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Introduction

En 1928, Alexandre Fleming a découvert le premier antibiotique nommé pénicilline, et
c’est lui qui a informé la communauté scientifique que 1’usage abusif et inapproprié des
antibiotiques conduira dans un proche avenir, a I’apparition des souches résistantes a ces
substances. A I’heure actuelle, nous sommes confrontés malheureusement a sa prédiction ;
I’émergence des bactéries multi résistantes qui menacent la santé mondiale conjuguée au choix
limité des classes d’antibiotiques et a I’absence de la découverte de nouvelles molécules. Cela
incite les scientifiques a rechercher des molécules naturelles inconnues présentant de nouveaux
mécanismes d'action plus efficaces, afin de poursuivre la lutte contre les microorganismes
pathogenes multi résistants (Durand et al., 2018; Djinni et al., 2019).

En 1944, c¢’était la découverte du 1°" antibiotique "la streptomycine™ produit par les
actinobactéries, aujourd’hui on peut dire que ces microorganismes retiennent particulierement
I’attention des chercheurs et semblent étres d’excellents candidats producteurs des molécules
actives originales aux propriétés intéressantes et structure chimique trés diversifiée. Elles sont
employées dans plusieurs domaines, non seulement dans le domaine pharmaceutique mais aussi
dans la science vétérinaire, I’agriculture et I’industrie (Moulin et Coquerel, 1998 ; George et
al., 2012; Solecka et al., 2012; Bouznada, 2018;Tata, 2020).

La majorité des antibiotiques utilisés en clinique sont produits par les actinobactéries,
qui sont des bactéries Gram positives a pourcentage G + C élevé, les différenciant des autres
bactéries. Elles partagent les caractéristiques des bactéries et des champignons dont plusieurs
formant généralement des hyphes ramifiés et des spores asexuées non mobiles ou parfois
mobiles a un certain stade de leur développement. Elles présentent aussi un cycle de
développement cellulaire asexué similaire a celui des champignons imparfaits (Locci et
Sharples, 1984 ; Bouras, 2005 ; Van Der Heul et al., 2018; Williams et al., 2019).

Plusieurs travaux des chercheurs du Laboratoire de Biologie des Systemes Microbiens
(LBSM) ont révéle 1’écosysteme particulier et extréme des régions arides d’Algérie, ainsi que
leur richesse et biodiversité surprenante en actinobactéries, ce qui a abouti a I’isolement de
plusieurs souches intéressantes (Lahoum, 2017 ; Bouznada, 2018).

Les chercheurs ont commencé a s’orienter vers les environnements extrémes et chercher
des taxons rares, comme le genre Saccharothrix ; c’est un genre peu fréquent d’actinobactéries
possédant un matériel génétique unique traduit par son systéme enzymatique et métabolique

particulier, qui lui permet de s’adapter aux conditions de vie trés difficiles. En plus, les souches



appartenant au genre Saccharothrix s’avérent des producteurs de molécules a spectres d’action

intéressants contre plusieurs germes pathogénes (Solanki et al., 2008; Genilloud et al., 2011).

Dans ce travail, nous sommes intéressés par ce genre, qui a montré un réel pouvoir
antagoniste contre les germes pathogeénes et s’est révélé etre I’un des nouveaux genres secrétant
de nouveaux antibiotiques. Aussi, il y’a lieu de préciser que la souche de Saccharothrix étudiée
a été isolée par Mr SAADI chercheur au niveau du LBSM, ENS de Kouba, Alger.

Le manuscrit est subdivisé en deux parties :

La premiere est consacréee a une synthése bibliographique, elle comporte deux chapitres,
le premier chapitre sur les actinobactéries et le genre Saccharothrix, et le deuxieme chapitre sur
les antibiotiques, leur production et leur classification.

La deuxiéme partie qui est divisée en deux chapitres, le premier chapitre présente
I’ensemble des méthodes et techniques utilisées pour la réalisation de ce travail. En premier
lieu, notre souche étudiée a été mise dans des conditions nutritionnelles et physiologiques
appropriées, afin d’améliorer la production conduisant a une production maximale des
molécules d’intéréts. En second lieu, il a été procédé a 1’évaluation de I’activité antagoniste de
la souche Saccharothrix sp. (AHO23), la production et ’extraction des molécules bioactives
¢laborées par cette souche, et enfin I’analyse par HPLC des extraits actifs. Le deuxieme chapitre
est reservé a la présentation des résultats et leur interprétation.

La conclusion du travail réalisé ainsi que les perspectives qui en découlent cléturent ce

manuscrit.
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I.1.Définition des actinobactéries

Les actinobactéries précédemment appelées actinomycétes, du fait de leur morphologie
fongoide (filaments ramifiés, organes de sporulation etc.), elles ont été considérées comme un
groupe intermédiaire entre les bactéries et les champignons, mais leurs propriétés chimiques,
physiologiques et immunologiques approuvent de les classer parmi les procaryotes (Williams
et al., 1973 ; Habbibeche, 2012).

Elles sont caractérisées par une teneur élevée en guanine et cytosine (GC >55%) dans
leur ADN (Pandey, 2018). Ces microorganismes sont des bacilles a gram positive, saprophytes,
immobiles et hétérotrophes mais certains sont chimio-autotrophes, aérobies, mésophiles et
croissent de fagon optimale dans la gamme de pH 5,0 a 9,0 avec une proximité idéale a la
neutralité (Williams et Wellington, 1982 a ; Goodfellow et Williams, 1983).

Plusieurs especes des actinobactéries sont connues pour leur capacité a produire de
nombreux métabolites secondaires synthétisés naturellement, ayant des activités biologiques
diverses et jouent un rble important au niveau de la minéralisation des sols et dans la

décomposition des matériaux biologiques (Belferkh et Megoura, 2016).

I.2. Historique sur les actinobactéries

L’histoire des actinobactéries a été divisée selon Waksman en cing grandes périodes :
* Premiére période (1874-1900) : En 1875 Ferdinand Cohn fut le premier & décrire un
actinomyceéte nomma Actinomyces bovis, un organisme parasite trouvé dans une infection de la
machoire d'un bovin qui désigne 1’agent responsable de la maladie du bétail. Cette période a été
nommee «péeriode médicale » du fait du réle des actinomycétes dans la pathologie (Merizig,
2015).
= Seconde période (1900-1940) : Cette période concerne a la mise en évidence de I’étude des
actinomycétes du sol selon les travaux de Rossi-Doria (1890-1891), Waksman (1919),
Lieske (1921) et Jensen (1931-1933), et a la découverte des conditions saprophytiques
d’habitat des actinomycétes pour distinguer deux groupes : les pathogénes et les saprophytes
(Djebbah, 2016).
= Troisiéme période : Cette période commence en 1940, est reconnue par la découverte des
antibiotiques produits par les actinomycetes. Waksman a découvert I’actinomycine a partir
d’une culture de Streptomyces antibioticus. Et puis en 1944 la streptomycine produite par
Streptomyces griseus (Djebbah, 2016).
= Quatrieme période (1940-1970) : Est caractérisée par le développement des critéres

morphologiques, biochimiques et physiologiques pour la classification des actinomycetes, et de
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leur intérét pour la production de métabolites secondaires et la biodégradation de composes
organiques (Belyagoubi, 2014).

= Cinquiéme periode : Depuis les années 1960, des méthodes génétiques initiées par
Hopwood pour la classification des espéces et d’exploration du potentiel biotechnologique de

ces microorganismes (Abriche et Benamira, 2018).

1.3. Ecologie des actinobactéries du genre Saccharothrix

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires, que 1’on rencontre sur tous
les substrats naturels et artificiels (Larpent et Sanglier, 1989 ; Saker 2015), et elles ne sont
pas limitées a des habitats spécifiques (Hussein et al., 2018).

Le genre Saccharothrix reste minoritaire parmi les actinobactéries. 1l colonise des
écosystemes tres variés tels que les eaux usees, les sols désertiques salés et alcalins, voire les
sédiments océaniques et les gisements de minéraux (Schippers et al., 2002 ; Hozzein et al.,
2004 ; Zitouni et al., 2005; Hamdar,2018). La majorité des espéces de Saccharothrix sont
d’origine tellurique du sol. La premiere espéce assignée a ce genre, S. australiensis ATCC
319477, a été isolée du sol de I’ Australie (Labeda et al., 1984). Beaucoup d’espéces sont isolées
de sols arides au sud Algérien, deux d’entre elles, S. algeriensis SA233T (Zitouni et al., 2004b)
et S. hoggarensis SA181" (Boubetra, 2013) ont été décrites et publiées comme nouvelles

especes.

I.4. Taxonomie des actinobactéries

La taxonomie est I’étude qui décrit, regroupe les microorganismes, afin de les identifier,
les nommer et les classer. Elle a progressé en fonction du développement des connaissances.

Actuellement, les actinobactéries sont classées dans le regne des Procaryotes, le
domaine des Bacteria ou Eubacteria et le phylum Actinobacteria, (tel qu’il figure dans le
Bergey’s manual 2012), lequel renferme cing classes : Acidimicrobiia, Coriobacteriia,
Nitriliruptoria, Actinobacteria et Thermoleophilia. Ce phylum est, en outre, subdivisé en 15
ordres, 43 familles et 203 genres (Goodfellow et al., 2012 in Bergey’s Manual).

L’identification des espéces est facilitée par les études physiologiques et moléculaires
tandis que les critéres morphologiques et chimiques séparent les genres (Badji, 2006 ; Bendris
etal., 2017).

