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RESUME

Streptomyces sp. PAL114 est une souche d’actinobactérie isolée d’un sol saharien de la
région de Mezab a Ghardaia., Des travaux antérieurs dans le laboratoire LBSM a I’ENS de
Kouba ont montré que cette souche est productrice d’antibiotiques antibactériens et/ou
antifongiques dans le milieu de culture ISP2. Ces résultats intéressants nous ont encouragés a
poursuivre les travaux sur cette actinobactérie, dans le but d’optimiser et d’augmenter la
production des molécules bioactives.

L’évaluation du potentiel antagoniste de I’isolat PAL114 vis-a-vis des microorganismes
cibles & Gram positif et a Gram négatif a montré une activité forte contre Micrococcus luteus
ATCC 9314, modérée, faible ou nulle contre les autres bactéries testées.

L’¢tude de I’effet des différents constituants du milieu de culture sur la production d’agents
antibactériens par la PAL114 a ete realisée en milieu synthétique contre Staphylococcus
aureus MRSA 639c résistant a la méthicilline, et Bacillus subtilis ATCC 6633.

L’effet des différents constituants du milieu de culture sur la production d’agents
antibactériens par la PAL114 a été étudié et comparé a celui d’autres souches de Streptomyces
; Streptomyces sp. MS-266 Dm4 et trois autres souches isolées d’un sol amazonien. L’effet
des sources de carbone ; amidon, glucose et maltose est étudié dans le milieu MS additionné
de D-L proline comme source d’azote. Ce méme milieu de base MS additionné de la
meilleure source de carbone est utilisé pour tester différentes sources d’azote englobant, la D-
L proline, la L-leucine et le L-tryptophane. Les résultats obtenus ont montré que la production
est meilleure dans le MS additionné d’amidon, comme source de carbone, chez la PAL 114
ainsi que chez la souche Streptomyces sp. MS-266 Dm4 contre Bacillus cereus. Par contre la
D-L proline s’est avérée étre la meilleur source d’azote pour la production d’antibiotique pour
la PAL 114 mais pas pour les trois souches de Streptomyces spp isolées du sol amazonien.

De bonnes activités antibactériennes se sont montrées dans la phase organique de I’extrait
au dichlorométhane de la souche PAL114 poussant sur milieu ISP2 et sur milieu MS
additionnés des différentes sources de carbone et d’azote a I’exception de celui additionné de
L-tryptophane. Seuls les extraits méthanoliques mycéliens issus du milieu ISP2 et ceux issus
du milieu MS-amidon + L-tryptophane qui ont montré des activités antimicrobiennes contre

les microorganismes testés.

Mots clés : Streptomyces sp. PAL114, molécules bioactives, sources de carbone, sources

d’azote, activités antibactériennes.



SUMMARY

Streptomyces sp. PAL114 is an actinobacterial strain isolated from Saharan soil in the
Mezab region of Ghardaia. Previous work in the LBSM laboratory at the ENS of Kouba has
shown that this strain is a producer of antibacterial and/or antifungal antibiotics in the ISP2
culture medium. These interesting results encouraged us to continue the work on this
actinobacteria, in order to optimize and increase the production of bioactive molecules.

The evaluation of the antagonistic potential of PAL114 isolate to the Gram-positive and
Gram-negative target microorganisms showed high activity against Micrococcus luteus
ATCC 9314, moderate, low or no activity against the other bacteria tested.

The study of the effect of the different constituents of the culture medium on the
production of antibacterial agents by PAL114 was carried out in synthetic medium against
Staphylococcus aureus MRSA 639c resistant to methicillin, and Bacillus subtilis ATCC 6633.

The effect of different constituents of the culture medium on the production of antibacterial
agents by PAL114 was studied and compared to other strains of Streptomyces; Streptomyces
sp. MS-266 Dm4 and three other strains isolated from Amazonian soil. The effect of carbon
sources; starch, glucose and maltose is studied in the MS medium with D-L proline as a
source of nitrogen. This same MS base medium with the best carbon source is used to test
different nitrogen sources encompassing D-L proline, L-leucine and L-tryptophan. The results
obtained showed that the production is better in starch-added DM as a carbon source in PAL
114 and in Streptomyces sp. MS-266 Dm4 against Bacillus cereus. On the other hand, D-L
proline proved to be the best source of nitrogen for antibiotic production for PAL 114 but not
for the three strains of Streptomyces spp isolated from Amazonian soil.

Good antibacterial activities were observed in the organic phase of the dichloromethane
extract of strain PAL114 growing on ISP2 and MS media with the addition of different
sources of carbon and nitrogen with the exception of L-tryptophan. Only methanolic mycelial
extracts from the ISP2 medium and those from the MS-amidon + L-tryptophan medium which

showed antimicrobial activities against the microorganisms tested.

Keywords: Streptomyces sp. PAL114, bioactive molecules, carbon sources, nitrogen sources,

antibacterial activities.
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Introduction

Les antibiotiques sont des molécules capables d’inhiber spécifiquement a de faible
concentration la croissance de certains microorganismes ou de les détruire, ils peuvent étre

d’origine naturels, synthétiques ou semi- synthétiques.

Cependant, I’utilisation excessive de ces molécules a malheureusement trés vite entrainé
I’apparition de souches microbiennes résistantes, un phénomene qui ne cesse de s'accroitre et
constitue une préoccupation mondiale, incitant ainsi la poursuite des recherches de nouveaux
antibiotiques plus efficaces. Face a ces besoins, il est donc essentiel de perpétuer la recherche
sur les molécules naturelles a propriétés antibiotiques (parallelement aux développement de
nouvelles molécules de synthése) dans I’espoir de trouver de nouveaux composes efficaces et

moins toxiques afin de poursuivre la lutte contre les microorganismes pathogenes.

Les actinobacteries sont particulierement tres intéressants par leur tres grande faculté a
produire différents composes a intérét pharmaceutique, tels que les antibactériens, les
antifongiques, les antiviraux, les antiparasitaires et les antitumoraux, mais aussi, les
vitamines, les enzymes, les immunostimulants, les antihistaminiques, les vasodilatateurs, etc.
Ces microorganismes présentent également un intérét dans différents autres domaines
(biotechnologie industrielle, agronomie, environnement, etc.) (Valan Arasu et al., 2008; Jose
et Jebakumar, 2013).

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine le plus au sein des actinobactéries. 1l est le
plus exploité pour ses nombreuses propriétés antagonistes et continue d’attirer I’intérét de
nombreux laboratoires dans le monde en raison de son métabolisme secondaire. Il est
considéré comme étant le plus grand producteur de molécules antibiotiques. En effet, environ
80% des antibiotiques d’origine actinomycétale sont produits par les espéces de ce genre

(Demain, 2006; Jose et al., 2011).

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a 1I’étude d’une souche d’actinobactérie
(PAL114) qui a été isolée par Aouiche (2011) a partir d’un sol de la palmeraie d’Ahbes
(région du Mzab). Les études taxonomiques basées sur les critéres morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires ont montré que cette souche appartient au genre
Streptomyces et qu’elle est proche de I’espece S. griseoflavus (Aouiche, 2013). La souche

PAL114 a montré des activités antimicrobiennes intéressantes. Elle produit sur milieu




organique complexe ISP2 des antibiotiques qui ont été identifiés a la chaetoglobosine A, aux
saquayamicines A et C et a la vinéomycine Al (Aouiche, 2013).

L’objectif de ce travail est d’étudier I’influence des sources de carbone et d’azote sur la

production d’antibiotiques par cette souche sur milieu synthétique.
Ce travail comprend trois parties :

- La premiere partie est consacrée a une présentation bibliographique sur les antibiotiques et
leur mode d’action, les actinobactéries en général, le genre Streptomyces et la souche PAL114
en particulier, ainsi que les facteurs de culture pouvant influencer la production des

antibiotiques.

- La deuxiéme partie fait trait a la description du matériel et des méthodes utilisées lors de la

réalisation de ce travail.

- La troisieme partie est réservée a la présentation des résultats obtenus par des travaux
antérieurs et a leur discussion. Ces résultats concernent les propriétés antagonistes de la
souche PAL114, les cinétiques de production d’antibiotiques sur milieu ISP2 et sur milicu

synthétique en faisant varier les sources de carbone et d’azote sur ce dernier milieu.

- Une conclusion finale et des perspectives ont aussi été énonceées a la fin de ce travail.

-
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I. LES ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques sont des molécules organiques synthétisées par des microorganismes
(aujourd’hui, définition étendue aux molécules de synthése) qui en solution a faible dose
inhibent la croissance d’autres microorganismes ou les détruisent (Bougnicourt, 1995).

En effet, la période des antibiotiques a commencé en 1929 avec la découverte de la
pénicilline G provenant d'un champignon, Penicillium notatum. La production commerciale
de la pénicilline G a prospéré dans les années 40. Durant ces années, Waksman et Woodruff
(1940) ont découvert le premier antibiotique dérivé d'une culture d'actinobactérie a partir de
I’espece Actinomyces (actuellement Streptomyces) antibioticus. Cet antibiotique, nommé
actinomycine D, est trés actif contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Il s'est
avére extrémement toxique pour les animaux de laboratoire (Waksman et Woodruff, 1940).
En 1943, Schatz et al. ont isolé deux souches de Steptomyces griseus qui produisent la
streptomycine ; c'était le premier traitement chimiothérapeutique efficace contre la
tuberculose ainsi qu’une multitude d'autres maladies (fieévre typhoide, choléra, peste
bubonique, tularémie, infections des voies urinaires, etc.) (Schatz et al., 1944; Waksman,
1953). Depuis ces découvertes, les actinobactéries sont devenues l'objet de nombreuses
recherches, notamment pour leur capacité a produire de nombreux composes bioactifs
(Manivasagan et al., 2013; Anandan et al., 2016).

Les antibiotiques sont des produits du métabolisme bactérien et fongique. Ils sont produits
essentiellement juste apres la phase de croissance. Les antibiotiques peuvent agir sur la
croissance des germes, interférer avec leur métabolisme énergétique ou inhiber la biosynthése
des composants cellulaires.

Un antibiotique est caractérisé par son spectre d’action, c'est-a-dire 1’éventail des agents
pathogenes sensibles a son action. Le spectre est directement lié a la structure chimique de

I’antibiotique et a la cible microbienne.

1. Production d’antibiotiques

Les antibiotiques sont des métabolites secondaires (appelés aussi idiolites), généralement
synthétisés a la fin de la phase exponentielle (trophophase) et au début de la phase stationnaire
(idiophase) (Harir et al., 2018). La production des métabolites secondaires regroupe les voies

de synthese des composés qui n’ont pas de fonction apparente dans le métabolisme cellulaire.

-



Chapitre | Synthese bibliographique

Elle n’est pas liée aux besoins de croissance ni aux besoins énergétiques des organismes

producteurs (Hodgson, 2000; Delaunay et al., 2003; Nithya et al., 2018).

1.1. Antibiotiques naturels

La grande majorité des antibiotiques est produite par des microorganismes. Signalons
cependant, I’intérét qu’offrent les plantes supérieures dans cette production. Parmi les micro-
organismes, les bactéries (y compris les actinomycétes) sont responsables d’environ 74% de
la production, et les champignons de 22% (Lazzarini et al., 2001, in Tiwari et Gupta, 2011).

1.1.1. Les actinomycetes

Actuellement, la majeure partie des antibiotiques produits industriellement (environ 90%)
sont sécrétés par les actinomycetes. Les deux tiers de toutes les substances bioactives
d’origine microbienne connues sont produites par ces derniers (Hamaki et al., 2005). Dans ce
groupe bacterien, le genre Streptomyces produit a lui seul environ 46% des antibiotiques
parmi les 8000 produits antimicrobiens décrits (Lazzarini et al., 2001, in Tiwari et Gupta,
2011) (figure 1) et plusieurs sont commercialisés, a savoir, la streptomycine, la kanamycine,
I’oxytétracycline, le chloramphénicol, I’érythromycine, la néomycine, la novobiocine et la
nystatine.

De nombreuses recherches se sont recemment développées en vue de trouver de nouveaux
antibiotiques produits par des actinomycetes appelés «rares ». Ceux-ci sont a l’origine
d’environ 11% des antibiotiques d’origine microbienne.

Parmi les molécules élaborées par les actinomyceétes, seules 20% sont des antifongiques,
les 80% restantes ont des activités biologiques diverses: antibactériennes (surtout), antivirales,

antitumorales, antiprotozoaires, insecticides, etc.

1.1.2. Les bactéries non mycéliennes et les champignons

En dehors des actinomyceétes, les bactéries non mycéliennes produisent environ 17% des
antibiotiques d’origine microbienne (Lazzarini et al., 2001, in Tiwari et Gupta, 2011), et qui
sont sécrétés surtout par les bactéries du genre Bacillus et Pseudomonas. D’autres bactéries
appartenant a des genres tres divers tels que Micrococcus, Chromobacterium, Proteus, etc.,
produisent également quelques antibiotiques (Breton et al., 1989).

Parmi les champignons producteurs, nous citerons les genres Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Trichoderma et Coleophoma (champignons imparfaits, ascomycetes) et aussi

certains basidiomycetes et zygomycetes (Laskin et Lechevalier, 1984; Barrett, 2002). Les

-
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antibiotiques sécrétés les plus connus sont la pénicilline, la céphalosporine, 1’acide fusidique
et la griséofulvine.
En fait, le nombre d’antibiotiques commercialisés d’origine fongique est faible, les plus

importants étant les B-lactamines (pénicillines et céphalosporines).

