques
(Spizek et Tichy, 1995; Rafieenia, 2013; Leulmi et al., 2019). La source de carbone peut
étre simple ou complexe. Son effet dépend de sa concentration, du temps de son addition, de
la composition du milieu de culture (synthétique ou complexe) et de la souche cultivée (Singh
et Rai, 2012; Ababutain et al., 2013; Souagui et al., 2015).

La production des antibiotiques s’avére souvent meilleure sur une source de carbone
complexe, plus lentement catabolisables comme les polysaccharides (ex: dextrine, amidon)
(Ababutain et al., 2013; Siddique et al., 2013) que sur une source de carbone rapidement
assimilable (ex: glucose), qui peut diminuer la production des antibiotiques malgré son effet
positif sur la croissance (répression catabolique glucidique) (Bouras, 2005).

D’autres sources de carbone peuvent exercer un effet a la fois inhibiteur et répresseur sur
certains systémes enzymatiques participant au métabolisme secondaire, tels que le glycérol
qui a inhibé la Dcyclosérine synthétase chez Streptomyces ambofaciens (Svensson et al.,
1983; Lounes et al., 1995). Par ailleurs, les acides organiques et les acides gras constituent
des sources de carbone intéressantes (Rafieenia, 2013). Les travaux de Bouras et al. (2007 et
2008) ont montré que I’ajout des acides organiques a une concentration optimale de 5 mM
dans un milieu semi-synthétique influence la production des antibiotiques appartenant a la
famille des dithiolopyrrolones chez Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137. Merrouche et
al. (2010, 2011, 2018 et 2019) ont montré que cette souche de Saccharothrix synthétise 14
nouvelles dithiolopyrrolones en présence de certains acides organiques. Khebizi (2018), a

également constaté que la production des antibiotiques sécrétés par la souche de Streptomyces
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sp. HG29 est nettement meilleure avec les acides organiques en tant que sources de carbone
au lieu des glucides.

En genéral, plusieurs chercheurs ont constaté que la variation des parametres de culture
permis la modification des voies de biosynthese, aboutissant ainsi a la production des nou-
velles molécules (Waites et al., 2001; Singh et al., 2019).

8.1.2 Influence des sources d’azote

L’azote est indispensable pour la biosynthese de nombreuses biomolécules telles que les
acides aminés et les bases azotées. La plupart des antibiotiques comptent au moins un atome
d’azote dans leur structure (Lebrihi et al., 1992; Khaliq et al., 2013). La forme sous laquelle
I’azote est apporté aux cultures peut influencer sur les rendements de production des antibio-
tiques. L’influence peut situer sur le taux de croissance et au niveau plus direct sur le fonc-
tionnement des enzymes responsables du métabolisme secondaire (Aharonowitz, 1980).

Les sources d'azote sont divisées en deux principales groupes: les sources d'azote orga-
nique simple (acides aminés) ou complexe (extrait de levure, peptone, tryptone, etc.) et les
sources d'azote inorganique (sels d’ammonium, nitrates). les sources d'azote organique sont
des sources d'azote durables, qui sont bénéfiques pour la croissance ainsi que la biosynthese
des métabolites (Baoxin et al., 2011). En revanche, les sources d'azote inorganique sont des
sources rapidement catabolisées, qui sont bénéfiques pour la croissance rapide des microorga-
nismes (Manikkam et al., 2015).

Les sources les plus favorables a la production d’antibiotiques sont les sources d’azote
organiques telles que les acides aminés et les sources d’azote complexes qui permettent une
croissance lente et une assimilation progressive de 1’azote. L’ importance des acides aminés
comme sources d’azote dans la régulation de la biosynthése des antibiotiques a été démontrée
par plusieurs chercheurs. Bouras et al. (2006a et b), ont montré que certains acides aminés
additionnées au milieu de culture augmente la production des dithiolopyrrolones chez Sac-
charothrix algeriensis. Les résultats obtenus par Merrouche (2012), ont montré que cette
souche d’actinobactérie produit de nouvelles molécules de dithiolopyrrolones aprés addition
de la cystine et de I’arginine au milieu de culture semi-synthétique. Tata (2020), a signalé que
I’addition du tryptophane au milieu de culture permet la biosynthése de nouveaux antibio-
tigues nommés mzabimycin A et mzabimycin B par la souche de Streptomyces sp. PAL114.

Les sources d’azote inorganique rapidement assimilables, en particulier les ions
d’ammonium, peuvent parfois réprimer la biosynthése des antibiotiques (Brana et demain,

1988). 1l a été montré qu’une concentration trop importante en i0ns ammonium pouvait
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inhiber leur production (Brana et Demain, 1988; Khaliq et al., 2013). La répression ca-
tabolique par les ions ammonium est due a un effet régulateur sur les enzymes de la voie de

biosynthése métabolites secondaires.

8.1.3 Influence des éléments minéraux et des oligoéléments

plusieurs travaux ont montré I’implication des éléments minéraux (comme le potassium,
le magnésium et le phosphore), ainsi que les oligoéléments (comme le fer, le cobalt, le cuivre,
le zinc, le manganése, le molybdeéne et le Nickel) a des faibles concentrations dans la stimula-
tion de la croissance et la production des antibiotiques (Strub et al., 2008; Song et al., 2012).

Les éléments les plus couramment étudiés sont le manganese, le cuivre, le fer et le zinc.
IIs auraient une influence sur la proportion des différents types d’antibiotiques produits (Sid-
dique et al., 2013). Selon plusieurs chercheurs, 1’addition du CaCOs augmente la biomasse
cellulaire et la production des antibiotiques, tout en maintenant le pH aux environs de la neu-
tralité (Lamsaif, 1992, Lamari et al., 2002a et b; bouras, 2005).