D’aprés Bouras, (2006) et Boudjella, (2007), les caractéres morphologiques
contribuent parfois dans la différenciation des genres d’actinobactéries entre eux, parmi les

critéeres :
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1.4.1. Critéres morphologiques

Les caracteres morphologiques sont classés en caractéres macromorphologiques et

micromorphologiques.

1.4.1.1. Criteres macromorphologiques

Ces criteres reposent sur une observation a 1’ceil nu des cultures actinobactériennes

poussant sur des milieux de culture (Agoulmine, 2019).

La production ou non d’un mycélium aérien (MA), qui est habituellement plus épais
que le mycélium du substrat. Il montre une différenciation suffisante selon laquelle
plusieurs isolats peuvent étre séparés en un certain nombre de groupes ayant des
caractéristiques morphologiques similaires dans des conditions bien précises (Harir,
2018).

La présence ou non de mycélium du substrat (MS), qui posséde différentes tailles, forme
et épaisseurs. Sa couleur varie de blanc ou pratiquement incolore (Harir, 2018).

La couleur du MA et du MS, est définie a I’aide d’une charte de couleur.

La production ou non de pigments mélanoides.

1.4.1.2. Criteres micromorphologiques

Ces critéres reposent sur 1’observation directe au microscope optique des colonies des

actinobactéries poussant sur les milieux de culture. Elle consiste a déterminer :

La fragmentation ou non du MS et de MA.

La présence de sporanges sur le MA ou sur le MS.

La forme et la taille des sporanges et leur agencement : isolées, par deux, par quatre ou
en chaines.

Le nombre de spores par sporange ainsi que la longueur des sporangiophores.

Le mode de sporulation : spores portées par des sporophores ou mycélium aérien se
fragmentant de maniere anarchique en spores.

La présence de spores mobiles ou non mobiles.

L’ornementation de la surface des spores (lisses, rugueuses, épineuses ou chevelues).
La formation de structures particuliéres : synnemata, sclérote (Boudekique et al.,
2016).
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1.4.2. Critéres chimiotaxonomiques

La chimiotaxonomie est l'utilisation de la distribution des composants chimiques pour
regrouper les organismes en fonction des similitudes de leurs chimies cellulaires.

Les composants chimiques les plus couramment utilisés dans ces systématiques sont les
acides aminés de la paroi cellulaire, les lipides, les protéines, les ménaquinones, les types
d'acide muramique, la distribution du sucre dans la cellule entiére, et la composition de base de
I'ADN (Ait Barka et al., 2016).

La composition de la paroi des actinobactéries varie fortement d'un groupe a l'autre. Ils
n’ont pas de membrane nucléaire et leur paroi cellulaire ne contient ni la chitine ni la cellulose
mais une glycoprotéine contenant de la lysine (formes fermentatives) ou de [’acide
diaminopimélique (formes oxydatives) (Mariat et Sebald, 1990 ; Saker, 2015 ; Ounadjela,
2016).

1.5. Taxonomie de Saccharothrix

Le genre Saccharothrix fut créé en 1984 par Labeda et al., avec comme espece-type
Saccharothrix australiensis. Ce genre est caractérisé par sa morphologie, physiologie et son
chimiotype (Bouras, 2005). Plusieurs espéces de Saccharothrix furent décrites quelques années
apres la création de ce genre, grace a la taxonomie numérique et moléculaire basée sur le
séquencage de I’ADNr 16S et I’hybridation ADN-ADN. Donc le genre Saccharothrix
appartient au grand groupe des Actinobactéries qui regroupe tous les microorganismes

procaryotes de 1’ordre des Actinomycetales (Labeda et Kroppenstedt, 2000).

1.6. Position taxonomique du genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrix était classé dans 1’ordre des Actinomycetal et a la famille des
Actinosynnemataceae (Labeda et Kroppenstedt, 2000). Mais aprés les profonds
remaniements opérés a 1’échelle supragénérique, ce genre est reclassé dans 1’ordre des
Pseudonocardiales et la famille des Pseudonocardiaceae (Manuel de Bergey, 2012). Il est
rattaché au phylum des Actinobacteria et a la classe des Actinobacteria (Labeda et al., 2001 ;
Labeda et Kroppenstedt, 2006 ; Whitman et al., 2012 ; Benaissa et Boufetta,2018).
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Tableau 1 : Position taxonomique de Saccharothrix.sp.
Taxon Position
Domaine Bacteria
Phylum (Embranchement) Actinobacteria
Classe Actinobacteria
Sous-classe Actinobacteridae
Ordre Pseudonocardiales
Sous-ordre Pseudonocardineae
Famille Pseudonocardiaceae
Genre Saccharothrix
Espéce Saccharothrix sp.

1.7. Caractéristiques du genre Saccharothrix

1.7.1. Caractéristiques macromorphologiques et micromorphologiques

La couleur des colonies de Saccharothrix differe selon les espéces, mais la plus
abondante est la couleur blanche clairsemée, blanc Jaunatre ou jaune orange.

Le mycélium de substrat de ce genre est ramifié, dressé et strié, et les colonies portent
souvent un mycélium aérien, qui est trés peu produit ou abondant selon les espéces. La
fragmentation des filaments mycéliens est anarchique, souvent en « zig-zag », produisant de
longues chaines de spores. Ces derniers sont non mobiles, en batonnets (142 um x 0,7 & 1 pum)
ou ovoides. A la différence des Streptomyces, le genre Saccharothrix ne produit pas de
sporophores. Le mycélium du substrat se fragmente en éléments allongés ou coccoides, une
comparaison de la micromorphologie du genre Saccharothrix avec celle du genre Streptomyces,

est illustrée dans la figure 1 (Bouras, 2005 ; Hamdar, 2018).
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Genres Streptomyces Genre Saccharothrix
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Figure 1 : Une comparaison de la micromorphologie du genre Saccharothrix avec celle du
genre d'actinomyceéte le plus abondant dans la nature, Streptomyces (Bergy, 1989). MA,
myceélium aérien ; MS, mycélium du substrat ; RF, Rectus Flexibilis (chaines de spores droites
a flexueuse) ; RA, Retinaculum Apertum (chaines en crochets ou en boucles fermées) ; S,

Spira (Chaines spiralées) ; s, sporophore ; c.sp, chaines de spores.

1.7.2. Caractéristiques chimiotaxonomiques et physiologiques
Le genre Saccharothrix est morphologiquement similaire au genre Nocardiopsis, il se
distingue par son chimiotype et ses constituants cellulaires (Labeda et Kroppenstedt, 2000) :
» La paroi cellulaire de type III E (présence d’acide méso-diaminopimélique sans
glycine).
> La présence de deux types de ménaquinones (lipides membranaires) : MK-9 (H4) ou
MK-10 (H4), constituées d’un noyau quinone méthylé¢ et d’une chaine carbonée
aliphatique formée de neuf a dix unités isoprenes dont quatre sont hydrogénées.
> La présence de deux types de phospholipides membranaires composés de
phosphatidyléthanolamine et d’hydroxy-phosphatidyléthanolamine avec ou sans
glucosamine (type P 1l ou P IV, respectivement).
» La présence de trois sucres caractéristiques (dans les cellules entieres) : le galactose, le
rhamnose et le mannose.
» L’absence d’acides mycoliques pariétaux et de glycine.
» La L-alanine, la Dalanine, I’acide glutamique, 1’acide muramique peuvent étre, aussi,

présents (Zerizer, 2014).
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> Toutes les especes du genre Saccharothrix sont aérobies strictes, catalase et uréase
positives, résistantes aux lysozymes (Labeda et al., 1984 ; Zerizer, 2014).

» L’intervalle de la température de croissance est de 10 jusqu’a 45 °C, "optimum est
géneralement a 30 °C.

» L’intervalle de pH est de 4 a 10, optimum est au tour de 7 (Kim et al., 2011).
L’optimum de la concentration en NaCl, pour la plupart des especes, est dans 1’intervalle

de 4-5 %(Labeda et Lechevalier, 1989 ; Otoguro et al., 2009 ;Zerizer, 2014).

1.8. Especes appartenant au genre Saccharothrix

Quelques années apres la création de ce genre, plusieurs especes de Saccharothrix furent
découvertes (Labeda et Lechevalier, 1989 ; Labeda et Lyons, 1989). Quelques isolats
appartenant au genre Nocardiopsis et aux d'autres genres, furent reclassés parmi les
Saccharothrix (Grund et Kroppenstedt, 1990), mais ce genre a connu également plusieurs
remaniements, et plusieurs isolats de Saccharothrix ont été transférés vers d'autres genres.
Actuellement, le genre Saccharothrix compte 23 especes parmi ces derniers sont montrés dans
le tableau 2.

Tableau 2 : Espéces du genre Saccharothrix, d'apres le National Center for Biotechnology

Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov /Taxonomy) ; (Hamdar.A ,2018).

Numeéros d’acces dans

Espéce les collections Références
. o NRRL B-24137, NBRC
Saccharothrix algeriensis 101915, JCM 13242, (Zitouni et al., 2004 b).

DSM 44581

NRRL 11239, NBRC
14444, JCM 3370, DSM
43800, ATCC 31497, IFO | (L-abedaetal., 1984)
14444, VKM Ac-894

Saccharothrix australiensis

Saccharothrix echatanensis

DSM 45486, UTMC
00537, CCUG 63021

(Hamedi et al., 2015).

Saccharothrix ghardaiensis

DSM 46886, CECT 9046

(Bouznada et al., 2017).

Saccharothrix hoggarensis

DSM 45457, CCUG
60214

(Boubetra et al., 2013b).

Saccharothrix isguenensis

DSM 46885, CECT 9045

(Bouznada et al., 2016).