Bactéries non myvcsliennes
16,9%

Actinomvcétes rares
11.3%

Champignons |
21.5%

Streptomycétes
45.6%

Figure 1. Groupes de microorganismes producteurs d’antibiotiques (Lazzarini et al., 2001,

Tiwari et Gupta, 2011).

1.2. Antibiotiques de synthese

Entre 1932 et 1935, Gerhard Domagk découvrit, en cherchant des substances chimiques
toxiques pour les bactéries, que le sulfamidochrysoidine (dérivé soufré de I’acide para-
aminobenzoique) est doté¢ d’une activité antimicrobienne. Cette découverte a permis
I’utilisation des sulfamides en chimiothérapie anti-infectieuse (Moulin et Coquerel, 1998). Par
la suite, il y a eu synthése d’autres agents antibactériens, a savoir les 5-nitrohétérocycles
comprenant le 5-nitrofuryle (1944), les 5-nitroimidazoles dont le métronidazole (1959),
I’éthionamide (1956), le triméthoprime (1957), les pénémes (1977), ’acide nalidixique (1962)
et les fluoroquinolones a la fin des années 1970 (Bergogne-Berezi et Dellamonica, 1999). De
nombreux antibiotiques ont été fabriqués industriellement par hémisynthése a partir d’un
substrat commun, 1’acide 6-aminopénicillanique, composé naturel sécrété par Penicillium
chrysogenum. A partir de ce composé, plusieurs pénicillines ont été obtenues par

hémisynthése, comme la méticilline et I’oxacilline qui résistent a ’action de la pénicillinase

(Demain, 1999).

in
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2. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés en se basant sur plusieurs critéres: leur structure
chimique, leur spectre d’action, leur activité, leur origine et leur charge électrique. La
classification basée sur la structure chimique est la plus utilisée (Berdy et al., 1987; Yala et
al., 2001). Les molécules présentant des caracteres voisins, voire presque identiques, sont

Synthése bibliographique

groupées en familles, sous familles et groupes (Berdy et al., 1987; Berdy, 2005).

2.1. D’apres leur structure

La classification la plus utilisée en recherche fondamentale est celle de Berdy et al. (1987)
et Berdy (2005). Cette classification a permis de classer prés de 7000 molécules en 9 grandes
familles et de nombreuses sous familles chimiques (tableau 1). Cette classification repose sur

la nature chimique des antibiotiques en mettant a 1’écart tout intérét thérapeutique et clinique.

Mais d’autres classifications utilisées dans le domaine médical existent.

Tableau 1.Classification des antibiotiques d’aprées leur structure chimique (Berdy et al., 1987;

Berdy, 2005).

Familles Principales sous familles
- Glucides purs

Antibiotiques contenant - Aminoglycosides

des glucides
- Glycopeptides
- Macrolides
Lactones macrocycliques - Polyéenes

- Macrolactames

- Composés polycycliques
linéairement accolés

- Anthraquinones

- Naphtoquinones

- Benzoquinones

Quinones et
antibiotiques apparentés

- Dérivés d’acides aminés

- Homopeptides
Acides aminés et - Peptides
peptides - Lipopeptides

Exemples d’antibiotiques

- Nojirimycine
- Streptomycine,
gentamicine,

kanamycine
- Vancomycine,
risotocétine
- Erythromycine,
spiramycine
- Nystatine, amphotéricine
- Maytansine

- Tétracyclines

- Anthracyclines

- Rubomycine

- Mitomycine, saframycine

- Pénicilline, cyclosérine
- Bacitracine

- Valinomycine

- Polymyxines

-
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Antibiotiques
hétérocycliques
contenant de ’azote
Antibiotiques
hétérocycliques
contenant de ’oxygene

- Hétérocycles non accolés
- Hétérocycles accolés

- Dérivés du furane
- Polyéthers

- Composés benzéniques
- Composés aromatiques
accolés

- Autres dérivés

Antibiotiques
aromatiques

- Dérivés du cyclo-alcane
- Terpenes
- Oligoterpénes

Antibiotiques
alicycliques

- Dérivés d’alcanes

- Dériveés des acides
carboxyliques aliphatiques
- Composés contenant du
phosphore

Antibiotiques
aliphatiques

3. Mode d’action des antibiotiques

Le site d’action des antibiotiques dans la cellule microbienne peut étre la membrane

plasmique, la paroi cellulaire, les ribosomes, les acides nucléiques, etc. (Asselineau et zalta,

1973; Deacon, 1984).

3.1. Action sur la membrane plasmique

Les polyénes (amphotéricine B, nystatine) sont des antifongiques caractérisés par la
présence d’un grand cycle lactone (comprenant 12 & 37 atomes de carbones). IIs agissent sur
les stérols de la membrane plasmique des cellules eucaryotes (champignons, animaux), ce qui
entraine une diminution de la perméabilité membranaire et la mort des cellules. D’autres
antibiotiques, tels que les polypeptides, agissent également sur la membrane plasmique

bactérienne en se fixant sur les phospholipides (polymyxines) ou en se comportant comme des

ionophores (gramicidines).

Synthése bibliographique

- Mildiomycine
- Phénazines

- Monensine

- Chloramphénicol
- Griséofulvine
- Novobiocine

- Cycloheximide
- Acide marasmique
- Acide fusidique

- Elaiomycine

- Ceérulénine
- Fosfomycine

vl
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3.2. Inhibition de la synthese de la paroi

Parmi les antibiotiques qui inhibent la synthése de la paroi cellulaire, nous citons les -
lactamines, la cyclosérine, la fosfomycine, etc. Ils empéchent I’intégration des acides aminés

formant le tétrapeptide muréique ou en empéchant celui-ci de se coller a la muréine.

3.3. Inhibition de la synthese des protéines

Certains antibiotiques antibactériens peuvent se fixer sur les sous-unités ribosomiques 30S
ou 50S (ex.: tétracyclines, macrolides et chloramphénicol), empéchant respectivement la
fixation de I’ARN transférase porteur d’acides aminés, la translocation et la transpeptidation.
Chez les eucaryotes, la synthese des chaines polypeptidiques est inhibée par la fixation de la
kasugamycine sur la sous-unité 40S des ribosomes. La translocation des ribosomes sur I’ARN
messager est bloquée par le cycloheximide qui se fixe sur la sous-unité ribosomique 60S. La
synthése des protéines est aussi inhibée par la blasticidine S qui bloque I’incorporation des

acides amineés.

3.4. Action sur les acides nucléiques

Certains antibiotiques tels que la mitomycine et 1’acide nalidixique empéchent
respectivement la réplication de I’ADN (en se fixant sur les deux brins d’ADN) et sa synthése
(par inhibition de I’incorporation de la thymine). L’actinomycine empéche la transcription de
I’ADN en ARN messager.

5
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Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la synthése
synthése de la paroi synthése des ARN des protéines
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Figure 2. Représentation schématique des mécanismes d’action des antibiotiques

(Procopio et al., 2012).

Il. RECHERCHE DE NOUVELLES MOLECULES BIOACTIVES

Devant I’émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques, il est nécessaire de
développer constamment de nouvelles molécules bioactives. Ces derniéres années, les
recherches sont orientées vers la production de nouvelles molécules bioactives capables d’agir
par de nouveaux mécanismes d’action, et ce, en vue de développer des agents susceptibles
d’inhiber les mécanismes de résistance ou d’interférer avec la virulence bactérienne
(Collignon et al., 2016; Nithya et al., 2018). Au lieu de tuer les bactéries, ces nouvelles
molécules atténueraient leur pouvoir pathogéne en ciblant leurs genes de résistance et/ou leurs
facteurs de virulence, ou encore en entravant la communication intercellulaire. Elles devraient
¢galement empécher les bactéries de s’adapter a leur environnement sans porter atteinte a leur
survie, réduire leur pathogénicité de résistance et restaurer ’activité des antibiotiques
conventionnels devenus aujourd’hui inefficaces (Battraud, 2017).

Les microorganismes, les plantes et les animaux représentent des sources importantes de
molécules bioactives. En ce qui concerne les microorganismes, ceux qui sont relativement
rares dans le monde et provenant des milieux extrémes sont tres recherchés pour fournir des
molécules originales issues de métabolismes nouveaux. Des méthodes ont été spécialement
développeées pour isoler ce type de microorganismes (Otoguro et al., 2009; Tiwari et Gupta,

2011; Jose et Jebakumar, 2013; Kemung et al., 2018). De plus, I’introduction des techniques
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génétiques dans la recherche de nouveaux antibiotiques (fusion des protoplastes,
recombinaison génétiques, etc.) a permis d’obtenir de nombreuses molécules nouvelles,
antibactériennes et antifongiques (Cattoir et Daurel, 2009; Adrio et Demain, 2010; Zheng et
al., 2019). En outre, la recherche d’antibiotiques actifs sur des cibles spécifiques absentes
chez I’homme permet la production de nouvelles molécules bioactives intéressantes (Mallié et
Bastide, 2001; Mora-duarate et al., 2002). A ceci s’ajoute la recherche de nouvelles molécules
par synthése chimique ou par hémisynthese (Barrett et al., 2001; Gupte et al., 2002), ainsi que
la recherche de nouvelles formulations d’antibiotiques permettant une meilleure diffusion de
I’antibiotique in vivo (la faible solubilité de certains antibiotiques étant parmi les probléemes
rencontrés en antibiothérapie). Actuellement, plusieurs stratégies sont développées dans le but
de trouver des molécules bioactives originales et intéressantes dans différentes applications
(pharmaceutique, biotechnologie industrielle, agronomie, etc.) (Singh et al., 2019). La
recherche de nouvelles molécules bioactives est donc indispensable et doit étre poursuivie de

maniére perpétuelle (Hug et al., 2018).

I11. LES ACTINOMYCETES

Les actinomycetes sont classes dans le Régne des Procaryotes, la Division des Firmicutes,
la Classe des Thallobacteria et I'Ordre des Actinomycetales. Cet Ordre est defini dans le
Manuel de Systématique de Bergey de 1994 comme regroupant des bactéries a Gram positif
ayant un pourcentage en guanine plus cytosine (G + C) supérieur a 55%. Il comprend des
genres d’une grande variabilité morphologique, allant du cocci (Micrococcus) a un cycle
batonnet-cocci (Arthrobacter) en passant par ceux formant des hyphes qui se fragmentent
(Nocardia, Rhodococcus, Saccharothrix) et ceux qui possedent un mycélium bien différencié
et persistant (Streptomyces, Actinomadura, Streptosporangium).

Dans le Bergey’s Manual de 2012, la définition des actinomycetes est restée la méme
(bactéries a Gram positif ayant un G+C supérieur a 55% et présentant une grande variabilité
morphologique, la plupart étant mycéliens). Mais sur la base des données de la biologie
moléculaire (notamment le séquencage du géne codant pour I’ARN 16S), ces
microorganismes sont classés actuellement dans le regne des Procaryotae, le phylum des

Actinobacteria et la classe des Actinobacteria également.

Les Actinobacteria sont classées, depuis 2012, dans 15 ordres, 43 familles et 203 genres

(Goodfellow et al., in Bergey’s Manual, 2012).

.
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1. Ecologie des actinomycetes

Les actinomycetes sont répandus a I’échelle universelle et dans tous les substrats naturels
(Tiwari et Gupta, 2013). lls sont isolés a partir des sols (cultivés, désertiques, salés, etc.), des
eaux (océans, mers, lacs, riviéres, sources), de 1’air, des glaciers et des sites pollués par des
hydrocarbures ou par des metaux lourds (Lechevalier, 1981; Moncheva et al., 2002; Okoro et
Brown et al., 2009; Zhang et al., 2012; Jiang et al., 2013). lls sont présents au niveau des
débris végétaux, ainsi qu’a I’intéricur des plantes en tant que symbiotes (Normand et al.,
2007; Janso et Carter, 2010; Zhao et al., 2011). lIs sont également retrouvés dans les sources
thermales (Barabote et al., 2009) et méme sur les surfaces gamma-irradiées (Phillips et al.,
2002). 11 faut cependant signaler que c’est le sol qui abonde le plus en actinomycetes. Parmi
les actinomycetes telluriques, le genre Streptomyces est celui qui prédomine le plus avec un
pourcentage compris entre 80 et 95% (Williams, 1978). Par ailleurs, les genres Actinoplanes
et Micromonospora prédominent nettement dans les sols gorgés d’eau et sont trés fréquents
dans les lacs, les riviéres et les ruisseaux (Goodfellow et al., 1990). En Algérie, les sols
sahariens se sont révélés étre relativement assez riches en actinomycetes, aussi bien du point
de vue quantitatif que qualitatif (Sabaou et al., 1980, 1992 et 1998). Ces microorganismes
sont en majorité saprophytes, mais quelques formes sont pathogénes pour I’'Homme, les

plantes ou les animaux (Goodfellow et Williams, 1983; Castillo et al., 2002).

2. Importance des Actinobactéries myceéliennes

Les Actinobactéries myceliennes sont trés utiles dans le domaine médical, pharmaceutique,
agronomique et de nombreux autres domaines. Leur hétérogénéité metabolique et leur
diversité écologique assez exceptionnelles font d’elles des producteurs potenticls de
nombreuses molécules a propriétés tres diverses et intéressantes (Anandan et al., 2016). Il
existe 23 000 métabolites secondaires produits par les microorganismes, dont 10 000 sont
produits par les actinobactéries mycéliennes, ce qui représente 45 % du total des métabolites
microbiens, et méme 80 %, si on ne considére que les composés ayant un usage pratique
(Berdy, 2005).