8.2 Les facteurs physico-chimiques
8.2.1 Influence du pH

La production des antibiotiques peut étre influencée par les conditions de pH. Par
exemple, les résultats obtenus par Elibol (2002) montrent que la production de
I’'undécylprodigiosine chez la souche de Streptomyces coelicolor se fait a pH 7,2, mais dans
les mémes conditions de culture, lorsque le pH n’est pas contré6lé, la souche produit un autre
métabolite, I’actinorhodine. Augustine et al. (2005), a montré que la production d’un antibio-
tique antifongique chez Streptomyces rochei, est soit stimulée ou inhibée en fonction des va-
riations du pH. De méme, Boubetra (2013) a montré que la production des antibiotiques chez
Saccharothrix tamanrassetensis est meilleure a pH 7.

D’une maniére générale, la production des antibiotiques est optimale a pH neutre ou lége-
rement basique, par contre les pH alcalins ou acides, ne favorisent pas la production (Wang et
al., 2010; Oskay, 2011).

8.2.2 Influence de la température

La température est un facteur qui influence fortement sur la production des antibiotiques
et la croissance. Plusieurs chercheurs ont rapporté que les températures optimales permettant
une synthese des antibiotiques sont généralement plus basses que celles permettant la crois-

sance (Larpent et Sanglier, 1989; Lu et al., 2019). Les travaux réalisé par Sujatha et al.,
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(2005) ont montré qu’une souche de Streptomyces pouvait croitre entre 20°C et 40°C, mais
produisait 1’antibiotique polykétide SBR-22 uniquement entre 25°C et 33°C avec un optimum
de production a 30°C. De méme, Zitouni et al. (2004) ont rapporté que Saccharothrix alge-
riensis possede une gamme assez large de température de croissance, entre 18 et 45°C avec un
optimum a 30°C, mais la gamme correspondant a la production des antibiotiques est beaucoup

plus étroite.

8.2.3 Influence de I’agitation et du temps d’incubation

Concernant, l'agitation, celle-ci affecte non seulement l'aération mais aussi le mélange
des éléments nutritifs dans le milieu de fermentation et par conséquent la production des anti-
biotiques (Wadetwar et al., 2013; van Dissel et van Wezel, 2017). Ainsi, les résultats obte-
nus par Mellouli et al. (2004) ont montreé, que la meilleure production d’antibiotiques chez
une souche de Streptomyces est obtenue a une agitation comprise entre 200 et 250 rpm.

Le temps est un facteur déterminant pour 1’évolution de la production des antibiotiques.
Chez les Streptomyces, elle est variable d’une espéce a une autre, voire méme d’une souche a
une autre (Oskay, 2011; Prasad, 2015). A titre d’exemple, la production d’un métabolite
antifongique par la souche Streptomyces rochei AK39 commence aprés 4 jours d’incubation
pour atteindre un maximum apres 8 jours (Augustine et al., 2005). Cependant, pour la souche
Streptomyces TN58, la production des antibiotiques commence aprés 60 h d’incubation pour

atteindre un maximum aprés 72 h (Mellouli et al., 2004).
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I1. Matériel et Méthodes

* Matériel
1. Origine de la souche AD8 de Streptomyces

Dans ce travail, la souche d’actinobactérie utilisée marquée ADS8 appartient au genre
Streptomyces, issu du Laboratoire de Biologie des Systémes Microbiens (LBSM) de Kouba-
Alger. Elle a été isolée par la méthode de suspensions-dilutions (Rapilly, 1968), sur milieu
«chitine-vitamines B agar» (CH.V) (Hayakawa et Nonomura, 1987), depuis un échantillon

de sol saharien.

1.1 Conservation de la souche
La souche ADS8 de Streptomyces sp. est conservée a 4°C par repiquages successifs sur

milieu solide ISP2 (International Streptomyces Project 2) (Shirling et Gottlieb, 1966).

1. Microorganismes-cibles

Dans le but d’évaluer les propriétés antagonistes et pour tester I’activité antifongique de
la souche AD8 de Streptomyces sp., cing champignons toxinogénes ont été utilises comme
germes cibles. Ces microorganismes appartiennent a la collection de Laboratoire de Biologie
des Systémes Microbiens (LBSM) de Kouba-Alger.

Les champignons cibles utilisés pour 1’évaluation des propriétés antagonistes et de
I’activité antifongique de 1’isolat AD8 de Streptomyces sont: Aspergillus flavus, Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis, Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, Penicillium expansum et

Penicillium glabrum.

2. Milieux de cultures

Cing milieux de cultures sont utilisés, deux milieux complexes (ISP2 et Bennett) et trois
milieux semi-synthétiques (MSSG, MSSD et MSSA).
- Le milieu ISP2 est composeé de: 4g glucose, 4 g extrait de levure, 10 g extrait de malt, 20 g
agar et 1000 ml eau distillée.
- Le milieu Bennett est composé de: 10 g glucose, 2 g peptone, 2 g extrait de levure, 1 ¢
extrait de viande, 20 g agar et 1000 ml eau distillée.
- Le milieu semi-synthétique (MSS) de base contient: 2 g Na Cl, 1g KoHPO4, 0,5 g KH2PO4,
0,2 g MgS047H20, 2 g CaCOg, 2 g (NH4)2SO4, 20 g agar et 1000 ml eau distillée.
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- Les milieux MSSG, MSSD et MSSA sont ajoutés de 10 g de glucose, 10 g de dextrine et
10 g d’amidon respectivement. Le pH des milieux a été ajusté a 7,2 en utilisant le NaOH (2

M) avant autoclavage.

* Méthodes

1. Recherche de P’activité antifongique de la souche AD8 sur milieux solides
1.1. Test d’antagonisme par la méthode des cylindres d’agar

L’activité antifongique de I’isolat AD8 de Streptomyces sp., a été évaluée par la méthode
des cylindres d’agar (Patel et Brown, 1969). Cette derniére consiste a ensemencer la souche
d’actinobactérie a tester (ADS8) en stries serrés sur les cing milieux solides cités ci-devant,
puis incuber pendant 10 jours a 30°C.