Saccharothrix mutabilis subsp.
Mutabilis

NRRL B-16077, ATCC
31520, DSM 43853, IFO
14310, IFM 240

(Labeda et Lechevalier,
1989).

Saccharothrix saharensis

DSM45456, CCUG 60213

(Boubetra et al., 2013a).

Saccharothrix tamanrassetensis

DSM 45947, CECT 8640

(Boubetra et al., 2015).
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1.9. Métabolites secondaires sécrétés par Saccharothrix

Le métabolisme des actinobactéries peut étre divisé en deux parties : le métabolisme
primaire et secondaire. Le métabolisme primaire regroupe les réactions cataboliques et
anaboliques qui permettent la formation de biomasse, le pouvoir réducteur et 1’énergie produits
par ces réactions sont utilisés pour former et assembler les monomeres (ex : acides aminés) en
macromolécules (ex : protéine). Ces bacteéries filamenteuses sont connues par la richesse de leur
métabolisme secondaire, ce métabolisme regroupe les voies de synthése des composés qui n’ont
pas de fonction apparente dans le métabolisme cellulaire. Les génes impliqués dans la
biosynthése et dans la résistance des antibiotiques sont regroupés en clusters dont 1I’expression
est finement régulée (Strub, 2008).

Le genre Saccharothrix sécréte plusieurs antibiotiques dont leur nature chimique est
assez diversifiée (Tableau 03), certains sont doués d’une activité antibactérienne (Gram positif
et plus rarement Gram négatif), et d’autre d’une activité antifongique, ou encore antibactérienne
et antifongique a la fois. D’autres composés présentent des activités antitumorales, antivirales,
herbicides ou inhibitrices de métalloprotéases ou d'autres enzymes.

Tableau 3 : Les principales substances bioactives ayant une activité biologique et

synthétisées par les souches appartenant au genre Saccharothrix (Bouras, 2005).

Substances Propriétés Origines Références
Thiazolilpyridine Antifongique Saccharothrix sp. iltjgf;\é%ra et
- : : Murakami et al.,
Ammocidine Antitumorale Saccharothrix sp. 2001 a. b.

Coformycine

Herbicide

Saccharothrix sp.

Bush et al., 1993 ;
Dancer et al., 1997.

Fluvirucines (Al,
A2, Bl, B2, B3, B4
et B5)

Antivirales

Sa.mutabilis subsp.
Schiiijamaensis

Tomita et al., 1991.

Dithiolopyrrolones
(AJ, Ct, C2, A et B)

Antibactériennes,
antifongiques

Sa. Algeriensis

Lamari et al., 2002
a, b.

Pravastatine

Anticholestérolémique

Sa. mutabilis

Matsuo et al., 2003.

Swalpamycin B

Antibactérienne

Saccharothrix sp.

Zitouni 2004a.

Aldgamycin G Antibactérienne Saccharothrix sp. | Zitouni 2004a.
Inhibiteur de . Koguchi et al.,
TMC 96 orotéasome Saccharothrix sp. | 1999
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11.1.Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules issues du métabolisme secondaire qui ont été
particulierement étudiées du fait de leur importance en thérapie humaine et vétérinaire (Coates
et Hu, 2007 ; Merizig, 2015).

Le terme désigne toute substance naturelle ou synthétique qui détruisent ou bloguent la
croissance des bactéries (Veyssiere, 2019). Dans la majorité des cas, leur synthese débute a la
fin de la phase exponentielle (trophophase) et le début de la phase stationnaire (idiophase)
(loucif, 2006). Un antibiotique est caractérisé par son spectre d’action, et son efficacité a une
tres faible dose, et ce par l'inhibition de certains processus vitaux (Belyagoubi, 2014). De plus,
afin qu’il soit actif, il doit pénétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni &tre modifie, se fixer sur
une cible et perturber la physiologie bactérienne (Merniez, 2018).

Il a été signalé que plus de 70% des antibiotiques d'origine naturelle ont été isolés de
différents genres d'actinobactéries. Ainsi, il a été suggéré qu’un grand nombre d’actinobactéries

pourraient étre encore inconnues et produire des antibiotiques (Pandey, 2018).

11.2.Classification des antibiotiques
La diversité et la complexité des molécules antibactériennes rendent nécessaire leur
classification (Smaoui, 2010), qui facilitera le choix thérapeutique. Ci-aprés les
critéres retenus :
e Origine : élabore par un organisme (naturel), synthétique ou semi synthétique (Koussa,
2019).
e Spectre d'action : peut-étre large ou étroit.
e Type d'action : peut-étre bactériostatique, fongistatique, bactéricide, ou fongicide.
e Nature chimique : les antibiotiques ayant la méme structure chimique, sont classés dans

une méme famille.
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Tableau 4 : Les principaux antibiotiques et leur classification (Joffin et Leyral, 2014).

Famille Antibiotiques Spectre d’action

Streptomycine, Kanamycine, o o
Large (bacilles a gram négatif,

Aminosides Gentamycine, Gobramycine, ) o .
o certaines bacilles a gram positif).
Amikacine.
T Etroit (cocci a gram positif et a
Pénicilline G o
) gram négatif).
B-lactamines S— i — _
Penicilline V Etroit (bacilles a gram positif).
Pipéracilline Large (bacilles a gram négatif).
) ) Tétracycline, Minocycline, o o
Tetracyclines o Large (gram négatif, gram positif).
Doxyciciline

o Chloramphénicol o .
Phénicoles ) o Large (gram négatif, gram positif).
Thiamphénicol

) Sulfadiazine, Sulfamaxole, o .
Sulfamides ) Large (gram négatif, gram positif).
Sulfaméthaxazole.

Diminopyrimidines | Triméthoprime Large (gram négatif, gram positif).
) Acide nalidixique Etroit (bacille & gram négatif).
Quinolones _ o o
Enoxacine Large (gram négatif et positif).

I1.3.Microorganismes producteurs d’antibiotique

La grande majorité des antibiotiques est produite par des microorganismes. Parmi ces
microorganismes, les bactéries (y compris les actinobactéries) sont responsables d'environ 74%
de la production. Parmi les molécules élaborées par les actinobactéries, seul 20% sont des
antifongiques, les 80% restantes ont des activités biologiques diverses : antibactériennes
(Surtout), antivirales, antitumorales, antiprotozoaires, ou insecticides. Les bactéries non
mycéliennes, en dehors des actinobactéries, produisent environ 17% des antibiotiques d'origine
microbienne (Lazzarini et al., 2001 ; Tiwari et Gupta, 2011 ; Boubetra, 2013) et qui sont
sécrétés surtout par les bactéries du genre Bacillus et Pseudomonas. D’autres bactéries
appartenant a des genres variés tels que Micrococcus, Chromobacterium, Proteus, etc,
produisent également quelques antibiotiques (Breton et al., 1989).

Les champignons producteurs sont a 1’origine d’environ 22% de la production, dont les
genres aspergillus, fusarium, penicillium, trichoderma et coleophoma (champignons
imparfaits, ascomycetes) et aussi certains basidiomycétes et zygomycetes (Laskin et
Lechevalier, 1984 ; Barrett, 2002 ; Boubetra, 2013).
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I1.4.Biosynthese des antibiotiques

Les microorganismes produisent leur métabolite secondaire lors de la phase stationnaire
(Tortora et al., 2003). En effet, cette production n’est indispensable ni a la croissance, ni aux
besoins énergétiques des organismes producteurs. Il est, par ailleurs, possible d'obtenir un
couplage de la production de certains métabolites secondaires et la croissance contrdlée du
microorganisme en faisant varier la composition du milieu (Bouras, 2005).

Les antibiotiques naturels sont synthétisés chimiquement a partir des acides gras, acides
aminés, des bases pyrimidiques et puriques issus du métabolisme primaire. Ainsi, ses variétés
structurales resultent des chaines de réactions enzymatiques telles que la méthylation,
polymérisation, réduction et oxydation. Du point de vue génétique, les génes codants sont
regroupés sous forme de cluster dans I’ADN génomique, et parfois dans des plasmides.
Geéneéralement 10 a 15 génes sont nécessaires pour synthétiser une molécule d’antibiotique,
alors qu’un seul géne peut encoder une protéine de 100 Kda (Merrouche, 2012).

Cette biosynthése se déroule en présence des usines cellulaires (biomasse), des
précurseurs et des enzymes actives capables de transformer ces derniéres. La dite biosynthése
est soumise a tout un ensemble de mécanismes de régulation intervenant aux niveaux
anabolique, catabolique et énergétique de la cellule. Elle est affectée par les conditions
physicochimiques et nutritionnelles dans lesquelles le microorganisme se développe (Bouras,
2005).

11.5.Régulation de la biosynthese des antibiotiques

La régulation de la production microbienne des antibiotiques peut s’exercer directement
et spécifiquement sur les genes des enzymes de synthese des métabolites secondaires et/ou
indirectement sur les voies de biosynthése des métabolites primaires « précurseurs » (Piret et
Demain, 1988 ; Demain, 1998 ; Benaissa et Boufetta, 2018). Elle est contrdlée par des
facteurs environnementaux et des mécanismes dus au métabolisme des sources de carbone,
d'azote et de phosphate, la quantité et la qualité des sels minéraux et les oligoéléments. Ces
facteurs ont une importance cruciale dans 1’induction et répression de la biosynthése des
antibiotiques par une rétro-inhibition et inactivation enzymatique (Bouras, 2005 ; Merrouche,
2012).
11.5.1. Facteurs physico-chimiques

L’influence des facteurs physico-chimiques tels que le PH, la température, agitation et
aération jouent un role primordial dans 1’amélioration du rendement de la biosynthése des

antibiotiques.
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Le PH a un impact significatif sur la cinétique de croissance des micro-organismes
comme activités enzymatiques (Elmahdi et al., 2003 ; Rafieenia,2013). D’une maniére
générale, la production d’antibiotiques est optimale a pH légérement basique (Wang et al.,
2010; Oskay, 2011). Ainsi Lamari (2006) a indiqué que CaCOs ajouté au milieu de culture
joue un role d’un tampon, qui ajuste les changements du ph et favorise alors la production des
antibiotiques.