2.1. Dans le domaine pharmaceutique et médical
Les actinomycétes sont les plus grands producteurs des composés actifs tels que les
antiviraux, les antiparasitaires, les immunostimulants, les immunosuppresseurs, les enzymes,

les vitamines, etc. Cependant, ils sont surtout réputés pour la production d’antibiotiques (Réty
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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 (aminoglycosides, aromatiques, glycopeptides,
macrolides, polyénes, etc.), ou encore, avoir des propriétés antitumorales 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).

Par ailleurs, il faut souligner que les autres genres d’actinomycetes tels que
Micromonospora, Saccharothrix, Actinomadura, Nonomuraea etc., sécrétent aussi plusieurs
molécules importantes sur le plan therapeutique (Sarkar et Saha et al., 2008; Genilloud et al.,
2010; Flatt et al., 2013; Nakae et al., 2013; Wang et al., 2013).

2.2. Importance dans le domaine agronomique

Les actinobactéries mycéliennes jouent un réle important dans le domaine agronomique.
Les chercheurs ont découvert plus de 160 plantes qui sont des hotes des actinobacteries
mycéliennes, notamment ’aulne, I’olivier de Boheme (Eleagnus angustifolia), les fougéres
douces, les broussailles ameres et les rosiers des falaises.

Les actinobactéries jouent un role important dans le recyclage du carbone organique et sont
capables de dégrader les polymeres les plus récalcitrants des debris de plantes, des litiéres et
du sol (Anandan et al., 2016). De nombreuses especes actinobactériennes ont la capacité de
dégrader la lignine et les composés apparentés a la lignine, ainsi que la cellulose et
I'némicellulose (Mason et al., 2001). Elles ont la capacité aussi de vivre dans un
environnement huileux et peuvent donc étre utilisées dans la biorestauration pour réduire les
polluants pétroliers (Barabas et al., 2001). Nocardiopsis sp. SD5 a pu dégrader des déchets de
plumes en produisant une enzyme, la kératinase (Saha et al., 2013). Les actinobactéries sont
également capables de dégrader ou de transformer certaines toxines produites par des
champignons toxinogenes (mycotoxines) et de réduire ainsi leur teneur dans les produits

finaux en agro-alimentaire (Teniola et al., 2005).
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Les actinobactéries ont un intérét en tant que sources de composés agro-actifs en favorisant
la croissance des plantes (PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobia) et comme outils de lutte
biologique contre les agents phytopathogénes d’origine tellurique (Singh Saharan et al., 2014;
Jog et al., 2016). Les expériences menées dans ce sens révelent des résultats prometteurs
(Goudjal et al., 2013; Toumatia et al., 2014; Viaene et al., 2016; Sathya et al., 2017).

Les actinobactéries produisent aussi des antibiotiques spécialement développés pour le
marché agricole. Environ 60% des nouveaux insecticides et herbicides signalés au cours des
cinq derniéres années proviennent de Streptomyces (Anandan et al., 2016). Nous citerons
I’exemple de la blasticidine, la kasugamycine, la validamycine A, les polyoxines, la
mildiomycine, etc. (Anandan et al., 2016; Arasu et al., 2016) tous utilisées dans le controle de
diverses maladies fongiques d’arbres fruitiers et de légumes. Ces composés sont également
utilisés comme herbicides telles que la phosphonothrixine (Takahashi et al., 1995) et la
résormycine (lgarashi et al., 1997).

2.3. Dans divers autres domaines

Les actinomycetes ont un rble écologique important, comme par exemple dans la
dégradation des hydrocarbures (Essien et Udosen, 2000) et la minéralisation du phénol et des
déchets industriels (Bhatena et al., 2002). IIs interviennent aussi dans 1’industrie alimentaire
comme protecteurs de certains fromages (Vandamme, 1985) et comme producteurs de
certaines enzymes (ex: glucose, isomérase). Dans I’industrie des détergents, ils interviennent

comme producteurs de protéases (Moreira et al., 2002).

IV. LE GENRE STREPTOMYCES ET LA SOUCHE STREPTOMYCES SP. PAL114

1. Legenre Streptomyces

Les Streptomyces (du grec Streptos: courbé, tordu et Myces: moisissure) sont des bactéries
mycéliennes a Gram positif et sporulantes dans des conditions de stricte aérobiose. Ce sont
des bactéries ubiquistes du sol, mais retrouvées aussi en milieu marin et dans 1’environnement
d’une maniére générale (Selvakumar et al., 2015; Hug et al., 2018). Certains sont des

symbiotes d’éponges ou encore de chauve-souris (Hamm et al., 2017).

Les souches de Streptomyces, comme la plupart des actinobactéries, présentent un cycle de
développement cellulaire asexué similaire a celui des champignons imparfaits (Goodfellow et

al., 1984). Leur cycle de développement complexe se divise en plusieurs étapes. Il débute par
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la germination d’une spore qui donne naissance a un mycélium primaire (mycélium du
substrat) formé d’hyphes ramifiés et ancrés dans le milieu solide. Avec le temps, le mycélium
du substrat devient plus dense, puis produit des hyphes aériens (mycélium aérien) qui se
développent rapidement. La croissance rapide se fait au détriment des nutriments dérivés du
substrat. Les extrémités des hyphes aériennes se cloisonnent et se différencient pour former

des chaines de spores uninuclées, qui sont des agents de dissémination (Chater, 1998).
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Figure 3. Cycle de développement des Streptomyces (Barka et al., 1985).

1.1. Taxonomie du genre Streptomyces
Le genre Streptomyces, proposé par Waksman et Henrici (1943), fait partie du domaine
Bacteria, du phylum Actinobacteria et de la classe Actinobacteria. Il a été trés longtemps

inclus dans I’ordre des Actinomycetales (Garrityb et al., 2004).

Cependant, dans I’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 actuellement a 1’ordre des Streptomycetales et a la famille des

Streptomycetaceae.

Les especes appartenant au genre Streptomyces constituent la grande majorité de la famille
des Streptomycetaceae. Ce genre englobe actuellement plus de 843 espéces avec des noms
validés ainsi que 38 sous-especes (Kemung et al., 2018). Il représente non seulement une des

composantes prédominantes de la population microbienne des sols a travers le monde, mais
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est aussi considéré comme I'un des groupes d’espeéces les plus répandues dans
I’environnement (Eckwall et Schottel, 1997; Labeda et al., 2012). Cependant, leur nombre et
leur distribution sont fortement influencés par certains facteurs tels que la profondeur, le pH,
la température, I'numidité, I'aération, le taux de matiére organique et sa qualité, la charge
microbienne, etc. (Sabaou et al., 1998).

Morphologiquement, les especes appartenant au genre Streptomyces posseédent un
mycélium du substrat (MS) non fragmenté et un mycélium aérien (MA) formant des
sporophores qui produisent des chaines de spores (3 a 10, 10 a 50 ou plus de 50 spores par
chaine) de formes variées: droites a flexueuses (Rectus Flexibilis: type RF), en crochets ou en
boucles (Retinaculum Apertum: type RA) ou encore spiralées (Spira: type S) ou parfois méme
verticillées pour certaines espéces (Figure 4). Les spores ne sont pas mobiles. Les
ornementations externes de leur surface peuvent étre lisses, rugueuses, épineuses ou chevelues
(figure 5).

Chimiquement, le genre Streptomyces est caractérisé par le chimiotype IC (Holt et al.,
1994), c’est-a-dire, présence de I’isomére LL de I’acide diaminopimélique (DAP) avec
présence de glycine et absence de sucres caracteristiques dans leur cellules. Les
phospholipides membranaires sont de type PIl (Lechevalier et al., 1977) et les acides gras
sont sous forme ramifiée iso et antéiso, parfois insaturés et cyclopropaniques (Rezenka et al.,
1984). Physiologiquement, les criteres consistent en plusieurs tests comme la dégradation des
sources de carbone (arabinose, xylose, inositol, mannitol, fructose, rhamnose, saccharose,
raffinose, etc.) sur milieu ISP9, ainsi que la production de pigments mélanoides sur milieux
ISP6 et ISP7 (Kampfer et al., 1991). D’autres tests physiologiques importants ont par la suite
été retenus (Kampfer, 2012).

Génétiquement, les techniques moléculaires ont été développées au début des années 80
pour le genre Streptomyces. Ces techniques reposent sur le pourcentage en guanine-cytosine
(G+C) de ’ADN qui varie entre 69 et 78 % (Holt et al., 1994), sur I’analyse des séquences
d’ADN codant pour ’ARNr 16S et I’analyse phylogénétique, ainsi que 1’hybridation ADN-
ADN (Kampfer et al., 2014).
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Straight Flexous Fascicled Monoverticillate,
no spirals

Open loops, Open Monoverticillate,
primitive spirals, spirals spirals with spirals
hook!

Biverticillate, Biverticillate,
no spirals with spirals

Figure 4. Types de chaines de spores chez les espéces de Streptomyces (Manuel de
Bergey, 2012).

Figure 5. Morphologie de la surface des spores de quelques espéces de Streptomyces

observée au microscope électronigue a balayage (Prescott et al., 2002).

Note : (1):spores lisses (smooth) de S. viridosporus; (2): spores rugueuses (warty) de S. pulcher; (3):

spores chevelues (hairy) de S. werraensis; (4): spores épineuses (spiny) de S. viridichromogenes.

1.2. Métabolites secondaires sécrétés par les espéces de Streptomyces
La production de nombreux métabolites secondaires, y compris les antibiotiques, est

couplée avec la différenciation morphologique. Les microorganismes producteurs de

16




Chapitre | Synthese bibliographique

metabolites secondaires synthétisent des substances bioactives et des molécules complexes
durant la phase stationnaire de leur croissance (figure 6).

Cependant, en ce qui concerne les actinobactéries et les Streptomyces en particulier, les
métabolites secondaires peuvent parfois étre produits durant les phases exponentielle,
stationnaire et de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006).

Production de métabolites secondaires
Production de métabolites primaires non essentiels pour la croissance
essentiels pour la croissance

Phase stationnaire

Phase de déclin

Phase exponentielle

Biomasse (log g L?)

Phase de
latence

idiophase
Trophophase

Temps

Figure 6. Phases de croissance bactérienne et de production de métabolites (Harir et al.,
2018).

Les Streptomyces sont exceptionnels pour leur cycle de développement complexe et la
production de métabolites secondaires bioactifs, produisant ainsi plus d'un tiers des
antibiotiques disponibles dans le commerce. Leurs métabolites secondaires posseédent des
activités biologiques trés variées (tableau 2). En effet les souches de Streptomyces sont
capables de synthétiser des molécules (secondaires et primaires) a propriétés diverses
(composés antifongiques, antibactériens, insecticides, herbicides, antiparasites, acaricides,
nématocides, antiviraux, antitumoraux, antimitotiques, anti-allergéniques, antioxydants,

enzymes, vitamines, etc.) (Hopwood, 2007; Kampfer et al., 2014).

Le premier antibiotique identifié et produit par une souche de Streptomyces (S. griseus) est
la streptomycine (Schatz et al., 1944), qui a été utilisée a I’époque comme traitement contre la

tuberculose.




Chapitre |

Synthése bibliographique

L’espéce qui est souvent utilisée comme modele pour les Streptomyces est Streptomyces

coelicolor, et plus précisément la souche A3(2). Cette souche possede de nombreux clusters

impliqués dans la synthése d’antibiotiques (actinorhodine, antibiotiques dépendants du

calcium), de

sidérophores

(ferrioxamines,

coelicheline), de

pigments

(tétrahydroxynaphtaléne), de lipides et d’autres molécules (Bentley et al., 2002).

Tableau 2. Exemples de molécules bioactives produites par les Streptomyces.

Métabolite secondaire

Streptomycine
Chloramphénicol
Néomycine
Rimocidine
Nystatine

Antimycine A
Tunicamycine

Hydroxymarilone C
Prasinones A et B
Herbicidine A
Nojirimycine
5-Oxomilbémycine

Bleomycine
Trihydroxyisoflavone
Protocatéchualdéhyde

Diphénazithionine
Chitinase

Vitamine B12
(cobalamine)

Activité Producteur

S. griseus

Antibactérienne S. venezuelae
S. fradiae

S. mauvecolor

Antifongique S. noursei

S. antibioticus

S. chartreusis

Antivirale
S. badius
Insecticide S. prasinus
Herbicide S. scopuliridis
Antiparasite S. ficellus
Ac,:aricid(? et S. bingchenggensis
nématocide
Antimitotique S. verticillus
Anti-allergénique S. avermitilis

Anti-tumorale S. lincolnensis

Antioxydante S. griseus
Enzyme S. viridificans
Vitamine S. olivaceus

Références

(Aung , 1997)

(Sekurova et al.,
2016)

(Aung ,1997)
(Jeon et al., 2016)
(Aung ,1997)
(Aung ,1997)

(Larpent et Larpent
gourgaud ,1997)

(El Sayed et al., 2016)

(Box et al., 1973)
(Haetal., 2017)
(Harada et al., 2017)

(Lietal., 2017)

(Qietal., 2017)
(Pandey et al., 2010)
(Kimet al., 2008)
(Hosoya et al., 1996)

(Gupta et al., 1995)
(Martens et al., 2002)
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2. Lasouche Streptomyces sp. PAL114

2.1. Origine et position taxonomique de Streptomyces sp. PAL114

La souche PAL114 a été isolée par Aouiche (2011) a partir d’un sol de la palmeraie
d’Ahbes (Ghardaia) en utilisant le milieu chitine-vitamines B additionné de pénicilline G (25
mg/L) et de cycloheximide (80 mg/L). Cette souche présente une bonne croissance sur les
milieux ISP2, ISP4 et Bennett. Le mycélium aérien est abondant et de couleur grise. Le
mycélium du substrat est non coloré, beige a brun. Les pigments diffusibles (sécrétés sur
ISP2, ISP3 et Bennett) sont bruns. La sporulation est abondante. Les chaines de spores sont
longues (10 a 50 spores/chaine) et spiralées.

kMycéIium aérien Mycélium du substrat
%l P

Figure 7. Macromorphologie de la souche PAL114 poussant sur milieu ISP2 (Aouiche,
2011).