Consécutivement et dans des conditions aseptiques, des cylindres d’agar de dix
millimeétres de diamétre sont scindés depuis chaque culture mdre par un emporte-piéce, puis
déposés a la surface des boites comportant le milieu PDA semi solide (500 ml filtrat de
pomme de terre, 20 g de glucose, 12 g agar, 500 ml eau distillée, pH 6,5), ensemencé
auparavant par les champignons cibles qui sont prélevés d’une suspension fongique apprétée
suivant la méthode de Bouznada (2018).

D’abord et avant I’incubation a 28°C, les boites sont maintenues a 4°C pendant 2 h, pour
permettre une bonne diffusion de la substance antibiotique, et freiné temporairement la
croissance des microorganismes cibles. Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés

apres 48 h a 72 h d’incubation. La figure 05 illustre les étapes de cette méthode.
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Figure 05. Mise en évidence de I’activité antagoniste antifongique de la souche ADS8
de Streptomyces sp. par la méthode des cylindres d’agar.

2. Cinétique de croissance, de pH et de la production des antibiotiques par la souche
ADS8 en milieux liquides

La cinétique de croissance, de pH et de la production des antibiotiques par la souche AD8
a été effectuée pour comparer entre deux milieux de culture et choisir le milieu qui approuve
une production idéale des substances antifongiques et d’estimer le jour optimal de leurs
production dans des conditions spécifiques pour chaque milieu on suivant quotidiennement et
pendant 10jours I’évolution de pH, du poids sec du mycélium et de 1’activité antifongique de

la souche ADS.

2.1 Préparation de I’inoculum de la souche ADS8
L’ensemencement de la souche étudiée ADS, se fait en stries serrés sur 2 milieux solides
(Bennett, MSSD) dans le but d’obtenir des cultures mires qui aideront a la préparation des

pré-cultures, ensuite les boites ensemencées sont incubées a 30°C pendant dix jours.
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2.2 Préparation des preé-cultures

Des fioles d’Erlenmeyer de 250 ml, contenant chacune 50 ml de milieu de culture liquide
(Bennett, MSSD), sont inoculées par des cylindres de six millimétres pris par un emporte-
piéce stérile a partir des cultures mires de la souche AD8 agee de 10 jours (chaque fiole inclut
2 cylindres de la culture mdre de la souche AD8 poussée sur les mémes milieux solides).
Aprés 48 h d’incubation sur un agitateur rotatif (250 rpm; 30°C), les pré-cultures sont
fortement vortexées, puis adoptées pour inoculer les milieux de production (Xinxuan et al.,
2010).

2.3 Préparation des cultures

Des fioles d’Erlenmeyer de 500 ml, contenant chacune 100 ml de milieu de culture
liquide (Bennett, MSDD), sont inoculées avec 3 ml (soit 1 + 0,2 mg) de pré-cultures en phase
exponentielle de croissance (agées de 48 h, chacune avec la pré-culture correspondante).
L’incubation a lieu dans un shaker, dans des conditions d’agitation permanente a 250 rpm, a

une température de 30°C pendant 10 jours (Aouiche, 2011; Merrouche et al., 2012).

2.4 Preélévement

A I’aide d’une micropipette, 4 ml de chaque milieu de culture sont prélevés, et partagés
aseptiquement sur deux eppendorfs (2 ml en deux répétitions). Les prélévements sont
effectués aseptiquement a des intervalles de temps de 24 h pendant 10 jours d’incubation. Le
premier eppendorf, contenant 2 ml qui sert pour 1’estimation des variations de pH et de la
biomasse, et le second est destiné a I’évaluation de D’activité antifongique vis-a-vis les

champignons cibles.
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Figure 06. Schéma général de cinétique de pH, de croissance et de la production des
antibiotiques par la souche AD8 en milieu liquide.
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2.5 Evolution du pH et de la croissance de la souche AD8

L’estimation de la croissance cellulaire pendant la fermentation, se fait par la mesure du
poids sec de la biomasse contenue dans un volume de culture connu. Cette mesure est
effectuée par la methode de Pfefferle et al. (2000). Chaque jour et dans des conditions
aseptiques, 4 ml de culture (des deux milieux Bennett et MSSD) sont prélevés et partagés
dans deux Eppendorfs (2 ml en deux répétitions) tarés auparavant. Les Eppendorfs sont
ensuite centrifugés pendant 10 min a 12 000 rpm. Les surnageant sont récupérés et utilisés
pour calculer le pH des milieux de culture a l’aide d’un pH meétre, pour suivre
quotidiennement son évolution durant la fermentation.

Les culots des milieux contenant le CaCOs (MSSD), sont doublement lavés, la 1* fois
avec 1,5 ml de HCI, dans le but d’éliminer le CaCOs, et la 2°™ fois avec 1,5 ml d’eau distillée
(Bouras, 2005), les culots des milieux sans CaCOs (bennett) sont doublement lavés par 1’eau
distillée seulement, 1’exces d’eau est totalement éliminé. Les Eppendorfs contenant les culots
sont mis dans une étuve a 105°C, puis peses apres 24 h. Le poids sec est obtenu en
soustrayant le poids de I’Eppendorf contenant le mycélium sec a celui de 1’Eppendorf vide.
Ce poids sec est ensuite rapporté au litre de volume de fermentation (exprimé en gramme de

matiére seche par litre de milieu de culture).