La température affecte fortement la croissance et la productivité d’une souche qu’elle
s’agit d’une souche mésophile, thermophile ou psychrophile (Larpent et Larpent-Gourgaud,
1997 ; Lu et al., 2019). Les températures optimales pour la production sont situées dans des
plages souvent étroites et plus basses que pour la croissance (Larpent et Sanglier, 1989 ; Arab
et Kabaz, 2018).

La vitesse d’agitation est un facteur pouvant influer sur la morphologie, la croissance
des actinobactéries ainsi sur la production des antibiotiques. L’agitation peut améliorer
I’aération et le mélange des éléments nutritifs dans le milieu de fermentation et par conséquent
la production des métabolites secondaires (Smaoui, 2010 ; Wadetwar et al., 2013 ; van Dissel
et van Wezel, 2017).

Le temps d’incubation est un facteur qui affecte la syntheése des métabolites secondaires
des actinobactéries. Chez le genre Saccharothrix, le temps d’incubation varie d’une espéce a
une autre, voire méme d’une souche a une autre. Par exemple la souche Saccharothrix
algeriensis commence la production des biomolécules aprés 2 jours d’incubation et atteint un
maximum de production apres le 4 éme jour (Lamari et al., 2002a). Par contre, la souche
Saccharothrix sp.SA 103 produit des métabolites antibactériens dés le premier jour et atteint un
maximum de production aprés le 4 éme jour (Zitouni et al., 2004a ; Bezari et Ouali, 2016).

11.5.2. Inoculum

L’Inoculum est I’ensemble de la biomasse (spores, cellules et hyphes) nécessaire pour
ensemencer le milieu de culture par la souche étudiée (Delaunay et al., 2003 ; Tata, 2020), en
controlant les parametres relatifs a chaque production d’antibiotiques.

Ces paramétres sont :

e [’age de la souche, laquelle doit étre bien conservee pour conduire a une concentration
élevée en cellules au milieu de culture. Aussi, il vaut mieux utiliser les pelotes de
mycélium ouvertes, car elles conduisent a une forte diffusion de substrat.

e La quantité de I’inoculum, est importante afin de choisir le meilleur volume a prelevé a

partir de la culture mere. Car une faible densité d’inoculum peut réduire la charge de la
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nappe microbienne ainsi la formation du produit, tandis qu'une forte densité d’inoculum
peut entrainer une mauvaise production de ’antibiotique.

e La qualité de I’inoculum. Celle-ci est déterminée par ses propriétés physico-chimiques,
sans omettre de prendre en compte les caractéres morphologiques des actinobactéries.
Aussi, il y’a lieu de s’assurer d’une activité respiratoire maximale de 1’inoculum, devant
conduire a une production maximale d’antibiotique recherchée (Bouras, 2005 ;

Merrouche, 2012).

11.5.3. Facteurs nutritionnels

La nature et la concentration de certains composants du milieu de culture ont un effet
notable sur la production des métabolites secondaires biologiquement actifs chez les
actinobacteéries (Gesheva et al., 2005 ; Ben Mahrez et Ikhlef, 2015).

Parmi les sources nutritionnelles, celles de carbone, d’azote, de phosphate, et les
oligoéléments qui jouent un r6le important dans cette production. La diminution de ces sources
nutritionnelles pourrait lancer I’initiation de la synthése d’antibiotique en permettant de lever
la régulation négative exercée par ces nutriments (Martin et Demain ,1980 ; Strub, 2008 ;
Afroune et Barache, 2014).

Le carbone est un élément structural des cellules microbiennes et aussi une source
d’énergie. Le choix de cette source influence fortement le métabolisme secondaire et par
conséquent la production d’antibiotiques (Doull et Vining, 1990 ; Spizek et Tichy, 1995 ;
Awad, 2005). La source carbonée peut étre simple ou complexe et son effet dépend de la souche
cultivée, de la concentration, du temps d’addition, de la composition du milieu de culture
(synthétique ou complexe), et du nombre de sources de carbone ajoutées (Singh et Rai, 2012 ;
Ababutain et al., 2013 ; Rafieenia, 2013 ; Souagui et al., 2015).

Quant aux sources d’azote, essentielles dans la structure des antibiotiques (Lebrihi et
al.,, 1992 ; Khaliq et al., 2013). Elles sont inorganiques (sels d’ammonium, nitrates) et
considérées comme des sources rapidement assimilables, bénéfiques pour la croissance des
microorganismes (Manikkam et al., 2015), mais entrainant une faible production des
métabolites secondaires. En revanche, les sources d'azote organiques simples ou complexes
(acides aminés, extrait de levure, peptone, tryptone, caséine) sont des sources d'azote durables,
bénéfiques pour la croissance ainsi que I'accumulation réguliére des métabolites (Baoxin et al.,
2011). Dans le cas de nombreux métabolites, la production est meilleure lorsque la source

d’azote est organique.
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Plusieurs travaux ont montré 1’implication d’autres sources nutritionnelles dans la
production des antibiotiques. Il s’agit des éléments minéraux comme le phosphore le
magnésium et le potassium, ainsi que les oligoéléments (Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo et Mn) qui
sont utilisés comme des cofacteurs pour la croissance des microorganismes a des concentrations
tres faibles (Laprent et Sanglier, 1989 ; Laprent et Sanglier, 1992 ; Strub, 2008).

I1.6. Mécanisme d’action des antibiotiques

La fixation de I’antibiotique sur son hote d’action au niveau de la cellule entraine
I’inhibition spécifique d’une ou plusicurs étapes métaboliques précises. Certains antibiotiques
empéchent la synthése de la paroi, d’autres la synthése de la membrane plasmique, celle des
acides protéiques ou encore celle des acides nucléiques.

Les antibiotiques qui agissant au niveau de la paroi (exemple : B-lactamines) inhibent la
synthése pariétale bactérienne en empéchant 1’intégration des acides aminés constituant la
muréine (composant essentiel de la paroi bactérienne, qui confere a la bactérie sa forme et sa
rigidité ce qui lui permet de résister a la forte pression osmotique intra-cytoplasmique). La
bactérie alors n’est plus protégée contre la pression osmotique ce qui entraine la lyse de cette
cellule bactérienne (Lalaoui, 2012).

D’autres antibiotiques ayant une action sur la membrane plasmique comme les
polymyxines altérent la membrane bactérienne en provoquant la formation de pores laissant
échapper le contenu cellulaire (Prescott, 2002 ; Yoneyema et Katsumata, 2006 ; Arab et
Kabaz, 2018), et en désorganisant la structure et le fonctionnement de la membrane, ce qui
produit des graves troubles d’échanges électrolytiques avec le milieu extérieur.

Les antibiotiques ayant aussi une action sur les unités ribosomales qui inhibent la
synthése des protéines (exemple : chloramphénicol). Ces antibiotiques peuvent empécher la
fixation de I’ARN porteur d’acides aminés, soit la translocation et la transpeptidation ou encore
ils peuvent provoquer des erreurs de lecture du code génétique (Asselineau et Zalta, 1973 ;
Agoulmine, 2019).

Les molécules antibiotiques ont une action sur la synthése des acides nucléiques, et
inhibent ’ARN polymérase comme les ansamycines, I’ADN gyrase (indispensable a
I’ouverture de la double hélice et donc a la réplication de la cellule), la topoisomérase II et la
topoisomérase 1V (exemple : les quinolones et fluoroquinolones). Ainsi ils ont un effet sur la
formation de 1’acide folique qui est essentiel a la syntheése des acides nucléiques (exemple :

sulfamides et triméthoprime) (Asselineau et Zalta, 1973 ; Gewirtz, 1999 ; Tata, 2020).
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11.6.Résistance aux antibiotiques

Une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence d’une concentration
d’antibiotique beaucoup plus ¢élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des
autres souches de la méme espece (Sylvie Carle, 2009).

Un antibiotique n’est efficace que lorsqu’il rentre en contact avec la bactérie, puis
pénétré dans la cellule afin de perturber le fonctionnement vital du microorganisme en se fixant
a une cible sans étre détruit et modifié (Collignon et al., 2016). La résistance aux antibiotiques
peut étre naturelle ou acquise.

La résistance naturelle est un caractére d’espece qui touche toutes les bactéries de
I’espéce considérée. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour support génétique
le chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une
bactérie a I’autre au sein d’une méme espéce ou entre especes différentes) (Lozniewski et al.,
2010).

A coté de la résistance naturelle existe aussi des résistances acquises ; il s’agit d’un
caractére qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de nombreuses) souches d’une espéce
donnée. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent de fagcon
importante dans le monde bactérien, elle résulte d’'une modification génétique de la bactérie
(Lozniewski et al., 2010 ; Collignon et al., 2016). Cette résistance peut étre obtenue soit par
mutation chromosomique (des mutations spontanées ; 20% des cas), ou par la mutation
plasmidique (échange par conjugaison d’un plasmide ou d’un transposon ; 80% des cas)
(Ghannoum et Rice, 1999 ; Maltezou, 2008 ; Tata, 2020).