Le séquengage du géne codant pour ’ARN 16S a permis de rattacher la souche PAL114 au
genre Streptomyces, 1’espéce la plus proche étant S. griseoflavus, avec 99,8% de similarité
(Aouiche, 2013). La figure 8 montre, au niveau du dendrogramme, la position phylogénétique
de la souche PAL114 vis-a-vis des souches-types des especes les plus proches du genre

Streptomyces.
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Streptomyces flaveolus NBRC 3715(T)

6q Streptomyces erythrogriseus LMG 19406'/A1781328
681 Streptomyces labedae NBRC 15864 /AB184704

9 Streptomyces variabilis NBRC 12825'/AB184884

2L ] Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316" /A1781321

61 Streptomyces griseorubens NBRC 12780" /AB184139

6 [ PAL114
66 Streptomyces griseoflavus LMG 19344"/A1781322

Streptomyces althioticus NRRL B-3981'/AY999791

—{j Streptomyces paradoxus NBRC 14887 /AB184628
27 36 Streptomyces viridochromogenes NBRC 3113'/AB184728

Streptomyces violaceochromogenes NBRC 13107/A8184312
E—

96l Streptomyces collinus NBRC 12759"/AB184123

y
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877'/M27245 0.001

Figure 8. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences du géne codant pour
I’ARNr 16S et montrant la relation entre la souche PAL114 et les souches-types des espéces

les plus proches du genre Streptomyces (Aouiche, 2013).

T = souche-type de I’espéce. La barre représente 1 substitution pour 1000 nucléotides.

2.2. Productiond’antibiotiques
La souche PAL114 posséde une activite modérée contre Candida albicans, Saccharomyces

cerevisiae, Aspergillus carbonarius et des bactéries a Gram positif telles que Bacillus subtilis.

L’activité est nulle contre les bactéries a Gram négatif et les champignons suivants :

Aspergillus flavus, Fusarium culmorum et Penicillium glabrum (tableau 3) (Aouiche, 2013).

Tableau 3.Activité antimicrobienne de la souche PAL114 sur milieu solide ISP2 par la

technique des stries croisées (zones d’inhibition en mm) (Aouiche, 2013).

Germes-| p1o5 | K12 | E40 | BS | SC | M1 | M2 | M3 [IPA200| AF | AC | PG | FC
cibles

Souche PAL114| 0 0 0 12 113 15 | 20 | 20 21 0 16 | 0 0

E195:Escherichia coli multirésistante aux antibiotiques. K12:E. coli sensible aux antibiotiques.
E40:Klebsiellapneumoniae multirésistante aux antibiotiques. Bs:Bacillus subtilis ATCC 6633.
SC:Saccharomyces cerevisiae. M1, M2, M3 et IPA200: Candida albicans. AF:Aspergillus flavus.
AC:Aspergillus carbonarius M333. PG:Penicillium glabrum. FC:Fusarium culmorum Fcl.
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Selon Aouiche (2011, 2013), le meilleur solvant d’extraction des antibiotiques sécrétés par
la souche PALI114 est le
dichlorométhane du surnageant de culture (milieu ISP2) de la souche PAL114 a montré la

dichlorométhane. L’analyse par HPLC de [Dextrait au

présence de plusieurs composés bioactifs (figure 9).

Saquayamycine C

Saguayamycine A

Chaetoglobosine A

1.00

0.50

0.00

e
10.00

Figure 9. Profil du chromatogramme de 1’extrait au dichlorométhane du surnageant de

culture de la souche PAL114 solubilisé dans du méthanol (Aouiche, 2013).

(Colonne waters C18, gradient méthanol-eau 20-100%; débit, 2 mL/min; détection, 220 nm).

V. FACTEURS INFLUENCANT LA PRODUCTION DES ANTIBIOTIQUES

La biosynthése des antibiotiques dépend des conditions environnementales et nutritives
régissant le milieu de culture dans lequel croft le micro-organisme producteur. Le milieu de
culture doit étre complet et contenir tous les éléments nécessaires a la croissance de
I’organisme et il est en outre indispensable que ces ¢léments soient apportés a des
concentrations optimales (Rafieenia, 2013). La variation de la composition des milieux de
production des antibiotiques est un élément clé pour ’obtention des molécules actives. De
nombreux travaux ont signalé I’effet des sources de carbone et d’azote sur la biosynthése des
antibiotiques, ainsi que les besoins en sels minéraux (Bouras et al., 2006; Thakur et al., 2009;
Cho et al., 2012; Falzone et al., 2017). Les conditions de culture comme le pH, la

température, I’aération et la vitesse d’agitation jouent aussi un rdle important dans la
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production des antibiotiques (Oskay, 2011). Le rendement de production des antibiotiques est
généralement augmenté suite a I'optimisation de ces facteurs nutritionnels et

environnementaux pour la croissance microbienne (Ababutain et al., 2013).

1. Facteurs nutritionnels

La nature et la concentration de certains composeés dans le milieu de culture ont un effet
important sur la production des antibiotiques. En fait, plusieurs travaux rapportent que la
nature des sources de carbone, d’azote, de phosphore, de potassium, de magnésium et de sels

inorganiques, affecte fortement la production (Rafieenia, 2013; Hasani et al., 2014).

1.1. Source de carbone

La disponibilité et le type de la source de carbone influencent fortement le métabolisme
secondaire et par conséquent la production d’antibiotiques. Des sucres comme le glucose, les
dextrines, le saccharose et ’amidon, constituent des substrats couramment utilisés dans les
procédes fermentaires (Rafieenia, 2013). Plusieurs auteurs ont constate que la production des
molécules actives est étroitement liée a la nature de la source de carbone (Thakur et al., 2009;
Singh et Rai, 2012; Souagui et al., 2015). Toutefois, certains substrats carbones peuvent
exercer un effet négatif sur la production. En effet, pour la plupart des microorganismes
producteurs, une source de carbone rapidement assimilable comme le glucose, le glycérol, et
méme le citrate, peut exercer une action négative sur la production (Singh et Rai, 2012;
Souagui et al., 2015). Dans ce cas, la production des antibiotiques commence apres que la
source de carbone favorisant une croissance rapide soit entierement métabolisée (Rafieenia,
2013).

1.2. Source d’azote

La forme sous laquelle 1’azote est apporté aux cultures productrices d’antibiotiques
influence nettement les rendements de production. Ces sources d'azote peuvent étre divisées
en deux groupes : les sources d'azote inorganique (sels d’ammonium, nitrates) et les sources
d'azote organique simple ou complexe (acides aminés/extrait de levure, extrait de malt,
peptone, tryptone, caséine). Les sources d'azote inorganique sont considérées comme des
sources d'azote métabolisées rapidement, qui sont bénéfiques pour la croissance rapide des
microorganismes. De plus, la biosynthese des antibiotiques est également inhibée par des

sources d'azote rapidement utilisées telles que l'ammonium et régulées par le phosphate

.
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inorganique (Manikkam et al., 2015). En revanche, les sources d'azote organique sont des
sources d'azote durables, qui sont bénéfiques pour la croissance ainsi que I'accumulation

réguliere des produits (Baoxin et al., 2011).

1.3. Sels et oligo-éléments

Plusieurs travaux ont montré I’implication d’autres nutriments dans la production de
molécules actives par les microorganismes. Il s’agit des éléments minéraux comme le
phosphore, le magnésium et le potassium, ainsi que les oligoéléments, essentiellement Fe, Co,
Ni, Cu, Zn, Mo et Mn. De faibles concentrations de ces éléments stimulent la croissance et la
production des antibiotiques (Mellouli et al., 2003; Strub et al., 2008).

2. Les facteurs physico-chimiques

2.1. Effet du pH

Les conditions de pH peuvent influencer la production des antibiotiques. Par exemple, des
cellules immobilisées de S. coelicolor, sans contréle du pH, produisent de I’actinorhodine,
mais dans les mémes conditions de culture, lorsque le pH est maintenu a une valeur de 7,2, la
culture produit un autre métabolite, I’'undécylprodigiosine (Elibol, 2002). D’une maniére
générale, la production d’antibiotiques est optimale a pH légérement basique (Wang et al.,

2010; Oskay, 2011).

Les résultats obtenus par Boubetra (2013) sur la souche Saccharothrix sp. SA 198
(identifiee par la suite comme étant une nouvelle espéce, Sx. tamanrassetensis) montrent que
la production d’antibiotiques est meilleure a pH 7. Des pH alcalins ou au contraire acides, ne

favorisent pas la production.

2.2. Effet de la température

La température est un facteur physicochimique qui influence fortement la croissance et la
productivit¢é d’une souche selon qu’il s’agisse d’une souche mésophile, thermophile ou
psychrophile (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997; Lu et al., 2019). Les températures
optimales permettant une synthese des antibiotiques sont généralement plus basses que celles

permettant la croissance (Larpent et Sanglier, 1989).

.
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Zitouni et al. (2004) ont rapporté que Saccharothrix algeriensis posséde 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. L’optimum de la
production de thiolutine (Strub et al., 2010) et des dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002) par
Saccharothrix algeriensis est obtenu a 30°C qui correspond a la température optimale de

croissance.

2.3. Effet de I’agitation

La vitesse d’agitation est un facteur pouvant influencer la morphologie des actinobactéries
en milieu liquide. L’augmentation de la vitesse d’agitation provoque un accroissement des
forces de cisaillement auxquelles vont étre soumis les microorganismes filamenteux. Ces
forces menent souvent a I’apparition de structures plus compactes et peuvent provoquer aussi
une lyse du mycélium (Ohta et al., 1995; Tamura et al., 1997). L’agitation peut améliorer
I’aération et le mélange des é€léments nutritifs dans le milieu de fermentation et par
conséquent la production des antibiotiques (Smaoui, 2010; Wadetwar et al., 2013; van Dissel
et van Wezel, 2017).

3. Inoculum

Certains chercheurs ont signalé I’importance quantitative et 1’dge de 1’inoculum.
Cependant, la qualité de ce dernier, définie par des propriétés physiologiques et biochimiques,
reste rarement évoquée (Brown et Zainudeen, 1978). Smith et Calam (1980), étudiant la
production de la pénicilline et la griséofulvine, ont montré que les pelotes de mycélium denses
conduisaient a de plus faibles diffusions de substrats que les pelotes ouvertes. Novikova et
Makarevich (1984) ont montré une corrélation entre I’activité respiratoire de I’inoculum et la
production en tétracycline de Streptomyces aureofaciens. La potentialité optimale de

I’inoculum correspond ainsi a une activité respiratoire maximale.

4. Effet du temps d’incubation

L’évolution de la production des antibiotiques en fonction du temps d’incubation est un
facteur déterminant. Chez les Streptomyces, elle est variable d’une espéce a une autre, voire
méme d’une souche a une autre (Oskay, 2011; Prasad, 2015; Souagui et al., 2015). En effet,
pour la souche de Streptomyces TN58, la production des biomolécules commence apres 60 h

d’incubation pour atteindre un maximum apres 72 h. Elle reste stable jusqu’a 80 h puis elle

=
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décroit progressivement pour disparaitre a partir de 120 h (Mellouli et al., 2004). Cependant,
pour la souche Streptomyces rochei AK39, qui produit un métabolite antifongique, la
production commence aprés quatre jours d’incubation pour atteindre un maximum aprées huit

jours (Augustine et al., 2005).

.
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I. MICROORGANISMES

1. Souche Streptomyces sp. PAL 114

1.1. Origine

La souche Streptomyces sp. PAL114 provient du Laboratoire de Biologie des Systemes
Microbiens (LBSM) de Kouba, Alger. Elle a été isolée en 2010 par Aouiche a partir d’un
échantillon de sol prélevé au niveau de la commune d’Ahbes (Ghardaia) sur le milieu «
chitine-vitamines B-agar » (Hayakawa et Nonomura, 1987) additionné de pénicilline G (25
mg/L) et de cycloheximide (80 mg/L) (Aouiche, 2011).

1.2. Conservation

La souche PAL114 est ensemenceée a la surface du milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966)
coulé dans des tubes a vis. Ce milieu est choisi car il permet une bonne croissance et une
bonne sporulation. Aprés incubation & 30°C pendant 10 jours, les cultures mures de la souche

PAL114 sont conservées a 4°C dans une chambre froide.

Milieu ISP2 :
- Extrait de levure : 4 g. - Extraitde malt: 10g.  —Glucose: 4 g.
- Agar : 18 g. - Eau distillée : 1000 ml. —pH :7,2.

2. Microorganismes-cibles et profils de résistance aux antibiotiques

Plusieurs souches bactériennes ont été utilisées lors de [’évaluation des propriétés

antagonistes de Streptomyces sp. PAL114.
Bactéries a Gram positif :

Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9314, Staphylococcus aureus
MRSA 639c (souche résistante a la méthicilline), Staphylococcus aureus CHUL (souche
résistante a la pénicilline G), Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis E1,
Listeria monocytogenes ATCC 13932.

Bactéries a Gram négatif:

Escherichia coli E52 et Pseudomonas aeruginosa IPAL.