2.6 Evolution de ’activité antifongique

Pour évaluer I’activité antibiotique antifongique de la souche ADS, on fait appel a la
méthode de diffusion des puits (Aszalos, 1986). L’activité est testée contre deux champignons
cibles différents: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa) et Penicillium glabrum (Pg).
Cette méthode stipule que les deux germes cibles, prélevés des suspensions fongiques
(préparées selon la méthode de Bouznada, 2018) sont ensemencés chacun a raison de 100 pl
dans un flacon qui contient 100 ml de milieu PDA semi solide (12 g/l d’agar) maintenu en
surfusion a 45°C. Par la suite, le milieu est coulé dans des boites de Pétri stériles et laisser
refroidir. Apres solidification du milieu, des puits de 10 mm de diametre sont créés a leur
intérieur a I’aide d’un emporte-piéce stérile.

A partir de surnageant de 1’eppendorf d’activité de j1 jusqu’au j10, 10 ul sont prélevés
aseptiquement par une micropipette a embout stérile et mis a I’intérieur de chaque puits. Les
boites sont maintenues au réfrigérateur (4°C pendant 2 h), afin de permettre une bonne
diffusion des antibiotiques dans la gélose, en freinant temporairement la croissance des

germes cibles.
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A la fin, les boites sont incubées a 28°C. La lecture des résultats s’effectue en mesurant
les diamétres des zones d’inhibition a I’entour des puits aprés 48 h a 72 h d’incubation
(Bouznada, 2018) (Figure 07).

10 mm

Milieu PDA (12g/1, d'agar)
ensemencé par le germe cible.

Apres incubation & 28 °C
pendant 48 h & 72 h.

Created in BioRender.com bio

Figure 07. Test d’activité antifongique par la méthode des puits.

3. La recherche du meilleur solvant d’extraction d’antibiotiques antifongiques de la
souche AD8
3.1 Production d’antibiotiques en milieu liquide

Cing Erlenmeyers de 500 ml, comportant chacun 100 ml de milieu de culture (Bennett)
ont été inoculés par 3 ml de pré-cultures, puis incubés dans un shaker a 30°C sous agitation

permanente a 250 rpm, jusqu’au jour optimal de la production obtenu lors des cinétiques.
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3.2 Extraction des antibiotiques
Leextraction des antibiotiques antifongiques a partir des filtrats de culture et de la biomasse
mycélienne est réalisée au jour optimal de production défini lors de la cinétique, a ’aide de

solvants organiques de polarités différentes.

3.2.1 Extraction a partir du filtrat de culture

Au jour optimal de la production d’antibiotique, 4 solvants de polarité graduelle sont
éprouvés (index de polarité): le n-hexane , le dichloromethane , le n-butanol et 1’acétate
d’¢éthyle. Les filtrats de culture sont ainsi partagés en 4 portions de 100 ml extraites chacune
avec 100 ml de solvant organique.

Les phases organiques sont séparées des phases aqueuses, puis déshydratées par passage
a travers un papier filtre (Whatman n° 1) contenant du sulfate de sodium anhydre, en vue
d’¢liminer les traces d’eau résiduelles et les contaminants hydrophiles. Les phases organiques
et aqueuses obtenues sont concentrés & 40°C et 50°C respectivement, par un évaporateur
rotatif sous vide, ensuite repris dans 1 ml de méthanol et testés pour leur activité antibiotique
antifongique via la méthode des disques de papier (antibiographie). La figure 08 montre les

étapes de 1’extraction.
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Figure 08. Les étapes de ’extraction liquide-liquide.
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3.2.2 Extraction a partir du mycélium

L’extraction a partir du mycélium a été réalisée selon la méthode de Mechlinski (1978).
Le mycélium recueilli apres centrifugation des cultures, est lavé triplement a 1’eau distillée
par centrifugation, puis egoutté. Un gramme de mycélium humide est extrait par 50 ml de
méthanol, sous agitation permanente durant 2 h a température ambiante. Apres filtration,
I’extrait méthanolique est évaporé a 40°C a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous vide, puis

récupéré dans 1 ml de méthanol afin de le tester par antibiographie.

4. Antibiogramme

Dans le but de tester 1’activité contre les champignons cibles (Foa et Pg), des disques de
papier de 06 millimetres de diametre, sont imprégnés a 1’aide d’une micro seringue, par 100
ul des extraits, postérieurement ces disques sont séchés afin de faire évaporer le solvant, puis
stérilisés sous UV a 245 nm, pendant 45 min. Les disques imprégnés sont déposés dans des
conditions stériles & la surface du milieu PDA semi solide, ensemencé au préalable par le
champignon cible (Figure 08). Les boites sont mises pendant 2 h a 4°C, ensuite incubées a
28°C pendant 48 h a 72 h (Khebizi, 2018). La lecture des résultats s’effectue en calculant les
diametres des zones d’inhibition autour des disques. Le solvant donnant le diameétre
d’inhibition le plus important est estimé comme le meilleur solvant d’extraction. Un schéma
représentatif de la méthode des disques de papier et un schéma général des différentes étapes

d’extraction sont illustrés par les figures 09 et 10.
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Figure 09. Schéma représentatif de la méthode des disques de papier.
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Production des antibiotiques en milieu liquide
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Figure 10. Schéma général des étapes d’extraction de la souche AD8 de Streptomyces sp.

33



Reésultats et
discussion




Résultats et discussion

I11. Résultats et discussion
* Résultats

1. Recherche de I’activité antifongique de la souche AD8 sur milieux solides

Le pouvoir antifongique de La souche AD8 de Streptomyces sp. isolée a partir du sol
saharien de la région d’Adrar a été testé par la méthode des cylindres d’agar, contre cinq
champignons toxinogeénes (Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris, Penicillium expansum et Penicillium glabrum, sur cing milieux de
culture, deux complexes (ISP2 et Benett) et trois semi-synthétiques (MSSG, MSSD et MSSA).
Les résultats des tests d’antagonisme in vitro sont illustrés par la figure 11 et figure 12.