Les mécanismes de résistance aux antibiotiques peuvent étre :

e Enzymatiques (les bactéries peuvent synthétiser des enzymes capables d’inactiver les
antibiotiques en les détruisant ou en les modifiant par hydrolyse, par transfert de
groupements chimiques ou par oxydoréduction).

e Non-enzymatiques (modification de la perméabilité membranaire, systeme d’efflux
bactérien ; ce mécanisme repose sur I’expulsion des antibiotiques hors de la cellule
bactérienne, la modification de la cible de I’antibiotique ou bien sur la formation de

biofilms) (Cavallo et al., 2004 ; Arab et Kabaz, 2018).
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Figure 2: Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques retrouveés chez les

bactéries (Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Muylaert et Mainil, 2012).
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I11.1. Lieu de stage
Notre travail a été realisé au niveau du laboratoire de Biologie des Systemes Microbiens
(LBSM) d’Ecole Normale Supéricure de Kouba, Alger, ce laboratoire est spécialisée pour :
> Les Actinobactéries et les Antibiotiques a Intérét Médical et VVétérinaire.
» Champignons Toxinogenes et les mycotoxine.
» Les Microorganismes, les Antibiotiques et les Biomolécules d'Intérét Agronomique.
» Taxonomie des Actinobactéries des Ecosystémes Sahariens et Potentialités
Antagonistes.
Nous avons réalisé toutes les manipulations de notre thématique qui inclut dans un axe de
recherche du laboratoire LBSM (actinobacteries et antibiotiques). Le travail a duré une période

de deux mois (juillet et aout) de I’année 2019.
111.2. Matériel

111.2.1. Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé dans cette étude est : shaker, PH metre, centrifugeuse,

milieux des cultures et les autres matérielles utilisées sont résumé dans 1’annexe 1.

111.2.2. Matériel biologique

111.2.2.1. La souche AHO23 de Saccharothrix

La souche d’actinobactérie notée AHO23 étudiée dans ce travail appartient a la
collection du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LBSM) de 1’école normale supérieure
de Kouba. Elle a été isolée par le doctorant chercheur SAADI en 2016 a partir des sols sahariens

de la région de Tamanrasset (Ahaggar stastion d’olivier).

111.2.2.2. Germes cibles utilisés

La recherche a ¢été effectuée pour 1’obtention des molécules antimicrobiennes
intéressantes de la souche AHO23, contre divers germes cibles. Comme les bactéries, il est
aussi intéressant d’utiliser des champignons.

Les microorganismes cibles utilisés dans cette étude proviennent, respectivement, de la
collection du Laboratoire de Biologie des Systemes Microbiens(LBSM) de Kouba-Alger, ils
sont conservés a 4 °C sur milieu semi solide Mueller Hinton pour les bactéries, et le milieu
PDA pour les champignons.

Les germes cibles utilisés pour évaluer les propriétés antagonistes, et pour tester

P’activité antimicrobienne de la souche AHO23 sont résumés dans I’annexe 4.
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111.3.METHODES
111.3.1. Identification de la souche AHO23

111.3.1.1. Etude morphologique

L'observation macromorphologique et micromorphologique des colonies, de la souche
AHO23 poussant sur différents milieux de culture, nous a permis de déterminer les
caractéristiques culturales et micromorphologiques d’isolats d’actinobactérie.

Les caractéristiqgues macromorphologiques sont déterminées sur différents milieux de
culture solides : ISP2 et ISP4 recommandés par Shirling et Gottlieb (1966), ainsi que sur le
milieu CHV (Waksman, 1961). La composition des milieux de culture est donnée dans
I’annexel.

Cette étude sert & noter, aux 12°™ 14 jours d'incubation & 30 °C, la croissance de la
souche, l'aspect et la couleur des mycéliums aériens et du substrat, ainsi que la production et la
couleur des pigments diffusibles (s'ils sont sécrétés) dans les différents milieux.

Les différentes couleurs sont définies a I'aide d'une charte de couleur (Color Name Chart
illustrated with Centroid Color ISCC-NBS).

De méme, les différentes souches (poussant sur les mémes milieux de culture cités
précédemment) ont fait I'objet d'une observation microscopique a l'aide d'un microscope
optique Zeiss, a deux grossissements (x100 et x400). Ces observations ont été réalisées
directement sur les cultures poussant sur les milieux coulés en boites de Pétri, et ce, afin
d'étudier la structure des mycéliums et des fructifications sans avoir a les altérer.

Cette étude est indispensable pour la reconnaissance des genres. Elle consiste a observer
la sporulation du mycélium aérien, la forme et I’arrangement des spores ainsi que la

fragmentation ou non du mycelium du substrat.

111.3.1.2. Etude physiologique

Dans cette étude, une série de tests physiologiques a été réalisée. D'aprés Whitman et
al. (2012) (in : Bergey’s manual, 2012), ces tests sont ceux qui discriminent les especes
appartenant aux mémes genres. La composition chimique de tous les milieux de culture utilisés,

ainsi que les méthodes effectuées lors de I'étude physiologique sont détaillées en annexe 2.

111.3.1.2.1. Utilisation des composés glucidiques
Ce test a pour objectif d'apprécier la croissance de chaque souche en présence de vingt

composés glucidiques dont chacun est ajouté au milieu de base comme étant la seule source de
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carbone. Le milieu de base utilisé dans ce test est celui préconisé par Gordon et al. (1974) (voir

annexe 2).

111.3.1.2.2. Utilisation de divers autres composés organiques

L'hydrolyse ou non de certains composés organiques a été également testée pour
chacune de nos souches. Ces tests sont effectués selon la méthode de Gordon et al. (1974) pour
I’utilisation de 1'adénine, de la caséine du lait, de la guanine, de I'hypoxanthine, de la tyrosine
et de la xanthine ; la méthode de Marchal et Bourdon (1973) pour I’hydrolyse de 1'amidon et
de la gélatine ; la méthode de Marchal et al. (1987) pour la dégradation de I’esculine et de
I’arbutine ; et la méthode de Sierra (1957) pour la dégradation du Tween 80. Chacune de ces
méthodes est donnée avec plus de détails en annexe 2.

Les acides organiques, utilisés sous forme de sels de sodium, sont ajoutés a raison de 2
g/L au milieu de base contenant le rouge de phénol a 0,12 % et a PH 6,8 (milieu coloré en

jaune).

111.3.1.2.3. Production de nitrate réductase

La production de la nitrate réductase est mise en évidence sur un bouillon nitraté
(Marchal et al., 1987) (composition dans 1’annexe 2) contenu dans des tubes a vis, a raison de
5 mL par tube. Pour chaque souche, I'ensemencement est réalisé en double. La lecture se fait
apres 5 a 10 jours d'incubation a 30 °C, et ce, en ajoutant de maniére successive 5 gouttes de
chaque réactif : Griess | puis Griess 1.

Un résultat positif se traduit par 1'apparition d’une couleur rose rougeatre dans le milieu

de culture. Si la couleur ne change pas, une petite quantité de poudre de zinc y est ajoutée.

111.3.1.2.4. Production de pigments mélanoides

La production de pigments mélanoides diffusibles (brun-noiratre a noir-brunatre) par
chacune de nos souches a été mise en évidence sur les milieux ISP 6 et ISP 7 recommandés par
Shirling et Gottlieb (1966) (composition dans I’annexe 2). Les résultats sont appréciés apres
24 et 48 h d’incubation en comparaison avec le milieu témoin non ensemencé, mais incubés

dans les mémes conditions.
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111.3.1.3. Identification moléculaire

111.3.1.3.1. Séquencage du gene codant pour I'ARNTr 16S et phylogénie (pour la souche
AHO23)

Cette étude a pour but d'extraire et d’amplifier par PCR (Polymerase Chain Reaction)
le géne codant pour I'ARN ribosomique 16S en vue de déterminer sa séquence. Une fois
déterminée, cette derniere est comparée avec celles des especes de références apres alignement
automatique (méthode du blast), en utilisant un logiciel qui permettra d'obtenir les pourcentages
de similarités et de déterminer ainsi les espéces les plus proches de nos souches.

L’autre partie des souches a été séquencée au Laboratoire de Microbiologie de la
"German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ)", Braunschweig

(Allemagne). Les étapes suivies lors de la PCR sont décrites dans 1’annexe 2.

111.3.1.3.2 Analyses phylogénétiques

L'utilisation du logiciel MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version
7.00) (Tamura et al., 2016) nous a permis d‘aligner les séquences des souches obtenues avec
les séquences de références. L'ensemble des données alignées est analysé phylogénétiquement
afin de générer les matrices de distance évolutive comme décrit par Jukes et Cantor (1969).
Plusieurs arbres phylogénétiques ont été construits dans cette étude, sur la base des séquences
nucléotidiques des génes codant pour I'ARNr 16S.

Pour toutes les souches, un arbre phylogénétique a été déduit par la méthode du
Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987). Dans le cadre de la description de nouvelles espéces,
la méthode du Maximum-Likelihood (Felsenstein, 1981) et celle du Maximum-Parcimony
(Fitch, 1977) ont été utilisées en supplément a celle du Neighbor-Joining. Les nceuds communs
aux trois techniques sont indiqués par un astérisque. La robustesse des nceuds a été évaluce
statistiquement par la méthode du "bootstrap™ dont les valeurs sont basées sur le résultat de

1000 rééchantillonnages (Felsenstein, 1985).
111.3.2 Production des antibiotiques par la souche AHO23
111.3.2.1.Mise en évidence de ’activité antagoniste de la souche AHO23 sur milieu solide

111.3.2.1.1. Préparation de culture de la souche AHO23
Des boites a pétries contenant différents milieux de culture solide (ISP2/MS/MSS) avec

différentes sources de carbone sont ensemencées par la souche AHO23 en stries serrées et
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incubées a 30°C pendant 10 jours dans le but d’avoir une meilleure croissance, sporulation et

production des substances antimicrobiennes.