Chapitre 11 Matériel et méthodes

Tableau 4. Les profils de résistance aux antibiotiques de certains germes-cibles.

Microorganismes-cibles Profils de résistance aux antibiotiques
Bacillus subtilis ATCC 6633 NEO

Bactéries a Gram  Staphylococcus aureus AF, K, OXA, PEN, TE, MET
positif MRSA 639c

Listeria monocytogenes OXA, FOS, CAZ, CTX, CXC, FEP,

ATCC 13932 FOX, LIN, CLD, PRL, CIP
Escherichia coli E52 ATM, CAZ, CTX, FEP, GEN, PIP, TIC,
Bactéries a Gram 108
négatif Pseudomonas  aeruginosa AMX, CAR, ERY, GEN, NEO, SPI,
IPAL SSS, VAN

Note:AF: acide fusidique; AMX: amoxicilline; ATM: aztréoname; CAR: carbénicilline; CAZ:

ceftazidime; CIP: ciprofloxacine; CLD: clindamycine; CTX: céfotaxime; céfotaxime + acide clavulanique;

ERY: érythromycine A; FEP: céfépime; FOS: fosfomycine; FOX: céfoxitine; GEN: gentamicine; K:
kanamycine B; LIN: lincomycine; MET: méthicilline; NEO: néomycine; OXA: oxacilline; PEN: pénicilline G;

PRL.: pirlimycine; PIP: pipéracilline; SPI: spiramycine; SSS: sulfamide; TE: tétracycline; TIC: ticarcilline;:

tobramycine; VAN: vancomycine.

Il. ACTIVITE ANTAGONISTE DE STREPTOMYCES SP. PAL 114 SUR MILIEU
SOLIDE

La recherche du pouvoir antimicrobien de la souche PAL 114 a été effectuée sur milieu
solide contre divers germes-cibles : des bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Ces
microorganismes sont pathogeénes pour ’homme ou non pathogenes. Ils proviennent de la
collection du Laboratoire de Biologie des Systémes Microbiens (LBSM), de I’ American Type
Culture Collection (ATCC) ou d’autres collections.

1. Méthode des stries croisées sur milieu solide 1ISP2
L'activité antimicrobienne de la souche PAL 114 a été évaluée par la technique des stries
croisées sur le milieu ISP2 solide (Waksman, 1945 ; Williston et al., 1947).

.
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La souche est ensemencée en un seul trait & la surface du milieu et en bordure de la boite
de Pétri (Diametre = 9mm) (Figure 10). Aprés une incubation de 8 a 10 jours a 30°C, les
microorganismes cibles sont inoculés par stries perpendiculaires a ’actinobactérie. La lecture
des résultats est effectuée aprés 24 a 48 h d’incubation et consiste a mesurer la zone
d’inhibition entre le bord de I’actinobactérie et le germe cible, comme cela est illustré sur la

figure 10.

La souche PAL 114 Les germes cibles Distance d’inhibition

Incubation /‘7\ Incubation I
/ 30°¢.8210] 30°c. 24 4 48h \'

g L S

Pour une bonne croissance lecture

Figure 10. Schema représentatif de la méthode des stries croisées.

I1l. ETUDE DE LA PRODUCTION DE L'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE EN
MILIEU LIQUIDE

En vue de rechercher le meilleur milieu de production des antibiotiques par la souche PAL
114 ainsi que d’étudier I’influence de certaines sources de carbone et d’azote sur la
biosynthése des molécules actives sécrétées par cette souche, des cinétiques ont été réalisees

et suivies sur différents milieux de culture synthétiques liquides.

1. Solution minérale de base
La solution minérale de base utilisée est celle préconisée par Bouras (2005) pour la

production des dithiolopyrrolones par Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137.

Cette solution a été légerement modifiée en supprimant I’extrait de levure (la souche PAL
114 étant prototrophe) et le (NH4)2 SO4 et en réduisant la quantité de CaCO3 a 2 g (au lieu
de 5 g).

La solution minérale est composée comme suit :
-NaCl: 2g. - KH2PO4:0,59. -K2HPO4:1g -MgSO4,7H20:0,2g.

-CaC03:2g. - Eaudistillée : 1000 ml -pH: 7,0.




Chapitre 11 Matériel et méthodes

A cette solution minérale, diverses sources d’azote et de carbone sont ajoutées. La solution
minérale contenant une source de carbone et une source d’azote est dénommée « milieu MS »

= milieu synthétique.

2. Sources d’azote et de carbone utilisées
Le choix des sources d’azote et de carbone est basé sur les résultats de 1’étude

physiologique de la souche PAL 114 et d’autres souches de Streptomyces du LBSM.

2.1. Sources de carbone

Dans le but de déterminer une source de carbone permettant une meilleure production
d’antibiotiques, trois sources de carbone ont €té testées : 'amidon, le glucose et le maltose.

Ces glucides sont ajoutées chacune a raison de 1% (100 mM) (Bouras, 2005). Ces
composé€s ont €té choisis car ils sont capables d’étre assimilés par la souche PAL 114
(Aouiche, 2013), en plus d'étre des representants de mono (glucose), di (maltose) et

polysaccharides (amidon).

Lors de ces expériences, la source d’azote utilisée est la DL-Proline, qui est capable d’étre

dégrade par la souche PAL114 (Tata, 2019).

e La source de carbone permettant une production optimale sera ajoutée au milieu MS,

pour étudier I’influence de quelques sources d’azote sur la production des antibiotiques.

Ababutain et al. (2013) ont étudié I’influence des sources de carbone sur la biomasse et le
rendement en antibiotiques de la souche Streptomyces sp. MS-266 Dm4 contre Bacillus
cereus, en utilisant le glucose, le maltose, ’amidon naturel et I’amidon soluble. Les

concentrations ajoutées de chaque glucide sont montrées dans le tableau 5.

.
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Tableau 5. Les concentrations de différentes sources de carbone testées par Ababutain et
al. (2013).

Sources de carbone Concentrations (g/100ml)
Glucose 2.1
Maltose 2.0
Amidon naturel 2.3
Amidon soluble 2.3

2.2. Sources d’azote

Les sources d’azotes utilisées sont : la D-L proline, la L-leucine et le D L- tryptophane.
Ces acides aminés ont été additionnés au milieu MS a raison de 0,05% (poids/volume) par
Tata (2019).

Par ailleurs, Da Silva et al., (2012) ont également utilisés ces méme acides aminés a coté
d’autres molécules notamment : 1’alanine, arginine, asparagine, cystéine, glycine, guanidine,
glutamine, histidine, isoleucine, lysine, méthionine, phénylalanine, valine, tyrosine, acide
aspartique, sérine, thréonine, extrait de levure, extrait de malt, peptone, caséine et le sulfate
d’ammonium comme source d’azote additionnées au milieu MS a un intervalle de
concertation de 0.5 a 1.5 g/L. En vue d’étudier I’effet de variation des conditions de cultures
sur la production d’antibiotique chez trois souches de Streptomyces spp isolées a partir d’un

échantillon de sol prélevé dans la région de Manaus, Amazonas, Brésil.

Remarque :

La proline a été choisie car elle est connue pour favoriser la production d’antibiotiques.
Nous avons retenu la forme DL car elle a permis d’avoir de meilleurs résultats que la forme L
lors d’expériences préliminaires. Les autres acides aminés ont été choisis car ils sont capables
d’étre dégradés par la souche PAL114 (Aouiche, 2013).

3. Preé-cultures
Des pré-cultures ont été réalisées dans des tubes a vis contenant chacun 5 ml de milieu de

culture ISP2 ou MS. L'inoculation a été faite par des spores et des fragments mycéliens, raclés

S]
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avec une anse a ensemencer stérile, a partir de cultures poussant sur milieu ISP2 solide et
agées de 10 jours. Les tubes ont été incubés dans un shaker (30°C, 250 rpm) pendant 48 h

puis ont éte utilisee pour ’inoculation des milieux de production.

4. Cinétiques de production des antibiotiques en fonction des sources d’azote et de
carbone

Les cinétiques de production des antibiotiques par la souche PAL114 dans le milieu liquide
MS ont été réalisées en vue de montrer ’influence des sources d’azote et de carbone sur la
production aussi bien quantitative que qualitative des molécules bioactives, et de déterminer
le jour de production optimale.

Des fioles Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milieu liquide (pH 7,2) sont
ensemencees chacune avec la pré-culture (contenant 1 mg + 0,2 de I’actinobactérie). Les
cultures sont incubées a 30°C et agitées a 250 rpm dans un shaker. Des préelevements de 4 ml
sont effectués aseptiquement a des intervalles de temps de 24 h pendant 10 jours, pour étre
analysés. L’évolution de I’activité antibiotique, du pH et du poids sec du mycélium est notée

quotidiennement.

Chaque expérience est réalisée trois fois de maniere a effectuer une moyenne et minimiser
les erreurs. La figure 11 montre les étapes suivies lors des cinétiques de production des
antibiotiques. Des cultures de production sont également réalisées dans le milieu ISP2 liquide,

afin de pouvoir comparer les résultats avec ceux obtenus avec le milieu MS.

.
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Mesure de 'activité antimicrobienne
(moyenne)

Figure 11. Schéma du protocole réalise lors des cinétiques de production des antibiotiques

sur milieux MS et ISP2, et mesure du poids sec et du pH.

4.1. Suivi de I’évolution de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne est mesurée par la méthode de diffusion des puits (Parente et

al., 1995) contre Bacillus subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus aureus MRSA 639c

résistant a la methicilline. Les suspensions des germes-cibles sont calibrées par la méthode

photométrique dans les conditions inscrites dans le tableau 6.

Tableau 6. Calibrage des suspensions des germes-cibles (Eucast, 2013).

Suspension de germe-cible

Longueur Absorbance
d’onde (nm)

625 0,08-0,13

Etalon de lagamme MC  CFU/ml

Farland

0,5

e UFC = Unité Formant Colonies.

Le milieu de culture utilisé pour la réalisation des puits est I'ISP2, mais contenant 12 g

d’agar par litre uniquement (semi-solide), afin de permettre une bonne diffusion des

1-2x108

]
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antibiotiques. Le milieu préparé est prealablement ensemencé avec une souche-cible
(suspension calibrée) : 100 pl de la suspension pour 100 ml de milieu ISP2, et cela avant
d’étre coulé dans des boites de Pétri stériles. Aprés coulage et solidification du milieu a
température ambiante, des puits sont confectionnés a ’aide d’un emporte-piece de 10 mm de

diameétre.

Un échantillon de 2 ml de surnageant de culture est prélevé stérilement dans des tubes
Eppendorf stériles. Une aliquote de 100 ul est introduite dans chaque puits. Les boites sont
mises 2h a 4°C pour permettre la diffusion des substances actives tout en arrétant
momentanément la croissance des germes, puis incubées pendant 24 h a 30°C. La lecture des
résultats se fait par la mesure du diamétre de 1’auréole d’inhibition autour du puits (le

diamétre de 10 mm du puits étant compris dans la mesure).

4.2. Suivi de I’évolution de la biomasse

La croissance cellulaire en fonction du temps est estimée par la mesure du poids sec de la
biomasse contenue dans un volume de culture connu. Cette mesure est effectuée selon la
méthode de Pfefferle et al. (2000), avec cependant quelques modifications comme décrit par
Bouras et al. (2006). Pour chaque échantillon, 2 ml de culture sont prélevés toutes les 24 h et

mis dans un tube Eppendorf préalablement tarés pour la quantification de la biomasse.

Les tubes sont ensuite centrifugés a 12 000 xg pendant 10 min. Le culot est lavé deux fois
avec du HCI (0,35 N) et a I’eau distillée pour éliminer le CaCO3. Par la suite, les Eppendorfs
contenant les culots cellulaires sont placés dans une étuve a 105°C pendant 24h, puis pesés

(balance analytique KERN) apres refroidissement.

L’expérience est réalisée trois fois de manicre a effectuer une moyenne et minimiser les

erreurs. Les résultats sont exprimés en gramme de matiere seche par litre de milieu de culture.

4.3. Suivi de I’évolution du pH
Le surnageant obtenu lors de la centrifugation pour la mesure du poids sec est utilisé
immédiatement pour enregistrer les variations du pH au cours du temps d’incubation a 1’aide

d’un pH meétre HANNA instruments.

-
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5. Extraction des antibiotiques

5.1. Extraction a partir du filtrat de culture

Les cultures de la souche PAL114 sont centrifugées afin d’éliminer la masse mycélienne.
Le surnageant obtenu est extrait avec du dichlorométhane (solvant non miscible avec 1’eau)
dans une ampoule a décanter, a raison d’un volume de filtrat pour un volume de solvant
organique. Le dichlorométhane est le meilleur solvant d’extraction selon les travaux
d’Aouiche (2013). Les substances actives sont récupérées en grande majorité lors de la
premiére extraction de sorte qu’une réextraction du filtrat n’est pas nécessaire. La phase
organique est récupérée et filtrée sur papier filtre (Whatman n° 1) plissé contenant du sulfate
de sodium anhydre, pour éliminer les traces d’eau résiduelles contenant les contaminants
hydrophiles. Les extraits au dichlorométhane sont ensuite concentrés et évaporés sous vide a
40°C a I’aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est solubilisé dans du méthanol (1 ml

pour un volume initial de 100 ml de culture).

5.2. Extraction a partir du mycélium
L’extraction des antibiotiques a partir du mycélium est effectuée selon la méthode de
Mechlinski (1978). Apres centrifugation des cultures de la souche PAL114, le mycélium est

recueilli, lavé plusieurs fois a I’eau distillée, puis égoutté.