20
t 18
E 16
§ 14
5 12 B Bennet
£ 10 m SP2
T g " MSSG
s 6
bl B MSSD
g 4
3, u MSSA

0

Champignons cibles

Figure 11. Spectre d’activité antifongique de la souche AD8 de Streptomyces sp. Contre les
champignons cibles, sur 5 milieux de culture différents.

Note: * Le diameétre du cylindre d’agar (8 mm) n’est pas pris en compte.

AF: Aspergillus flavus, Foa: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, Foc: Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris, Pe : Penicillium expansum, Pg : Penicillium glabrum, MSSG: milieu semi-synthétique
additionné du glucose, MSSD: milieu semi-synthétique additionné de la dextrine, MSSA: milieu semi-
synthétique additionné d’amidon.
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Figure 12. Activité antifongique de la souche AD8 sur milieu Bennett solide par la méthode des
disques d’agar, contre: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa), Penicillium glabrum (Pg) et

Aspergillus flavus (Af).

Les résultats obtenus ont révélé une activité plus au moins variable de la souche AD8 contre
les champignons cibles. Cette souche a montré un effet antifongique notable contre les
champignons Pg, Foa, Pe et Foc respectivement, avec des zones d’inhibition qui varient entre 8
et 19 mm. L’activité antifongique contre Af, était faible a nulle selon les milieux de cultures
utilisés.

La plupart des milieux de culture employés ont permis une production des substances
antifongiques par la souche AD8. Néanmoins, les milieux les plus favorables sont: le milieu
complexe Bennett au regard du milieu complexe I’'ISP2 et le milieu semi synthétiques
additionné de la dextrine (MSSD) comparativement aux deux autres milieux semi synthétiques
(MSSA et MSSG).

En tenant compte ces résultats, les deux champignons cibles, Pg et Foa et les deux milieux

de cultures, Bennett et MSSD ont été adopté pour la suite du travail.

2. Cinétique de croissance, de pH et de production des antibiotiques en milieux liquides
Afin de trouver le milieu idéal a la production des molécules antifongiques par la souche
ADB8 et pour déterminer le jour optimal de leur production, une cinétique de croissance, de pH et
de production a été suivie pendant 10 jours de fermentation, sur les deux milieux de cultures
liquides Bennett et MSD. L’activité antifongique a été testée contre les deux champignons les

plus sensibles, a savoir, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa) et Penicillium glabrum (Pg).
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2.1 Milieu Bennett

La courbe de croissance de la souche AD8 de Streptomyces sp. sur le milieu Bennett, est
initialisée par une bréve phase d’accélération entre le jO et j1, suivie par une phase exponentielle
de 24 h (j1 a j2), puis une phase de déclin est clairement notée entre le j2 et j4 jour. S’ensuit de
nouveau une croissance additive (ou croissance cryptique) est observée entre le j5 et j6, puis une
phase de déclin est notée jusqu’au dernier jour de la cinétique.

Au cours de cette croissance, le pH a subi une augmentation entre JO et J3 (de 7.2 a 8.1),
suivi d’une diminution (8,06 a 6,98) entre j3 et j7, puis de nouveau une légére augmentation en
fin de cinétique.

La production des molécules antifongiques contre Foa et Pg, commence des le 1° jour de la
cinétique, qui représente le jour de la production maximal (26 mm pour Foa et 23 mm pour Pg).
Une diminution remarquable est notée & partir du 1* jour jusqu’a une valeur de 2 mm au 5™
jour (contre Foa et Pg). Deux autres maximums de production sont notés contre le Foa et Pg au
4°™e et au 7°™ jour (Figurel3 et 14).
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Figure 13. Cinétique de pH, de croissance et de production des antibiotiques par la souche AD8

sur milieu complexe Bennett liquide.

-Le diametre des puits (8 mm) n’est pas inclus dans les valeurs des zones d’inhibition.
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Figure 14. Activité antifongique de la souche AD8 sur milieu Bennett liquide, contre:
Penicillium glabrum (Pg) et Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa), au meilleur jour de la
production des molécules antifongiques J1 (jour 1).

2.2 Milieu MSSD
La courbe de croissance de la souche AD8 en milieu semi synthétique additionné a la
dextrine (MSSD), débute directement par une phase exponentielle d’une durée de 24 h, puis un
ralentissement assez prononceé de la croissance est noté entre j1 et j2, par la suite une deuxieme
phase exponentielle est observée entre le j2 et j3, ce qui rappelle le phénomeéne de diauxie
(croissance bi-phasique), suivie par une phase stationnaire qui dure 2 jours (entre j3 et j5). Au-
dela du 5°™ jour, une phase de déclin est notée, qui persiste jusqu’au dernier jour de la cinétique.

Le pH du milieu augmente légérement au cours de la cinétique avec des valeurs pour plus au
moins stables (pH entre 7,2 et 7,65).

La production des molécules antifongiques contre Pg et Foa, débute le 1* jour de cinétique,
qui représente également le jour de la production maximale, tout comme dans le milieu Bennett,
avec des zones d’inhibition de 16 mm et 12 mm respectivement. L’activité contre Foa diminue a
partir du 1* jour et disparu entre le j2 et j5, pour augmenter de nouveau avec un deuxiéme
maximum noté le 7°™ jour (14 mm), ensuite elle diminue jusqu’a la fin de la cinétique. Quant &
I’activité contre Pg, une diminution est notée entre (2°™ et 5°™) avec une valeur de (0 mm) au
5™ jour, puis une augmentation est observée avec un deuxiéme maximum de production noté le

8°™ jour, suivi d’une diminution jusqu’a la fin de la fermentation (Figure 15 et 16).
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Figure 15. Cinétique de pH, de croissance et de production des antibiotiques par la souche AD8
sur milieu semi-synthétique (MSSD).
- Le diamétre du puits (8 mm) n’est pas inclus dans les valeurs des zones d’inhibition.
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Figure 16. Activité antifongique de la souche AD8 sur milieu semi synthétique (MSSD) liquide,

contre: Pg: Penicillium glabrum, Foa: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis au meilleur jour de
la production des molécules antifongiques J1 (jour 1).