111.3.2.1.2. Préparation des suspensions des germes cibles

Afin d’évaluer les propriétés antagonistes, et tester 1’activité antibactérienne et
antifongique de la souche AHO23, des suspensions des germes cibles ont été préparées.

Pour chaque germe cible, une solution meére a été préparée par 1’inoculation d’une
fraction de ces germes dans 9ml d’eau distillée stérile, ensuite homogénéisée a 1’aide d’un
vortex. Effectuer des ensemencements par des stries serrées, Puis les incubées a 37°C pendant
24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les champignons, pour obtenir une nappe
microbienne.

Et pour le test d’activité, la suspension préparée est conservée a 4°C, apres introduite
avec un volume donné dans le milieu de culture semi-solide ISP2 avec une bonne agitation et

puis couler les boites.

111.3.2.1.3. Test d’antagonisme « Méthode des cylindres d’agar »

Ce test est appliqué pour désigner la situation ou un organisme exerce un effet inhibiteur
sur autre organisme qu’il tend a éliminer sans le consommer.

La souche "Saccharothrix" a été ensemencée en stries serrées a la surface des milieux
de différentes sources de carbone (ISP2/MS/MSS) afin de former un tapis homogéne avec une
bonne sporulation. Apres incubation & 37°C durant une période donnée, des cylindres d’agar
de 10mm de diameétre ont été réalisés a I’aide des emporte-piéce en verre stérile, puis prélevés
par une pince stérile pour étre déposés a la surface des milieux semi-solides ISP2 pré-
ensemencés par les germes cibles préalablement cités . Les boites ensemencées sont maintenues
a 4°C pendant 2h avant d’étre incubées pour permettre la diffusion des substances actives
antimicrobiennes et en inhibant momentanément la croissance des germes cibles, ces dernieres
sont incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les
champignons. Des zones d’inhibition ont été observées autour des disques de la souche AHO23
produisant des substances actives contre le germe test, et le diamétre d’inhibition est mesuré en
millimetre, moyennant une régle graduée. Plus la zone claire autour des disques d’agar est
grande, plus I'activité antimicrobienne est importante, signifie que ces bactéries produisent des
molécules antimicrobiennes capables de stopper la croissance des germes tests, alors que
I’absence de cette zone, indique un résultat négatif qui montre que les germes cibles utilisés

sont résistantes aux substances produites par cette souche.
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Les souches présentant un pouvoir antagoniste et une bonne activité vis-a-vis des
germes cibles seront sélectionnées dans le but de déterminer le meilleur milieu d’activité

antagoniste pour la suite du travail.

Découpage des cylindres Q O

d’agar de 10mm de diamtére

Culture de la souche Vi
Saccharothrix AH023 -4

8 Transfert des cylindres
Incubation a 37°C pour les

B B bactéries et a 25°C pour les B B

champignons
Mesure de diamétre de Dépbt des cylindres d’agar sur milien
zone d’inhibition par mm ISP2 préalablement ensemencé par

les germes cibles

Figure 3: Activité antagoniste de la souche AHO23 vis-a-vis des germes cibles sur

milieu ISP2 par la méthode des cylindres d’agar.

111.3.2.2. Cinétique de PH, de croissance et de la production des antibiotiques par la
souche AHO23 en milieu liquide

La cinétique de croissance et de production des antibiotiques par la souche AHO23
consiste le suivie des bactéries survivantes a partir de bouillons contenant 1’antibiotique a
¢tudier, par I’analyse d’évolution des variations du PH et la mesure du poids sec,

dynamiquement au cours du temps.

111.3.2.2.1. Préparation de I’inoculum de la souche AHO23

Inoculum est déterminé par la qualité et la quantité conservée de la biomasse (que ce
soit des cellules, spores ou mycélium) introduite par inoculation, Car ces 2 concepts sont
nécessaires pour achever le succeés d’une bonne production des substances actifs.

La souche étudiée AHO23 est ensemencée en stries serrées sur le milieu solide ISP2
(Shirling et Gottlieb, 1966), ce milieu gélosé est utilisé pour la préparation des pré-cultures de
la souche. Les boites de peétri sont incubées pendant 10 jours, de fagcon a obtenir une culture

mire d’une bonne croissance et sporulation de la souche.
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111.3.2.2.2. Préparation des pré-cultures

Les pré-cultures sont effectuées dans des fioles d’erlenmeyer de 250 ml contenant 50
ml de milieu de culture liquide (ISP2/MS/MSS). A Chaque erlenmeyer de MS et de MSS sont
ajoutées d’une source de carbone soit (glucose, glycérol, amidon, saccharose ou dextrine).

A T’aide d’un emporte-piéce métallique et stérile, ces fioles sont inoculées par des
spores et des fragments mycéliens de la souche AHO23, qu’elles sont recueillies a partir des
cultures agées de 10 jours sur milieu ISP2 solide. L’age de la pré-culture affecte également la
production et ¢a s'explique par des expériences menées sur I’effet de I’age de la préculture, qui
ont montrés que les inocula agés de 24h a 48h conduisaient, a I’obtention d’une bonne
reproductibilité, alors que des pré-cultures plus dgées ont donné des rendements plus faibles.
Les pré-cultures sont ensuite incubées a 30°C dans un shaker (New Brunswick Scientific) sous

une agitation a 250 rpm pendant 2 a 3 jours.

111.3.2.2.3. Milieux de cultures utilisés
D’aprés Bourass et al., 2006, trois milieux de culture sont recommandés :

e ISP2 (International Streptomyces Project 2)

C’est un milieu liquide de sporulation pour la croissance et notamment pour la
conservation bactérienne. Il est composé de : 4g du glucose, 4g d’extrait de levure et 10g
d’extrait de malt.

e MS (Milieu synthétique)

C’est un milieu relativement pauvre constitué de substances chimiques pures, sa
composition qualitative et quantitative est rigoureusement connue, ce milieu contient : 10g de
source de carbone (le glucose, le glycérol, le saccharose, I’amidon et la dextrine) ; 2g de NaCl ;
1g de KoHPO4 ; 0.5g de KH2PO4; 0,29 de MgSQO4, 7H20 ; 2g de CaCOs ; 29 de (NH4)2SO4.

e MSS (Milieu semi synthétique)

Sa composition exacte est mal connue que pour certains composants (d’un point de vue
quantitatif, pour les produits ayant un intérét, comme les facteurs de croissance), les autres
composants étant présents de maniére empirique. Ce milieu est composé de : 10g de source de
carbone (le glucose, le glycérol, le saccharose, I’amidon et la dextrine) ; 2g de NaCl ; 1g de
K2HPO4 . 0.5g de KH2POy4; 0,29 de MgSOs4, 7H20 ; 2g de CaCOs ; 2g de (NH4)2SO0s ; 29

d’extrait de levure.

111.3.2.2.3.1. Préparation des sources de carbone
Cing sources de carbone ont été choisies (glucose, glycérol, le saccharose, I’amidon et

la dextrine), 1,5g pour chaque source de carbone est ajoutée a 10ml de 1’eau distillée, afin

25



Chapitre 111 Matériels et méthodes

d’ajuster le volume du milieu a 150 ml pour garder la concentration des sources de carbone.
Qui vont étre autoclaves séparément des milieux de culture pour éviter la caramélisation des
sources de carbone. Par la suite ces derniéres sont additionnées apres le refroidissement des

milieux de culture.

111.3.2.2.3.2. Ajustement de PH des milieux de culture et la stérilisation

D’une fagon générale, la production des antibiotiques est optimale a PH légérement
basique tandis que les PH trés alcalin ou au contraire acides, ne favorisent pas la production.
Pour cela le PH des milieux est ajusté a 7,2 avec une solution de NaOH (pour régler le PH,
ajouter du NaOH si le milieu est acide et ajouter I’HCI si le milieu est alcalin).

La stérilisation est effectuée dans un autoclave a vapeur d’eau sous pression (1 bar), a
haute température de 121°C pendant 20min.Cette étape est destinée a détruire tous les germes

présents au depart dans le milieu.

111.3.2.2.4. Préparation des cultures

Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyers de 500ml contenant chacun 100ml de
milieu de culture liquide ISP2/MS/MSS. Les fioles d’erlenmeyer sont ensemencées par un
inoculum des pré-cultures en phase exponentielle de croissance (agé de 48 h) d’actinobactérie,
le volume de I'inoculation est de 3 ml (3% du volume utile). Les cultures sont incubées dans un
shaker aux mémes conditions de température et d’agitation que les prés-cultures (30°C et 250
rpm) pendant 10 jours, cette durée correspond a la production maximale de substances actives
produite par la souche. Cette préparation sert d’avoir une population bactérienne en forme,

surement dans la phase exponentielle.

111.3.2.2.5. Prélevement

La cinétique est une théorie expliquant un ensemble de phénoménes par le mouvement
de la matiére pour déterminer le milieu et le jour optimal de la production dans des conditions
déterminées. Cette cinétique a été suivie pendant 10 jours a partir des prélevements ponctuels,
qui ont été effectués quotidiennement en prélevant 2ml de chaque culture avec une micropipette
dans des tubes d’eppendorf (120 tubes eppendorf pour I’activité, 120 tubes eppendorf pour la
biomasse).