Un gramme de mycélium humide est extrait par 50 ml de méthanol, sous agitation durant
2h a température ambiante. Apres filtration, I’extrait méthanolique est concentré a sec, puis

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

6. Antibiographie

Les extraits obtenus a partir des filtrats de culture et du mycélium sont testés contre:
Bacillus subtilis (ATCC 6633) et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline MRSA
639c.

Des disques en papier de 6 mm de diamétre sont imbibés par 25 pl d’extrait organique,
puis séchés totalement a froid a I’aide d’un séchoir. Les disques sont ensuite stérilisés sous
UV (254 nm) durant 45 min sous hotte axénique avant d’€tre déposés stérilement a la surface
du milieu ISP2 (12 g/L d’agar), préalablement ensemencé par la bactérie-cible. Les boites
sont ensuite mises 2 h a 4°C pour permettre une bonne diffusion des produits actifs, puis

incubées a 30°C. La lecture des résultats est effectuée aprés 24 h et consiste a déterminer le

-
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diametre de Pauréole d’inhibition autour du disque (diameétre du disque compris).
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I. ACTIVITE ANTAGONISTE DE STREPTOMYCES SP. PAL 114 SUR MILIEU
SOLIDE

1. Résultats

L’activité antimicrobienne de la souche PAL114 a été évaluée par la méthode des stries
croisées sur le milieu de culture ISP2 contre divers bactéries a Gram positif et a Gram négatif
par Aouiche (2013) et Tata (2019), les résultats sont notés dans le tableau 7.

La souche PAL114 a montré un spectre d’action qui s’étend que sur les bactéries a Gram
positif. En effet, aucune activité n’a été décelée contre les deux bactéries a Gram négatif
testées. Cependant, toutes les bactéries a Gram positif testées se sont montrées sensibles a
I‘action de la souche PAL114, avec une meilleure activité contre Micrococcus luteus ATCC
9314, ou une zone d’inhibition de 15 mm a été notée, suivé par Bacillus subtilis ATCC 6633
avec une zones d’inhibition de 12 mm. Elle est modérée contre Staphylococcus aureus MRSA
639c, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et faible, tres faible ou nulle contre les autres

microorganismes.

Tableau 7. Activité antimicrobienne de la souche PAL114 sur milieu solide ISP2.

Distances d’inhibition (mm)

Microorganismes-cibles Tata (2019) Aouiche (2013)
Bactéries a Gram positif
Micrococcus luteus ATCC 9314 15 NE
Bacillus subtilis ATCC 6633 12 12
Staphylococcus aureus MRSA 639c 7 NE
Listeria monocytogenes ATCC 13932 4 NE
Staphylococcus aureus CHU1 3 NE
Enterococcus faecalis E1 2 NE
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6 NE
Bactéries a Gram négatif
Escherichia coli E52 0 0
Pseudomonas aeruginosa IPAL 0 0

Note : les activités de la souche PAL114 sur milieu solide ISP2 ont été notées aprés une
croissance de 7 a 10 jours. Seules les activités maximales sont indiquées dans le tableau.
NE: test non effectué.
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2. Discussion

Le pouvoir antagoniste exprimé par la souche PAL114 évalue sur milieu ISP2 solide par la
methode des stries croisées contre 7 bactéries a Gram positif et 2 bactéries a Gram négatif a
montré une conformité entre les résultats de Aouiche (2013) et Tata (2019).

Aouiche (2013) a par ailleurs confirmé la résistance des bactéries & Gram négatif a la
souche PAL114, en testant plusieurs especes telles que Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Enterobacter cloacae, Salmonella enterica et Pseudomonas aeruginosa.

La plus grande résistance des bactéries a Gram négatif par rapport aux bactéries a Gram
positif est un phénomeéne connu (Prescott et al., 2002). Les premiéres possedent une
enveloppe cellulaire sujette a de nombreux mécanismes de résistance vis-a-vis de plusieurs
antibiotiques (Gupta, 2011). Chez ce groupe de bactéries, I’enveloppe comprend la membrane
externe, le périplasme et la membrane cytoplasmique; la perméabilité des deux membranes
joue un réle majeur dans la sensibilité. Elle peut en effet moduler la diffusion de I’antibiotique
lors de son entrée, et réguler aussi son expulsion. Par ailleurs, cette résistance est de plus en
plus accrue par les génes mobiles sur les plasmides qui peuvent facilement se disperser au

sein des populations bactériennes (Carattoli, 2009).

Nous constatons a travers cette expérience que la souche PAL114 a bien conserveé son
activité antibiotique. De ce fait, les cinétiques de production en milieux liquides ont été donc
entreprises sur ISP2 (liquide) et sur les milieux synthétiques, de maniére a comparer ces

milieux, et de noter également quels sont les antibiotiques sécrétes.

Il. CINETIQUES DE PRODUCTION DES ANTIBIOTIQUES DE LA SOUCHE
PAL114 SUR MILIEUX LIQUIDES

Dans le but de choisir un milieu de culture permettant une production optimale des
composeés bioactifs et éventuellement de mettre en évidence de nouveaux antibiotiques chez la
souche PAL114, trois groupes de cinétiques de production ont été réalisées en milieux de
culture agités (Tata, 2015).

La premiére cinétique a été réalisée sur milieu de culture complexe (ISP2) habituellement

utilisé par les chercheurs de notre laboratoire comme milieu de production.

Dans le deuxieme groupe de cinétiques, 1’effet de trois sources de carbone (Amidon,

glucose et le maltose) a été étudié sur un milieu synthétique (MS).

e
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Le troisiéme groupe de cinétiques a été effectué sur le méme milieu de culture (MS) ou

trois sources d’azote (D-L proline, D-L tryptophane et L-Leucine) sont testées.

Il est & signaler que les trois groupes de cinétiques sont réalisées dans les mémes
conditions, a savoir la taille et I’Age de I’inoculum, les conditions de culture (température, pH,
volume du milieu et agitation) et les analyses. La comparaison entre les résultats obtenus par
les trois groupes de cinétiques nous permettra de retenir un milieu de production pour la
souche PAL114.

Aouiche (2013) a effectué des cinétiques de croissance, de pH et de production des

antibiotiques de la souche PAL114 seulement en milieu liquide ISP2.

1. Cinetiques de production des antibiotiques de la souche PAL114 en milieu liquide
ISP2

La croissance, le pH et I’activité antimicrobienne ont été évalués quotidiennement pendant
10 jours. La production d’antibiotiques est évaluée par la méthode de diffusion des puits
contre des souches-cibles qui sont Staphylococcus aureus résistant a la methicilline MRSA
639c(Sa) et Bacillus subtilis ATCC 6633 (Bs) par Tata (2015) et Aspergillus carbonarius
(M333), Candida albicans (M3) et Bacillus subtilis ATCC 6633 (Aouiche, 2013).

Les cinétiques de croissance, de pH et de production des antibiotiques de la souche
PAL114 en milieu liquide 1SP2 sont illustrées par les Figure 12 et 13 (Tata ,2015) et 14
(Aouiche, 2013).

1.1. Résultats

La croissance de la souche PAL114 de Streptomyces en milieu ISP2 liquide en condition
agitée débute par une phase exponentielle avec absence de la phase de latence. Aprés la phase
exponentielle, une phase stationnaire est observée, suivie, aprés le 9™ jour, d’une phase de
déclin (figure 12).

En début de fermentation, le pH augmente légérement entre J1 et J2, une diminution
progressive s’ensuit jusqu’au 8™ jour, pour enfin, augmenter de nouveau (J8-J10).

L’activité antibactérienne débute dés le 1* jour de fermentation pour Bacillus subtilis ainsi
que pour Staphylococcus aureus. Elle atteint son maximum le 2¢™ jour de culture (figure 13),
c¢’est-a-dire, durant la phase exponentielle. Une Iégere production (plus faible) est notée aussi

le 6°™ jour contre Staphylococcus aureus.

-
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Figure 12. Cinétiques de production des antibiotiques de la souche PAL114 et évolution du
pH et de la biomasse en milieu liquide ISP2 (Tata, 2015).

Note: Bs:Bacillus subtilis ATCC 6633; Sa: Staphylococcus aureus MRSA 639c.

e Tous les essais ont été effectués en trois fois et chaque valeur représente la moyenne
de trois essais.
e Les barres verticales représentant les écarts-types calculés a partir de trois répétitions.

Figure 13. Activité de la souche PAL114 contre B. subtilis ATCC 6633 (Bs a gauche) et S.
aureus 639c (Sa a droite) par la méthode de diffusion des puits (Tata, 2015).
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Par ailleurs, les resultats obtenus par Aouiche (2013) ont montré que la croissance débute
par une phase d’accélération (JO a J1) puis une phase exponentielle de 48 h (J1 & J3) suivie
d’une phase de déclin jusqu’au 10°™ jour (avec une stabilisation entre J5 et J7), s’ensuit une

croissance additive (ou croissance cryptique) notée entre le 10°™ et le 13°™ jour.

Le pH augmente Iégérement (de 7,2 & 7,5) entre JO et J1 puis diminue (de 7,5 a 6,2) entre

J1 et J2 pour augmenter de nouveau de maniére progressive jusqu’au 14°™ jour (pH = 8,5).

L’activité maximale de la souche PAL 114 est notée durant la fin de la phase exponentielle
et surtout durant la phase de déclin, entre le 3°™ et le 5°™ jour pour Bacillus subtilis et
Candida albicans, et le 6™ jour pour Aspergillus carbonarius. Cependant, pour ce dernier,

une autre activité, encore plus importante, est observée a la fin de la croissance cryptique.

pHl
(T« Y I - I

Poids sec (g/L)

o 1 2 3 a4 5 (-] T -3 a 10 11 1z 13 12

Temps (jouwrs)

10 1
10 11 12 13 14

Temps (jours)

Activité anti microbienne (mm)

Figure 14. Cinétiques de I’évolution de la croissance, du pH et des activités
antimicrobiennes de la souche PAL114 dans le milieu liquide ISP2, contre Candida albicans

M3 (cercle rempli), Aspergillus carbonarius M333 (carré vide) et Bacillus subtilis ATCC
6633 (croix) (Aouiche, 2013).

e Le diameétre du puits (10 mm) est compris dans la mesure de I’activité antibactérienne.
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1.2. Discussion

La courbe de croissance de la souche PAL114 de Streptomyces en milieu ISP2 liquide
montre une absence de la phase de latence, cette derniére peut étre expliquée par le fait que
les conditions des pré-cultures sont similaires a ceux des cultures (méme milieu, culture jeune

déja en phase exponentielle).

Cependant, les résultats obtenus par Aouiche, 2013 ont montré la présence d’une
croissance cryptique qui peut étre expliquée par le fait que les cellules encore vivantes
utilisent les débris des cellules mortes durant la phase de déclin comme substrat. Cette
croissance additive a aussi été observé chez plusieurs souches de Streptomyces (Driche, 2010;
Toumatia, 2010).

Le pH présente une variation au cours de la fermentation. La degradation par désamination
des acides aminés présents dans DI’extrait de levure de I'ISP2 induit a la libération de
I’ammonium. L’accumulation de ce dernier provoque I’augmentation du pH du milieu,
comme 1’a souligné Strub (2008) pour Saccharothrix algeriensis. La diminution de pH peut
étre expliquée par la dégradation des glucides présents dans le milieu de culture. Ceci a déja
été signalé chez des actinobactéries notamment chez les Saccharothrix comme Saccharothrix
tamanrassetensis SA198 (Boubetra, 2013) et Saccharothrix sp. PAL54 (Aouiche et al., 2012).

Les résultats montrent que I’activité antimicrobienne maximale est notée durant la fin de la
phase exponentielle et surtout durant la phase de déclin (Aouiche, 2013). Par ailleurs, Tata,
2015 a rapporté que ’activité antibactérienne débute dés le 1* jour de la fermentation et le

maxima d’activité est obtenu durant la phase exponentielle.

Généralement, les microorganismes produisent les métabolites secondaires durant les
phases de ralentissement et stationnaire, mais dans le cas des actinobacteéries, cette production

peut avoir lieu en phase exponentielle, stationnaire ou de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006).

Il est a signaler que le passage en milieu liquide 1SP2 a donné des résultats différents. La
souche PAL114 a montré une forte activité contre B. subtilis ATCC 6633 et encore plus forte
contre S. aureus MRSA 639c (et méme plus forte que celle contre B. subtilis) contrairement a
ce qui a été montré sur milieu solide (Tata, 2015). Aouiche (2013) a détecté également en
milieu liquide une forte activité contre B. subtilis ATCC 6633, mais aussi une activité

modérée contre A. carbonarius M333 et C. albicans M3.

.



Chapitre 111 Résultats et discussion

2. Cinétiques de production des antibiotiques de la souche PAL114 sur milieu MS-

DL-proline additionné de différentes sources de carbone

En utilisant comme milieu de base le milieu MS avec la D-L proline comme source
d’azote (MS-D-L proline) pour la pré-culture et la culture, trois sources de carbone ont eté
testées : glucose, maltose et amidon (Tata, 2015).

L’effet de I’approvisionnement de certains besoins nutritionnels sur le poids sec et la
productivité de I’agent antimicrobien a été également étudié par Ababutain et al., (2013) chez

Streptomyces sp MS-266 Dm4.

2.1. Résultats
Les résultats de la production des antibiotiques de la souche PAL114 sur le milieu MS-DL-

proline en additionnant des différentes sources de carbone sont illustrés dans la figure 15.