Apres avoir déterminé le jour optimal (1 jour) et le meilleur milieu de production
(Bennett) de molécules antifongiques par la souche AD8 de Streptomyces sp., I’étape suivante
sera de laisser ’actinobactérie produire les molécules antifongiques jusqu’a ce jour optimal,

de les extraire par divers solvants organiques et de déterminer le meilleur solvant d’extraction.

3. Extraction des composés actifs et antibiographie

C’est a partir des filtrats de culture et du mycélium que I’extraction des molécules

antifongiques a éte réalisée, ensuite les extraits obtenus ont été testés par antibiographie.

3.1 Activité antifongique des extraits des filtrats de culture

L’extraction des antibiotiques antifongiques sécrétés par la souche AD8 sur milieu Bennett a
été réalisée par 4 solvants organiques de différentes polarités (n-hexane, dichlorométhane,
acétate d’éthyle et n-butanol) au jour optimal de la production qui correspond au 1% jour de la
cinétique. Les extraits organiques et la phase aqueuse résiduelle de I’extraction effectuée avec le
butanol, ont été testés par la méthode des disques de papier (antibiographie) contre les deux
champignons cibles Pg et Foa.

Les résultats de 1’activité antifongique des phases organiques et aqueuse sont représentés

dans le tableau IV et la figure 17.
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Des activites antifongiques généralement nulles ont été notées dans les phases organiques
de la majorité des solvants utilisés (des ralentissements de la croissance sont parfois notés), a
I’exception de de la phase organique extraite par I’acétate d’éthyle, ou une activité moyenne a
¢été repérée avec des zones d’inhibitions de 17 mm contre Foa et 16 mm contre Pg. Cependant,
une tres forte activité a été detectée dans la phase aqueuse résiduelle de I’extraction effectuée
avec le butanol, qui posséde une capacité d’extraction trés élevée. L’activité était meilleure

contre Pg avec une zone d’inhibition de 65 mm.

Tableau V. Activités antifongiques des phases organiques et de la phase aqueuse des filtrats de
culture de la souche AD8 de Streptomyces sp.

Diamétres d’inhibition (mm)

Milieu Solvants contre:
Foa pg
N-hexane

R 0

Dichlorométhane
R 0

Bennet Acétate d’éthyle
17 16

Phase organique
Butanol R 0

Phase aqueuse

46 65

- Le diameétre du disque de papier (6 mm), n’est compris dans les mesures.
Note: Foa : Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis, Pg : Penicillium glabrum.
R: ralentissement de croissance.
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Figure 17. Révélation par antibiographie des activités antifongiques des quatre phases
organiques et la phase aqueuse du filtrat de culture du milieu Bennett de la souche AD8
contre: Penicillium glabrum (Pg) et F. oxysporum f. sp. Albedinis (Foa).

Note: He: n-hexane, Di: dichloromethane, Ac: acétate d’éthyle, Bu-O: butanol (phase
organique), Bu-A: butanol (phase aqueuse).

3.2 Activité antifongique des extraits mycéliens
L’extraction des antibiotiques antifongiques a partir du mycélium est réalisée avec le
méthanol. Les extraits obtenus sont analysés par la méthode des disques de papier.
L’activité antifongique des extraits mycéliens €était nulle contre les 2 souches de
champignons cible testés (Tableau V et Figure 18).

Tableau V. Activités antifongiques des extraits mycéliens de la souche AD8 de Streptomyces sp.
Contre: Pg et Foa.

Mili Solvants Diamétres d’inhibition (mm) contre :
ilieu

d’extraction FOC FOA
MSSG | Méthanol 0 0
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Figure 18. Révélation par antibiographie des activités antifongiques des extraits mycéliens de la
souche ADS contre: Pg et Foa dans le milieu Bennett.
Note: m: méthanol.

* Discussion

La souche AD8 de Streptomyces sp. étudiée, a été évaluée pour son pouvoir antifongique
par la méthode des cylindres d’agar contre six champignons toxinogénes, en utilisant cing
milieux de culture, a savoir, deux milieux complexes (ISP2 et Bennett) et trois milieux semi-
synthétiques (MSSG, MSSD et MSSA), dont la composition est précédemment donné. La
souche AD8 a montré une activité variable contre tous les champignons testés, selon le milieu
culture utilise.

Les résultats obtenus dans ce travail ont montré, que les milieux Bennett et MSSD ont
donné une meilleure activité antifongique par la souche AD8 de Streptomyces sp., avec
cependant une préférence pour le milieu Bennett. En effet, plusieurs travaux ont noté que le
milieu complexe Bennett, riche ne nutriments, est considéré parmi les milieux les plus
favorable a la production des substances antifongiques chez les Streptomyces (Boudjella,
2007; Toumatia, 2010; Aouiche, 2011; yekkour, 2013). Ce genre est connu pour sa grande
capacité a produire des antibiotiques (Kumbhar et al., 2014). Cette capacité a été déja
décelée dans les travaux précédents au sein du Laboratoire de Biologie des Systémes

microbiens (LBSM) de Kouba, sur la production d’antibiotiques antibactériens et
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antifongiques par des souches de Streptomyces des sols sahariens (Aouiche et al., 2014;
Driche et al., 2015; Toumatia et al., 2015; Belghit et al., 2016; khebizi et al., 2018).