Des prélévements de 2 ml ont été réalisés a des intervalles de temps fixe (24h) dans des
conditions aseptiques a partir des fioles en agitation, ces préelevements ont été mis dans deux

eppendorf de 2 ml stériles. Le premier est destiné a 1’estimation des variations de PH et de la
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biomasse, et le second sert a 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne vis-a-vis des germes

cibles.

111.3.2.2.6. Test d’activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne est mesurée par la méthode de diffusion des puits. Cette
méthode préconisée par Aszalos (1986), pour but de mesurer toute substance utilisée pour
détruire les micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens et
antifongiques.

Apreés centrifugation a 12000 rpm pendant 10 mn, une aliquote de 0,1 ml du surnageant
du milieu de fermentation est introduite au fond d’un puit de 10 mm de diamétre (dont chaque
puit pour un jour précis) creusé a 1’aide d’un emporte-piéce en acier inoxydable stérile dans le
milieu ISP2 semi solide (contenant 12 g d’agar par litre uniquement, pour permettre une
meilleure diffusion des substances actives) préalablement ensemencé avec un germe cible. Les
boites sont placées a 4°C pendant 2h, puis incubées a 30°C pendant 24h. La lecture des résultats
de Pactivité antibactérienne est estimée par la mesure du diameétre des zones d’inhibition (zone

claire) autour des puits de la souche (figure 4).

/7

f/’ E Tube a hémolyse
Puit de 10mm de diamétre ,//
. =

*

Les germes cibles ensemencés

sur le milieu ISP2 /

Incubation a 37C pour les
bactéries et a 25C pour les

champignons
Surnageant de la culture

de saccharothrix

Mesure de diamétre de zone 100p du surnageant imtroduit au fond d'un puit
d'inhibition par mm

Figure 4 : Mise en évidence de I’activité de la souche AHO23 sur ISP2 par la méthode des
puits.
111.3.2.2.7. Suivi du PH des cultures de la souche AHO23
Le PH et la croissance sont également mesurés durant toute la période de culture.
Chaque jour, une aliquote de 2 ml de la culture homogenéisée est prélevee stérilement dans un
tube eppendorf de 2 ml préalablement taré. Apres centrifugation a 12000 rpm (Centrifuge 54

14 R) pendant 10 mn, le surnageant est récupéré séparément et utilisé immédiatement pour
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enregistrer les variations du PH au cours du temps d’incubation par un PH métre (HANNA
instruments). Le suivi de 1’évolution de PH permet de mesurer 1’activité de I’antibiotique et

aussi savoir si le milieu est contaminé ou pas.

111.3.2.2.8. Suivi de la croissance de la souche AHO23

Cette mesure est effectuée selon la méthode de Pfefferle et al., (2000). Apres avoir
récupérer le surnageant, le culot mycélien obtenu de la centrifugation est lavé par I’'HCI pour
éliminer le CaCOs3, exception faite pour les tubes eppendorf de I’ISP2.

Une deuxieme centrifugation se réalise pour passer au lavage avec 1’eau distillée, ensuite
une troisieme centrifugation est opérée, les eppendorf contenant le culot servira pour la mesure
de la croissance cellulaire en fonction du temps (par mesure du poids sec de la biomasse
contenue dans un volume de culture connu), puis déposés dans un four a 105°C pendant 24 h
afin d’éliminer les goulettes d’eau issues du ringage. Le poids sec obtenu est rapporté en
gramme de matiére séche par litre de milieu de culture. Les pesées sont effectuées sur une
balance analytique (KERN).

111.3.3. Recherche du meilleur solvant d’extraction antimicrobien de la souche AHO23
Pour sélectionner le meilleur solvant d’extraction de 1’antibiotique. Trois solvants non

miscibles a 1’eau ont été choisis de polarité croissante.

111.3.3.1. Préparation des cultures

La production de métabolites actifs a été réalisée sur milieu ISP2 liquide, les souches
sont inoculées dans des erlenmeyers de 500 ml contenant chacun 100 ml du milieu de culture,
ont été inoculées par 3 ml de pré-culture, et les cultures sont incubées a 30°C sous 1’agitation

de 250 rpm, jusqu’au jour optimal de la production déterminée lors de la cinétique.

111.3.3.2. Extraction des substances antimicrobiennes

Le principe de I’extraction par les solvants organiques se résume en une séparation du
milieu de fermentation en deux phases ; une phase organique et une phase aqueuse et de faire
passer les molécules bioactives dans la phase organique.

Selon la technique décrite par Badji et al., (2005) et celle de Zitouni et al., (2005),
I’extraction des antibiotiques a partir du surnageant de culture exige le choix d’un solvant non
miscible a ’eau. A cet effet trois solvants de polarité croissante ont été utilisés (Acétate
d’éthyle, Butanol et Dichlorométhane).Afin de déterminer le meilleur solvant d’extraction qui

permet d’obtenir le diametre d’inhibition le plus élevé.
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Les cultures sont refaites dans le milieu choisi et sont arrétées au jour de production
optimale (précédemment déterminé lors des cinétiques). Le surnageant est récupéré aprés une
centrifugation afin d’éliminer la masse mycélienne et garder uniquement les substances actifs
produites par la souche, puis mélangé dans une ampoule a décanter avec un mélange a volume
égal de solvant(s)/surnageant de culture (V filtrat = V solvant) avec une douce agitation pendant
quelques secondes et dégazage de temps a autre. Aprés agitation et décantation, la phase
aqueuse a été éliminée et la phase organique (supérieure) est récupérée, puis filtrée par passage
a travers un papier filtre (Whatman n°1) contenant du sulfate de sodium anhydre (entonnoir +
papier filtre+ 2g de sulfate de sodium ou un peu plus) afin d’assurer 1’¢limination de toute trace
d’eau résiduelle et tous les impuretés et les contaminants hydrophiles restants. L’extrait de la
phase organique est concentré a sec a I’aide d’un rotavapor puis solubilisé dans un volume de

méthanol, pour étre testés par la méthode d’antibiogramme.

' Préparation des pré-cultures (de 6 jours déterminées ‘
précédemment lors de cinétique).

!

Incubation des pré cultures a 30°C sous I’agitation de
250mpm

r Centrifugation (80001pm/20min) ﬁ'

= ) V filtrat = V solvant —
{ Filtrat de culture ] Le filtre est rempli de NaOH [ Culot mycélien ]
e *  pour éliminer les impuretés. -

Dichlorom étha{ne

Acetate d’ethyle

En haut - La phasc organique En hemt : la phasc organique En haut : la phasc aquecuse
En bas : La phase aqueuse En bas - la phase aqueuse En bas - la phase organique
¥ ¥
[ La phase organique J [ La phase aqueuse }
»| Reécupération des résidus par le méthanol ]
v
l Séchage par séchoir a main

Récupération du résidu par le méthanol
dans des tubes d’"HPLC

Concentration a sec 40°C de la phase

Figure 5 : Extraction des antibiotiques a partir des filtrats de cultures.
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111.3.3.3.Antibiogramme

Les différents antibiotiques testés appartiennent a la souche AHO23, extraits a partir de
différents solvants. L’efficacité de ces antibiotiques est testée vis-a-vis des germes cibles par la
méthode d’antibiogramme.

Elle consiste a utilisé des disques en papier buvard de 6mm imprégnés d’une
concentration fixe d’antibiotique (80uL), ou d’antifongique (100uL), dans des conditions
d’asepsie par une micro-seringue, afin de tester la sensibilité des germes bactériens aux
antibiotiques. Les disques sont séchés a froid par I’intermédiaire d’un séchoir, afin d’évaporer
le solvant, puis sont stérilisés sous UV a 254nm pendant 45min, avant d’étre placés a 1’aide
d’une pince stérile soigneusement a la surface du milieu gélosé ISP2 semi solide inoculé par
une suspension d’une culture pure et identifiée d’un germe cible. Les disques ne sont pas
déplacés apres leur application.

Les boites sont maintenues a 4c® pendant 2h pour permettre une pré-diffusion de
I’antibiotique et I’antifongique, avant d’étre incubées a 30c® pendant 24h. Pendant cette période,
ces substances actives se diffusent de facon uniforme. Un gradient de concentration s’établit
entre la culture du germe cible et la diffusion du disque, qui s’exprime par une zone d’inhibition
de la culture, qui a été mesurée avec précision par une régle. La détermination des diametres
des zones d’inhibition permet une estimation de la concentration minimale inhibitrice des

germes cible aux substances testés.

[
o iy Disques
f""}?( =¥ [ aaTB

Prendre I'ATB extrait

par une micro-seringue
Ensemencement par Cg.
2

germe cible

Développement
microbien sur la
gélose nutritive

Placer les disques imprégnés

Zone d’inhibition (germe
sensible a la substance active) sur la gélose

Figure 6 : La méthode de I’antibiogramme.
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111.3.3.4. Analyse de I’extrait de la souche AHO23 par HPLC

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une méthode physique
d’analyse basée sur la séparation et la purification d'un ou de plusieurs composés d'un mélange
en vue de leur identification et de leur quantification.

L’appareil d’HPLC utilisé est de marque Agilent®1260, équipé par des éléments qui sont
résumés dans 1’annexe 1.

La phase mobile liquide (éluant) constituée par un mélange filtré et dégazé de méthanol et
d'eau bidistillée, elle croitre selon un gradient continu de 20 a 100% de méthanol dans 1’eau
pendant 30 min, Le débit de I'éluant est de 1 ml/min et la détection se fait a 220 nm a cette
longueur d'onde tous les composés (colorés et non colorés) sont détectés.