2.1.1. Milieu MS + glucose
En présence de glucose, la croissance de la souche débute par une phase exponentielle qui
s’étend jusqu’au 5°™ jour puis une courte phase stationnaire de 24h, suivie d’une phase de

déclin.

On note une diminution du pH entre J1 et J3, puis une augmentation entre J3 et J4 suivie

d’une diminution progressive jusqu’a J10 (pH= 7).

L’activité antibactérienne de la souche PAL114 débute dés le J1 et atteint son maximum le
2°M jour (phase exponentielle) : 24 mm contre Bacillus subtilis (Bs) et 30 mm contre
Staphylococcus aureus (Sa). Le 5™ jour un léger regain d’activité est observé, notamment

contre Bacillus subtilis (BSs).

2.1.2. Milieu MS + maltose
La courbe de croissance sur le milieu MS additionné de maltose commence par une phase

exponentielle de 48h (J1-J3), suivie d’une phase de déclin jusqu’a J6 puis une reprise de

croissance (croissance cryptique) et une 2°™ phase de déclin dés le J7.

Cependant, le milieu devient alcalin les premiers temps puis acide jusqu’a J3. Ensuite, le
pH augmente légérement puis diminue progressivement a nouveau (J4-J8), une légére ré-

augmentation du pH est suivie d’une diminution (J10).

.
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Les maxima d’activité sont obtenus entre le 1% et le 2™ jour, mais ces activités sont
relativement faibles: 18 mm contre Bacillus subtilis (Bs) et 20 mm contre Staphylococcus

aureus (Sa).

2.1.3. Milieu MS + amidon
En présence de I’amidon, la croissance débute par une phase exponentielle d’une durée de
3 jours, suivie d’une courte phase de ralentissement puis d’une phase stationnaire. Par la suite,

une phase de déclin est observée jusqu’au 10°™ jour.

En début de fermentation, le pH est relativement stable (J1-J3) puis diminue (J3-J5), une
lente augmentation s’ensuit, suivie d’une diminution de nouveau pour que le pH revient a sa

valeur initiale.

Les résultats montrent que I’amidon a permis d’obtenir plusieurs activités maximales (4°™
jour et entre 6°™ et 8°™ jour), la meilleure activité est obtenue le 4°™ jour (phase
stationnaire) : 25 mm contre Bacillus subtilis (Bs) et 36 mm contre Staphylococcus aureus

(Sa).

.
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Figure 15. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes et évolution du pH et

de la biomasse, en milieu liquide MS-DL-proline additionné de différentes sources de

carbone (Tata, 2015).
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Le tableau 8 montre I’effet de I’ajout de différentes sources de carbone sur le poids sec et
I’activité antimicrobienne de Streptomyces sp. MS-266 Dm4 contre B. cereus. Parmi les
différentes sources de carbone utilisées, un bon rendement en antibiotique a été obtenu avec
I’amidon soluble et le glucose (25mm). En outre, les résultats montrent que cette souche ne
peut pas utiliser le maltose pour la production d’antibiotiques. Tandis que, I’amidon naturel
empéche ’activité antimicrobienne et la croissance. Le poids sec le plus éleve est enregistré
avec I’addition d’amidon soluble (1.1 g/100ml) suivie par le maltose (0.4 g/100ml) puis le
glucose (0.2 g/100ml).

Tableau 8. L’effet des différentes sources de carbone sur le poids sec et la productivité de
I’agent antimicrobien par Streptomyces sp. MS-266 Dm4 contre B. cereus (Ababutain et al.,
2013).

_ Diamétre de zone
Sources de carbone Biomasse (g/100 ml)
d’inhibition (mm)
Glucose 0.2 25
Maltose 0.4 0.0
Amidon naturel 0.0 0.0
Amidon soluble 1.1 25

2.2. Discussion
La capacité de Streptomyces sp. PAL114 a produire des molécules bioactives est fortement

lié a la composition du milieu de culture notamment les sources de carbone.

L’évaluation des activités contre Bacillus subtilis (Bs) et Staphylococcus aureus (Sa) (au
jour de production optimale) issues du milieu MS-DL proline additionné de différentes
sources de carbone a montré que I’amidon (polysaccharide) et le glucose (monosaccharide)
ont permis a la fois une bonne croissance et une meilleure activité antibactérienne de la
souche PAL114, sauf que le jour de production optimale difféere (2°™ jour en présence de

glucose et 4°™ jour dans le cas de I’amidon). L activité est moindre en présence de maltose.

Les travaux de Lebrihi et al., (1988) et Lounes et al., (1996) rapportent que les sources de
carbone lentement assimilées comme les polysaccharides (tel que I’amidon) permettent
d’avoir un apport de carbone de facon lente, mais continue, et donc, de meilleurs rendements

de production d’antibiotiques.
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En revanche, plusieurs autres recherches ont prouvé I’efficacité du glucose comme étant la
source de carbone permettant une bonne production d’antibiotiques chez les Streptomyces tel
que Streptomyces rimosus (Singh et Rai, 2012) ainsi que chez les Saccharothrix tel que
Saccharothrix tamanrassetensis SA198 (Laassami, 2015). Par ailleurs, Zitouni (2005) a
montré un effet répressif de ce sucre sur la production d’antibiotiques nucléosidiques par

Saccharothrix sp. SA103.

Dans le cas de cette étude, le glucose s’est avéré étre a priori plus intéressant que 1I’amidon,
vu le maximum d’activité (qui est le méme pour les deux) obtenu de maniere plus précoce.
Cependant, sachant que la souche PAL114 sécréte plusieurs antibiotiques, il se pourrait que le
glucose favorise uniquement la production de I’antibiotique sécrété le 2°™ jour et que

1’amidon favoriserait non seulement celui sécrété le 2™ jour, mais aussi le 4°™ jour.

Le résultat avec I’amidon comme meilleure source de carbone corréle avec celui obtenu
par Elattal et al. (2011) lors de la production des antifongiques par une souche de
Streptomyces noursei, ainsi que les travaux de Rafieenia (2013) qui rapportent que les
composés tels que I’amidon, la dextrine et le glycérol sont généralement les meilleures

sources de carbone pour la production d’antibiotiques par les espéces de Streptomyces.

Ababutain et al. (2013) a leur tour, rapportent que la croissance maximale et la meilleure
production d’antibiotiques ont été obtenues dans des cultures additionnées d’amidon soluble
comme source de carbone. De nombreux chercheurs ont constat¢ que I’amidon est la
meilleure source de carbone pour la productivité la plus élevée de la substance active comme

c’est le cas chez Streptomyces aburaviensis IDA-28 (Raytapadar et Paul., 2001).

Cependant, les cultures contenant du maltose ou de ’amidon naturel n’ont produit aucune
quantité détectable d’antibiotique. Ceci a été également démontré par EL-Naggar (1991) lors

de I’étude de la production d’antimicrobiens par Streptomyces nasri.

De ce fait, I'utilisation des glucides comme source de carbone révele une relation étroite
entre le métabolisme glucidique et la production d’antibiotique par les microorganismes

notamment les Streptomyces.

.
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3. Cinétiques de production des antibiotiques de la souche PAL114 sur milieu MS-

Amidon additionné de différentes sources d’azotes

3.1. Résultats

Les résultats de cette étude sont illustrés par la figure 16.

3.1.1. Milieu MS + DL-Proline

En présence de la DL-proline, la croissance évolue rapidement. La courbe de croissance est
divisée en trois phases; une phase exponentielle d’une durée de 4 jours et une phase

stationnaire suivie par une phase de déclin tres lente.

Le pH initial qui était a 7,5 reste stable jusqu’au 3éme jour. Il tend ensuite & diminuer
durant la phase stationnaire, puis augmente lentement et devient alcalin, avec un maximum le

10°™ jour de fermentation.

La DL-proline a permis d’avoir un maximum d’inhibition de 32 mm contre Bacillus
subtilis et de 42 mm contre Staphylococcus aureus. C’est la meilleure activité enregistrée lors
de cette étude. Cette activité apparait le 2°™ jour et atteint son maximum le 4™ jour. Elle

diminue puis a tendance a se stabiliser.

3.1.2. Milieu MS + L-leucine

Dans le milieu MS-amidon additionné de L-leucine, la croissance commence par une phase
exponentielle jusqu’au 4°™ jour (avec un léger ralentissement entre J2 et J3), suivie d’une
phase stationnaire, puis une phase de croissance additive ou cryptique. Le pH reste plus ou

moins stable, mais avec une légere acidification a la fin de la fermentation.

Une activité antibactérienne est observée dés le 2¢™ jour. Elle augmente pour atteindre son
maximum le 4°™ jour. Nous notons un diamétre d’inhibition maximal de 20 mm contre
Bacillus subtilis et 30 mm contre Staphylococcus aureus. Cette activité maximale est observée

le 4°™ jour. A chaque fois, la production est associée a la croissance.

3.1.3. Milieu MS + DL-Tryptophane

Dans le milieu MS-amidon additionné de DL-tryptophane, la courbe de croissance débute
par une phase exponentielle qui dure 4 jours, suivie par un léger ralentissement. Par la suite,

une phase stationnaire est observée entre J4 et J5. La phase de déclin commence au-dela du

.
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5°M¢ jour. La biomasse produite au niveau de ce milieu est nettement meilleure, car le poids

sec a atteint une valeur de 15 g/L au 4°™ et 5°™ jours.

Le pH devient basique progressivement pour atteindre 8,8 le 6°™ jour, ensuite il diminue.

Aucune activité antimicrobienne (contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) n’a été

obtenue au niveau de ce milieu.
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Figure 16. Cinétiques de production des antibiotiques antibactériens et évolution du pH et de

la biomasse de la souche PAL114 cultivée dans le milieu MS-amidon additionné de

différentes sources d’azote

(Tata, 2015).
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L’étude de I’effet des acides aminés, notamment la proline, le tryptophane et la leucine par
Da Silva et al. (2012) sur la production des antibiotiques par trois souches de Streptomyces
spp isolées du sol amazonien a montré que la phénylalanine, le sulphate dammonium,
I’asparagine et la peptone sont les meilleures sources d’azote pour la production des

antibiotiques.

3.2. Discussion

Les résultats des cinétiques en fonction des différentes sources d’azote révelent que la
quantité¢ de la biomasse et la production d’antibiotiques sont influencées par la nature de la
source d’azote ajoutée au milieu de culture. Il est rapporté dans la littérature que les sources
d’azote peuvent étre partagées parmi celles qui stimulent, inhibent ou restent neutres envers la

production des métabolites secondaires (Untrau et al., 1994).

La croissance de la souche PAL114 dans le milieu MS-amidon additionné de différentes
sources d’azote débute par une phase exponentielle. L’absence d’une phase de latence,
connue pour étre due au temps d’adaptation des microorganismes aux nouvelles conditions de
culture, ainsi qu’a 1’age de I’inoculum, peut étre expliquée par le fait que nos pre-cultures
soient menées dans les mémes conditions que les cultures et qu’elles soient prises en phase

exponentielle de croissance.

L’évolution du pH au cours de I’incubation présente une variation assez légere (une
acidification, puis une basification). L’acidification serait due a la dégradation des glucides
présents dans les milieux (source de carbone). La dégradation des sources azotées organiques,
induit la basification du milieu apres libération et accumulation de I’ammoniac, et ce, suite a

une désamination des sources d’azote.

De telles constatations ont été énoncées par Strub (2008) pour expliquer I’augmentation du
pH par I’apparition des ions ammonium dans la culture de Saccharothrix algeriensis lors de la

croissance et de la synthese des antibiotiques.

De nombreuses études ont été réalisées dans ce contexte sur I’effet des sources d’azote sur
la production d’antibiotiques. Par exemple, la L-proline s’est révélée étre la meilleure source
d’azote pour la production de chloramphénicol par Streptomyces venezuelae (Shapiro et
Vining, 1985). Ceci a également été constaté chez Streptomyces griseus pour la production de

la streptomycine (Dulaney, 1948).

&
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Pour le milieu MS-amidon contenant la L-leucine, nous avons observé aprés la phase de
déclin une croissance additive (assez faible), appelée communément croissance cryptique,
laquelle a déja été signalée chez plusieurs microorganismes, notamment chez les
entérobactéries (Prescott et al., 2002). Cette croissance cryptique peut étre expliquée par le
fait que les cellules encore vivantes utilisent comme substrat les débris des cellules mortes qui
se sont lysées durant la phase de déclin. Ce phénomene a aussi été observé chez plusieurs
souches de Streptomyces (Driche, 2010; Toumatia, 2010; Aouiche, 2013).

D’autre part, le DL-tryptophane, stimule la croissance et entraine une augmentation
significative de la biomasse arrivant a un poids sec de 15 g/L (meilleur poids sec obtenu lors

de cette étude).

Nous avons constaté que 1’activité antibactérienne en présence de la DL-proline est
nettement meilleure que celle observée par la L-leucine. En revanche, aucune activité

antimicrobienne n’est obtenue avec le L-tryptophane.

Par ailleurs, les résultats obtenus par Da Silva et al. (2012) montrent que chaque souche de
Streptomyces a son propre comportement, ce qui exige des conditions spécifiques a chacune
d’elles pour la production des métabolites secondaires. La D-L proline n’est pas forcément la
meilleur source d’azote pour toutes les souches, ni le D-L tryptophane qui n’a aucun effet sur

la production des antibiotiques. En effet, chaque actinobacteria a son propre metabolisme.