La croissance de la souche AD8 de Strepomyces sp. sur les deux milieux Bennett et
MSSD liquides en condition agitée, est caractérisée par 1’absence d’une phase de latence.
Cette phase est connue pour correspondre au temps d'adaptation des microorganismes aux
nouvelles conditions de culture. Elle est observée surtout lorsque I'inoculation est réalisée
avec des spores ou des pré-cultures agées ou préparées dans des conditions différentes.
L'absence de cette phase est donc expliquée par le fait que nos pré-cultures soient menées dans
les mémes conditions que les cultures et qu'elles soient prises en phase exponentielle de
croissance.

La croissance de la souche AD8 sur milieu Bennett débute une phase d’accélération
suivie par une phase exponentielle. Cette croissance est cryptique, ce phénomene est expliqué
par la survie de quelques cellule d’actinobactéries a la fin de la phase de croissance, ces méme
cellules entament une nouvelle phase de croissance au dépend des substances nutritives
libérées par les bactéries lysées, des actinobactéries lysées durant la phase de déclin. Cette
croissance est signalée chez plusieurs microorganismes, notamment les entérobactéries
(Prescott et al., 2002), ou encore chez quelques souches de Streptomyces tel que Streptomyces
PAL 114 (Aouiche, 2011) et Streptomyces 1AL (Tomatia, 2015).

Quant a la croissance de la souche AD8 sur milieu MSSD qui débute directement par une
phase exponentielle, est caractérisée par le phénoméne de diauxie avec une présence d’une
deuxiéme phase exponentielle. Ce phénomene est généralement observé dans les milieux
comportant deux sources de carbone osidique, le glucose et le lactose ou galactose ou xylose
(Prescott et al., 2013). Cependant, il peut également se manifester, parfois dans des cultures
avec une seule source osidique et une source azotée. Les travaux réalisés par Strub (2008),
ont montré que la croissance de Saccharothrix algeriensis se caractérise par deux phases
exponentielles. Dans la premiére phase, ce sont les acides aminés du milieu de culture qui
sont utilises comme source de carbone et d'azote avec une tres faible consommation du
glucose comme source d'énergie. Apres une petite phase stationnaire, la croissance reprend
(une seconde phase exponentielle) en utilisant cette fois-ci le glucose comme source de
carbone et d'énergie. Des croissances diauxiques ont également été rapportées chez certaines
souches de Streptomyces (Driche, 2010; Aouiche, 2013; Tomatia, 2015). Il se pourrait que le
phénomeéne de diauxie observé pour la souche AD8 de Streptomyses sp. soit di aussi a la

consommation précoce des acides amines de I'extrait de levure ajouté au milieu MSSD, et que
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le glucose ne soit consommé en tant que source de carbone qu’au cours de la seconde phase
exponentielle.

L’évolution du pH du milieu Bennett, au cours de I’incubation subit (une basification,
puis une acidification et enfin une remontée du pH). L’acidification serait due a la dégradation
des glucides présents dans Les milieux (dextrine/glucose) et a la dégradation des sources
azotées organiques tels que les acides aminés présents dans l'extrait de levure et la peptone,
qui sont désaminés pour libérer de I'ammonium. L'accumulation de ce dernier induit la
basification du milieu. De telles constatations ont été énoncées par Strub (2008) pour
expliquer l'augmentation du pH par l'apparition des ions ammonium dans la culture de
Saccharothrix algeriensis lors de la croissance et de la synthese des antibiotiques. Cependant
le pH du milieu MSSD était plus au moins stable au cours de la cinétique. Le milieu MSSD
est un milieu semi-synthétique qui contient le CaCos. Certains chercheurs ont signalé que le
CaCOzg joue un réle de tampon lorsqu’il est présent dans un milieu synthétique, empéchant
ainsi les écarts importants et défavorables qui peuvent surgir sur la valeur du pH (Bouras,
2005; Strub, 2008).

En général, les microorganismes produisent les métabolites secondaires tels que, les
antibiotiques, durant les phases de ralentissement et stationnaire, cependant dans le cas des
actinobactéries, cette production peut avoir lieu en phase exponentielle, stationnaire ou de
déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006 ; Merrouche, 2012). Dans cette étude La production des
molécules antifongiques par souche AD8 a été observée au cours de toutes les phases de sa
croissance, avec une production maximale noté dés le début de la phase exponentielle (1¢
jour). Le milieu Bennet (contenant de la peptone, 1’extrait de levure et du glucose) s’est révélé
étre meilleur pour la production des molécules antifongiques que le milieu MSSD (I’extrait de
levure et du glucose). Bouras (2005) a montré que plusieurs facteurs intrinseques et/ou
extrinséques influencent la production des métabolites secondaires par les  souches
bactérienne tels que les facteurs physicochimiques (pH, température, agitation et aération) et
les facteurs nutritionnels (source de carbone, d’azote, de phosphate et les sels minéraux et les
oligoéléments). Dans ce contexte, Merrouche et al. (2020), ont montré que la souche
d’actinobactérie Saccharothrix algeriensis, produits 10 dérivés des antibiotiques appartenant a
la famille des dithiolopyrrolones, selon les acides organiques et aminés additionnés comme

précurseurs a un milieu semi-synthétique.
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Résultats et discussion

Les courbes de suivi des activités, présentent deux a trois piques (maxima) de production,
ce qui peut étre expliquer donc par la production de plusieurs antibiotiques antifongiques
simples ou complexes regroupant des dérivés proches, comme c'est souvent les cas, soit des
groupes d'antibiotiques différents. Plusieurs maxima de productions d’antibiotiques ont
également été observés lors des cinétiques de certaines souches de Streptomyces, qui se sont
avérées par la suite étre chacun un complexe de 3 a 4 antibiotiques (Driche, 2010; Toumatia,
2010).

L’extraction des molécules antifongiques du filtrat de culture de la souche ADS, a été
réalisé par quatre solvants organiques de polarité croissante: n-hexane, dichloromethane,
acetate d’éthyle et n-butanol. Apres antibiographie, une moyenne activité antifongique a été
mise en évidence dans la phase organique extraite par 1’acétate d’éthyle (extraction nulle pour
les autres solvants), tandis que, une tres forte activé a été détectée dans la phase aqueuse
résiduelle de I’extraction effectuée avec le butanol. Ceci montre que l’extrait a 1’acétate
d’¢éthyle, ayant une couleur jaune a 1’état concentré, a pu extraire une partie des molécules
antifongiques sécrétées par la souche AD8, cependant, une partie reste toujours dans la phase
aqueuse. Le méme résultat a été obtenu par Driche (2010), qui a montré que le les
antibiotiques sécrétées par 1’isolat GB1 de Streptomyces ont été extraite, une partie par
I’acétate d’éthyle et une autre partie a ¢été détectée dans la phase aqueuse. Plusieurs
antibiotiques hydrophiles (antibiotiques nucléotidiques, antibiotiques glucidiques, etc.) ont
déja été mis en évidence chez des souches de Streptomyces, de Streptosporangium et de
Saccharothrix d’origine saharienne (Zitouni et al., 2005; Boudjella, 2007; Driche, 2010;
Auiche 2011; yekkour, 2013 et Lahoum, 2017). Aucune activité antifongique n’a était
retrouvée dans 1’extrait méthanolique de la biomasse mycélienne de la souche ADS8 de
Streptomyces sp.

L’extraction a permis de confirmer les résultats des cinétiques et d’orienter la suite du
travail en proposant 1’acétate d’éthyle comme meilleur solvant d’extraction pour les
molécules hydrophobes et d’étudier également la nature chimique de molécules hydrophiles

sécrétées dans la phase aqueuse.
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Conclusion et perspectives

Un taux trés important en actinobactéries dans les sols sahariens a été prouvé par plusieurs
auteurs qui ont méme signalé la production de métabolites secondaires d’intérét par des genres
tres répandus comme les Streptomyces, ainsi que par des genres rares comme Saccharothrix,
Nocardiopsis, Planomonospora, Nonomuraeae, Streptosporangium, Actinomadura, etc. (Sabaou
et al., 1992 et 1998; Boudjella, 1994; Zitouni et al., 2005; Merrouche et al., 2018; 2020).

En effet, plus de 45% des molécules bioactives d’origine microbienne sont produits par les
actinobactéries (Solecka et al., 2012).

Ces dernieres années ont été marquées par une augmentation alarmant du nombre de
bactéries et champignons pathogénes multéristants aux antibiotiques, encore plus dans les pays
en voie de développement, sans parler sur les insuffisances remarquables de la thérapie fongique,
ce qui finira parfois par un blocage thérapeutique des traitements de diverses infections parfois
assez graves (Boughachiche et al., 2005; Thakur et al., 2007).

La souche de Streptomyces étudiée notée ADS8, a présenté de trés bonnes activités
antagonistes contre la majorité des champignons testés. En effet 1’activité antifongique de la
souche éprouvée par le test d’antagonisme en milieux solides par la méthode des cylindres
d’agar est trés importante contre Penicillium glabrum, Penicillium expansum, Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis et Fusarium oxysporum f. sp. ciceris.

Les cinétiques de croissance ont montré que la croissance de la souche AD8 peut étre
cryptique (Bennett) ou diauxique c'est-a-dire une présence de deux phases exponentielles et une
phase stationnaire (MSSD).

Les cinétiques de production des molécules antifongiques par la souche AD8 menées en
fioles d’Erlenmeyers sur les deux milieux de cultures Bennett et MSSD, ont montré que le milieu
Bennet est le meilleur milieu de production des antifongiques par cette souche avec des maxima
qui sont notés le 1* jour de cinétique.

L’extraction des molécules antifongique sécrétés par la souche AD8 a été réalisée en
utilisant quatre solvants organiques de polarité croissante, dont les résultats ont montré que le
I’acétate d’éthyle est le meilleur solvant d’extraction des molécules hydrophobes. En outre, une
forte activité a été également détectée dans la phase aqueuse résiduelle de I’extraction effectuée
avec le butanol, ce qui montre que la souche AD8 de Streptomyces sp. posséde la capacité de
produire des molécules antifongiques de nature hydrophiles.

A la fin de cette étude, nous pouvons dire que la souche Streptomyces sp. Etudiée notée
ADS8 semble étre prometteuse pour la production des antibiotiques antifongiques et que la
production de ces derniers est influencée de facon directe par la composition des milieux de

culture utilisés, ce qui fait découler plusieurs perspectives y compris:
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Conclusion et perspectives

L’optimisation de la production des antibiotiques en milieu liquide, par la recherche
des meilleures conditions (sources carbonées et azotées, éléments minéraux,
aération, etc.).

Effectuer les révélations microbiologiques et chimiques des antibiotiques, et avant
de procéder a la purification finale par HPLC, il serait nécessaire d’effectuer des
semi-purifications par chromatographie sur colonne et/ou sur couche épaisse de gel
de silice.

La réalisation analyses spectrométriques (masse) et spectroscopiques (UV-visible,
Infra-Rouge, RMN du proton et du carbone 13), afin d’¢lucider la structure
chimique des antibiotiques antifongiques sécrétés par cette souche de Streptomyces
sp.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de chaque
antibiotique purifié.

L’entreprendre des essais de lutte biologique contre les maladies fongiques de
certaines plantes, en particulier le flétrissement vasculaire du pois chiche et du
palmier dattier causé par Fusarium oxysporum f. sp. ciceris et F. oxysporum f. sp.
albedinis respectivement.

Tester cette souche contre d’autres genres bactériens a Gram positif et a Gram

négatif qui posent d’énormes problémes de santé a cause de leur multirésistance.
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