I1l. ACTIVITES DES EXTRAITS DES SURNAGEANTS DE CULTURE ET DE LA
BIOMASSE MYCELIENNE

L’extraction des antibiotiques sécrétés par Streptomyces sp. PAL114 est realisée selon le

protocole annonceé dans la partie « Matériel et méthodes », au jour optimal de la production.

1. Résultats

Le tableau 9 résume I’ensemble des résultats obtenus par Aouiche (2013). Les extraits
organiques et agqueux sont concentrés a sec, puis récupérés dans 0,5 ml de méthanol pour
tester leur activité par la méthode des disques de papier (25 ul par disque) contre Klebsiella
pneumoniae (E40), Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans M3 et Aspergillus
carbonarius (M333) (Aouiche,2013).

Ces résultats montrent que le meilleur solvant d’extraction de I’activité antibiotique est le

dichlorométhane avec un diamétre d’inhibition de 32 mm contre Candida albicans, 23 mm

.
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contre Bacillus subtilis ATCC 6633 et 12 mm contre Aspergillus carbonarius. Les autres
solvants (notamment le n-butanol) extraient plus d’impuretés et moins d’activité.

L’activité de DI’extrait mycélien a aussi été testée aprés macération agitée de 1 g de
biomasse dans 40 ml de méthanol pendant 2 h. Aprés filtration, I’extrait méthanolique est
concentré a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif puis récupéré dans 0,5 ml de méthanol pour
étre testé par la méthode d’antibiographie (25 pl par disque de papier) contre les quatre
microorganismes-cibles. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait mycélien de la souche
PAL114 présente une faible activité (11 mm) dirigée uniquement contre Candida albicans
M3.

Tableau 9. Activités antimicrobiennes des extraits organiques du filtrat de culture de la
souche PAL114. (Aouiche, 2013).

Diamétre d’inhibition des microorganismes-
cibles (en mm)
Souche Solvant Bacillus | Klebsiella Candida | Aspergillus
d’actinomyceéte | d’extraction subtilis pneumoniae | albicans | carbonarius
ATCC (E40) (M3) M333
6633
Acétate d’éthyle 22 0 30 0
PAL 114
n-butanol 19 0 30 0
Dichlorométhane 23 0 32 12
n-hexane 10 0 27 0

e Les tests ont eté effectués par antibiographie. Le diametre des disques de papier (6
mm) est compris dans la mesure des activités. 0 = pas d’activité autour du disque.

Le tableau 10 regroupe I’ensemble des résultats obtenus par Tata (2019). Les extraits du
surnageant de culture (au dichlorométhane) et de la biomasse mycélienne (au méthanol) ont
été testés contre Staphylococcus aureus MRSA 639c (50ul par disque) et Bacillus subtilis
ATCC 6633 (20 pl par disque) par antibiographie.

-
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1.1. Activités sur milieu ISP2 liquide

De bonnes activités antibactériennes se sont montrées dans la phase organique de 1’extrait
au dichlorométhane de la souche PAL114 poussant sur milieu ISP2 et testé par
antibiographie, contre S. aureus (25 mm) et B. subtilis (16 mm).

On note également des activités antibiotiques contre les mémes germes-cibles, dans
I’extrait mycélien, avec des diameétres d’inhibition de 17 mm contre S. aureus et 11 mm avec

Bacillus subtilis.

1.2. Activités sur milieu MS + DL-proline additionné de différentes sources de

carbone

Les activités des surnageants de culture obtenues au jour optimale, aprés extraction au
dichloromeéthane ainsi que celles des extraits méthanoliques du mycélium provenant des
milieux MS + DL-proline additionné de différentes sources de carbone ont également été
testées pour leurs antagonismes par la méthode des disques de papier (antibiographie), contre
S. aureus MRSA 639c et B. subtilis ATCC 6633.

Pour Pactivité antibactérienne, I’extrait au dichlorométhane du surnageant de culture issu
du milieu MS additionné d’amidon s’est avéré le meilleur (30 mm contre S. aureus et 21 mm
contre B. subtilis), suivie de celui issu du milieu additionné de glucose et enfin de maltose.

Cependant, les résultats montrent que les extraits méthanoliques de la biomasse

mycélienne ne présentent aucune activité contre les germes-cibles testés.

1.3. Activités sur milieu MS + Amidon additionné de différentes sources d’azote

L’extraction des molécules bioactives produites par la souche PAL114 poussant sur milieu
synthétique MS + amidon additionné de différentes sources d’azote a été effectuce a partir du
surnageant de culture (en utilisant le dichlorométhane) et de la biomasse (en utilisant le
méthanol), et ce, au jour de production optimale.

Les extraits des surnageant de culture et de la biomasse mycélienne ont été testés par
antibiographie contre les germes-cibles.

Les résultats obtenus ont montré que I’activit¢ de I’extrait au dichlorométhane du
surnageant de culture du milieu MS additionné de DL-proline est la meilleure (32 mm contre
S. aureus et 23 mm contre B. subtilis), suivie de celle du milieu additionné de L-leucine.
Cependant, I’extrait obtenu du surnageant de culture issu du milieu additionné de L-

tryptophane et les extraits méthanoliques de la biomasse mycélienne issus des milieux

-
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additionnés de DL-proline et L-leucine ont montré une absence totale d’activité

antibactérienne.

Tableau 10. Activités antibactériennes des extraits organiques du surnageant de culture et
de la biomasse de la souche PAL114 ayant poussé sur différents milieux de culture (Tata,
2019).

Activité en (mm) Couleur  des
extraits  (sechés
aureus MRSA 639c | ATCC 6633 dans 1 ml de
meéthanol)
Surnageant de culture aprés extraction au dichlorométhane
ISP2 25 16 Jaune vif
MS — glucose 25 13 Jaune vif
MS — maltose 12 8 Jaune clair
MS — amidon 30 21 Jaune vif
MS - DL-proline 32 23 Jaune vif
MS - L-leucine 19 10 Jaune vif
MS- L-tryptophane - - Non coloré
Biomasse mycélienne apres extraction au méthanol
ISP2 17 11 Jaune vif
MS- L-tryptophane 22 13 Bleu foncé
MS+ autres sources ,
, - - Non coloré
d’azote
MS+ autres sources ,
- - Non coloré
de carbone
e Le diametre des disques (6 mm) est compris dans la mesure des activités. - = pas

d’activité autour du disque.

2. Discussion

L’extraction des molécules bioactives a été effectuée avec le dichlorométhane qui s’est
avéré étre le meilleur solvant d’extraction des antibiotiques sécrétés par la souche PAL114,
selon Aouiche (2011, 2013). Ces extraits ont été testés par antibiographie contre
Staphylococcus aureus MRSA 639c et Bacillus subtilis ATCC 6633. Ces derniers montrent

une bonne activité antibiotique contre les germes-cibles.
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Les différents extraits du surnageant provenant du milieu ISP2 et des milieux synthétiques
additionnés des différentes sources de carbone ou d’azote étaient colorés en jaune et actifs
contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, a I’exception du surnageant de culture issu
du milieu MS-amidon + L-tryptophane qui était non coloré, et n’a montré aucune activité
antimicrobienne, ce qui révéle une relation entre la couleur des extraits au dichlorométhane
(couleur jaune) et la sécrétion des produits bioactifs. Ces résultats corrélent avec ceux obtenus
par Aouiche, 2013 par le fait que les antibiotiques sécrétés par cette souche sont de couleur
jaune (saquayamycines A et C, chaetdoglobosine A et vinéomycine Al).

En effet, uniquement les extraits méthanoliques mycéliens issus du milieu 1SP2 qui ont
montré des activités antimicrobiennes contre les microorganismes testés ainsi que ceux issus
du milieu MS-amidon + L-tryptophane, ou nous avons remarqué que la biomasse mycélienne
(initialement jaunatre) est devenue bleu foncé. 1l se pourrait que cette forte activité soit liée a
cette couleur bleu foncé nouvellement apparue.

Par ailleurs, Aouiche (2013) a montré que I’extrait mycélien de la souche PAL114 présente
une faible activité, dirigee uniquement contre Candida albicans M3.

De ce fait, Les antibiotiques produits par la souche PAL114 ne sont pas totalement secrétés
dans le milieu de culture, en effet, une partie active contre S. aureus MRSA 639c, B. subtilis
ATCC 6633 et Candida albicans M3reste a I’intérieur du mycélium.

D’une mani¢re générale, les antibiotiques externes sont les mémes que ceux qui sont
internes (Zitouni, 2005; Badji, 2006; Lamari, 2006; Boudjella, 2007), mais dans certains cas,

assez rares, ils peuvent étre différents (Hacéne et al., 1994).
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Conclusion




L’utilisation massive et répétée d’antibiotiques, tant chez I’homme que chez ’animal, a
profondément modifié I’écologie bactérienne. En exercant une pression de sélection sur les
bactéries, la surconsommation d’antibiotiques a favorisé le développent de souches résistantes
aux antibiotiques. Pour cela, plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre afin de mettre sur le
marché de nouveaux antibiotiques (Goldman et al., 1996; Jiang et al., 2002). L’une d’elle vise
a la recherche de souches appartenant a des genres d’actinomyceétes notamment le genre

Streptomyces.

Dans cette optique, la production d’antibiotiques par la souche PAL114 de Streptomyces sp
a été étudiée, en s’intéressant a ’influence des sources de carbone et d’azote sur la production

des molécules antibactériennes.

La souche Streptomyces sp. PAL114 (proche de I’espéce Streptomyces griseoflavus) est
une nouvelle souche de Actinobacteria qui a été isolée par Aouiche (2011) et a été etudiée
dans des travaux anterieurs par Aouiche (2013) et Tata (2019) ou ils ont réussis a découvrir de
nouvelles molécules, parmi lesquelles on note la mzabimycine A et mzabimycine B qui se

sont avérées étre actives uniquement contre les bactéries a Gram positif.

Le présent travail a permis d'aboutir dans un premier temps a montrer la bonne activité
antibactérienne de la souche PAL 114 par la méthode des stries croisées. Des cinétiques de
production ont été alors réalisées afin de rechercher un milieu de culture favorable a la

production d’antibiotiques.

Les cinétiques de production ont d’abord été effectuées dans le milieu complexe ISP2,
préconisé dans la littérature pour la production des antibiotiques par les actinobactéries. Une
forte activité antibactérienne est observée sur ce milieu. D'autre part, nous avons montré
I’effet de trois sources de carbone sur la production des antibiotiques dans le milieu MS
additionné de DL-proline. La meilleure source de carbone s’est avérée étre I’amidon, suivi du

glucose puis le maltose. Par la suite, le milieu MS + amidon est utilisé afin de tester trois
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sources d’azote. La DL-proline a permis d’obtenir une meilleure activité par rapport a 'SP 2

et aussi par rapport a la L-leucine et le L-tryptophane.

Le milieu synthétique additionné d’amidon et la D-L proline s’est avéré étre le milieu

favorable a la production des antibiotiques par la souche PAL114 de Streptomyces.

Dans la méme optique, Ababutain et al., (2013) ont également étudié I’influence de
glucose, maltose, amidon naturel et amidon soluble sur la biomasse et le rendement en
antibiotiques de la souche Streptomyces sp. MS-266 Dm4 contre Bacillus cereus. La
croissance maximale et la production d’antibiotiques ont été obtenues dans des cultures

additionnées d’amidon soluble comme source de carbone.

Par ailleurs, Da Silva et al., (2012), ont également utilisé la DL-proline, la L-leucine et le
L-tryptophane comme sources d’azote a coté d’autres acides aminés, en vue d’étudier I’effet
de certaines sources d’azote sur la production d’antibiotique chez trois souches de
Streptomyces spp isolées a partir d’un échantillon de sol prélevé dans la région de Manaus,
Amazonas, Breésil. Les meilleures sources d'azote sont averées étre la phénylalanine, le sulfate

d’ammonium, I’asparagine et la peptone.

Par la suite, une extraction de molécules bioactives produites par la souche PAL114
poussant sur les différents milieux (ISP2 et MS) a été effectuée, au jour optimal de la
production, a partir du surnageant de culture (en utilisant le dichlorométhane) et de la
biomasse (en utilisant le méthanol). Ces extraits ont été testés par antibiographie contre
Staphylococcus aureus MRSA 639c et Bacillus subtilis ATCC 6633. Ces derniers ont montré
une bonne activité. De ce fait, les antibiotiques produits par la souche PAL114 ne sont pas
totalement expulsés dans le milieu de culture, en effet, une partie active reste a I’'intérieur du

mycélium.

En conclusion, nous pouvons dire que la souche PAL114 de Streptomyces pourrait étre
une souche prometteuse en matiére de production d’antibiotiques actifs contre Staphylococcus

aureus MRSA 639c résistant a la méthicilline, I'espece la plus fréquemment isolée des
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prélevements pathologiques chez I'Homme, et que la composition du milieu de culture influe

fortement sur la production des composes antibactériens sécrétés par cette souche.

Notre travail n’est qu'une étude préliminaire sur la production d’antibiotiques par la
souche PAL 114. Les perspectives qui découlent de ce présent travail sont multiples et les

principales peuvent étre résumées comme suit :

e Optimisation de la production des antibiotiques sur milieu MS + amidon avec DL-
proline, en faisant varier la concentration de chaque composé.

e Purification des nouveaux produits et la détermination de leurs structures chimiques.

e Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques
purifiés.

e FEtude de I’effet d’autres parametres sur la production d’antibiotiques (autres sources
nutritionnelles organiques, composés minéraux, oligo-élément, pH, température,
aeration, etc.)

e Augmentation du rendement et la modification de la régulation de la biosynthése de

I'antibiotique par voie génétique, chez la souche productrice s'averent nécessaires.

-
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