Avant D’injection des échantillons, la colonne (phase stationnaire) est conditionnée et
équilibrée avec 20% de méthanol dans I’eau pendant 30min. Les extraits organiques obtenus
apres I’extraction initiale, qui ont été effectuées a partir des cultures poussées sur le meilleur
milieu et la période préférable de la production d’antibiotique. Ces extraits sont séchés,
solubilisés dans 1 ml de méthanol, et ultrafiltrés a l'aide d’un filtre de 0,2 um de porosité, puis
ils sont introduits dans ’appareil HPLC a raison de 100 pL par injection.

Les fractions obtenues (matérialisées dans les chromatogrammes par des pics) sont
récupérées séparément par I’évaporation du solvant sous vide a 40°C puis testées par

antibiographie contre les bactéries de type : Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus 639,

typhi,
Agrobacterium, Aspergillus

Listeria  monocytogenes, Mycobacterium Salmonella Escherichia

coli(E.coli25922) (E.coli87),

carbonarius. Contre les champignons de type : Aspergillus ochraceus, Aspergillus fumigatus,

leprae,
Pseudomonas aeruginosa,
Fusarium culmurum, Fusarium poae, Umbelopsis ramanniana, Penicillium expansum,
Penicillium glabrum, Candida albicans.
Afin de localiser les fractions actives, le tableau 5 résume les conditions d’élution des
antibiotiques par HPLC.
Tableau 5 : Conditions d’élution des antibiotiques par HPLC.

Temps | Débit Eau Méthanol
(min) | (ml/min) | (solvant A %) | (solvant B %)
« Pré-run » (équilibrage de la colonne) 10 1 80 20
N 0 1 80 20
« Run » (gradient linéaire) 55 1 0 100
55 1 0 100
« Post-run » (lavage de la colonne) 65 1 0 100
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Figure 7 : Schéma de I’installation de la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC Agilent®1260).
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Chapitre 1V Résultats et discussion

IV.1 ETUDE TAXONOMIQUE DE LA SOUCHE AHO23
IV.1.1. Caractéristiques phénotypiques et phylogénétiques d’isolat
1V.1.1.1. Résultats

IV.1.1.1.1 Caractéristiques macro et micromorphologiques

Lors de cette étude, nous avons remarqué que, d’une manicre générale, la croissance de
la souche AHO23 est bonne sur les milieux ISP2 et moyenne sur ISP4. Quant a la production
du mycélium aérien (MA), elle est favorisée par au moins un des milieux de culture utilisés (le
meilleur étant ISP2). L’observation au microscope optique, au grossissement, 10 x 40 a montré
que le MA est ramifié et se fragmente de maniére anarchique, souvent en zig-zag, donnant
naissance a des chaines de spores coccoides ou en batonnets, plus ou moins individualisées et
non mobiles. Les résultats consignés dans le tableau 6 et illustrés dans la figure 8.

D’aprés les caractéristiques culturales et micromorphologiques, de la souche AHO23
est été classée dans le genre Saccharothrix. Leur MA se fragmente anarchiquement en chaines

de spores moins individualisées et qui ne laissent pas d’espaces entre elles.

Figure 8. Macromorphologiques(A) et Micromorphologie(B) de la souche AHO23. Les
chaine de spores de la souche AHO23 poussant sur milieu ISP2 et observés au microscope

optique (grossissement 10 x 40).
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. Les Caractéristiques culturales .
hilictiiae Croissance : mycelium de PN
culture mycelium Aeérien y soluble
Substrate
+ beige a beige Brun rougeatre tres | ++++ rouge
ISP2 +++ g 9 ge ug
moyen foncé fonce
++ rose a rose +++ orange
ISP4 ++ . ++ orange moyen g
orangé moyen
R rose blanchatre a rose .
CHV + rose blanchéatre \ . + rose clair
tres clair

Tableau 6 : Caractéristiques culturales de la souche AHO23.

IV.1.1.1.2. Caractéristiques physiologiques

L’étude physiologique concerne I’isolat de la souche AHO23 dans le but de la différencier

de celle de I’espéce Saccharothrix xinjiangensis appartenant au méme groupe morphologique,

les résultats sont résumés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Comparaison des caractéristiques physiologiques de la souche AHO23

Avec I’espéce de Saccharothrix xinjiangensis.

Tests AHO23 Saccharothrix xinjiangensis NBRC
1019117 (AB381939)
Utilisation de source de carbone :
L-arabinose + +
Lactose + +
Raffinose - +
L-rhamnose + +
D-sucrose + +
D-xylose + +
Methyl a-D-glucose - +
D- sorbitol - -
Melibiose - +
Hydrolyse de :
Gelatin ++ Nd
Citrate Nd Nd
Lactate Nd Nd
Starch + +
Tyrosine + -
Nitrate reduction + -

Croissance en presence de:

5% NaCl (w/v)

Note : + : test positif ; — : test négatif ; Nd : non déterminé.
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Les résultats des tests physiologiques au niveau de ce tableau montrent :

» Les ressemblances entre la souche AHO23 et Saccharothrix xinjiangensis dans
I’utilisation de L’arabinose, Lactose, L-rhamnose, D-sucrose, D-xylose, et dans
I’hydrolysation de Starch. La souche AHO23 et Saccharothrix xinjiangensis poussent
en présence de 5% de NaCl (w/v).

> Les différences sont au niveau de la dégradation de Raffinose, Methyl a-D-glucose,

Melibiose et I’hydrolysation de Tyrosine et la réduction de nitrate.

1V.1.1.1.3. Caractéristiques phylogénétiques

60 AHO23
Saccharothrix xinjiangensis NBRC 101911" (AB381939)

3
Saccharothrix syringae NRRL B-16468 " (JNY001000115)

Saccharothrix coeruleofusca NRRL B-16115 " (AF114805)

Bl g
Saccharothrix tamanrassetensis SA198" JN036396)

Saccharothrix australiensis NRRL 11239 (AF114803)

15 59 —
B Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137T{ AY054972)

Saccharothrix ghardaiensis MB46 T(K\r(}21320)

- o Saccharothrix espanaensis DSM 429" (HEB04045)

59 Saccharothrix varisporea NRRL B-16296 " (GQ917213)

Saccharothrix saharensis SA152 " (FJ379333)

Saccharothrix camea NEAU-yn17 T (KC195859)

Saccharothrix hoggarensis SA181" ( HQ399564)

Lechevalieria flava NRRL B-16131" (AF114808)

P

0.0050

Figure 9 :.Arbre phylogénétique (neighbor-joigning) basé sur 1’analyse des séquences du
geéne codant pour I’ARNr 16S de la souche AHO23.
Note : Les nombres figurant au niveau des nceuds indiquent les pourcentages du « bootstrap

», et la barre indique 0,005 substitutions par position de nucléotide. L’espéce Lechevalieria

flava est ajoutée comme “outgroup”.
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La souche AHO23 est révélée appartenir au genre Saccharothrix. Ce genre, mis en
évidence pour la premiére fois par Labeda et al., (1984), a été également isolé a partir des sols
sahariens ou plusieurs nouvelles espéces ont pu étre décrites suite aux travaux de laboratoire
LBSM. C’est le cas de Saccharothrix algeriensis (Zitouni et al., 2004a), Saccharothrix.
Saharensis et Saccharothrix. hoggarensis (Boubetra et al., 2013), ainsi que Saccharothrix.
tamanrassetensis (Boubetra et al., 2015). De méme, les résultats de 1’étude physiologique,
renforcés par ceux de I’étude moléculaire, ont montré que cette souche se rapproche de
différentes especes appartenant a ce genre.

L’analyse de la fraction du géne codant pour I’ ARNr 16S de la souche AHO23, a permis
de confirmer les résultats des études phonétiques quant a leur appartenance au genre
Saccharothrix, avec des taux de similarités compris entre 97 et 98,60 % selon les especes.
L’espéce la moins différente étant Saccharothrix xinjiangensis (Labeda et Lyons, 1989), avec
un pourcentage de similarité de 99,64 %. L’arbre phylogénétique obtenu (Figure 9) a montré
que cette souche est proche entre elle et forme un cluster avec cette espece. Des pourcentages
de similarité inferieur s a 98,65 % ont été également enregistrés avec Saccharothrix

hoggarensis.

IV.1.1.2. Discussion

L’exploitation du genre Saccharothrix effectuée dans les sols sahariens de la région de
Tamanrasset. Cette région occupe une place de choix parmi les sols sahariens d’Algérie qui
représentent des écosystemes extrémes et particuliers, révélés étre et riches en genre
Saccharothrix. Les travaux effectués par Sabaou et al. (1992 et 1998), Boudjella (1994),
Zitouni (1995), Zitouni et al. (2004), Badji et al. (2005, 2007), Meklat (2012), Aouiche
(2013) et Saker (2015) ont montré la richesse de ces sols en actinobactéries, y compris des
genres rares ou peu fréquents.

Dans ce travail, une étude taxonomique a été élaborée pour identifier notre souche, avant
d’entamer le protocole de production d’antibiotique. Cette étude repose sur les caractéristiques
morphologiques (macro et micromorphologiques), physiologiques (par utilisation de composés
organiques et tester la sensibilité a certains agents physiques et chimiques), et moléculaires
(séquencage du géne codant pour I’ARNr 16S et hybridation ADN/ADN) (Goodfellow et al.,
2012).

En premier lieu, nous avons examiné la morphologie de la souche AHO23, les résultats
de cette étude sont illustrés dans la figure 8 et dans le tableau 6. Cela nous permet de classer
provisoirement la souche AHO23 au genre Saccharothrix.
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La souche AHO23 posséde un mycélium aérien qui se fragmente de maniére anarchique
en longues chaines de spores immobiles (souvent en zig-zag) et un mycélium du substrat
fragmenté.

D’apres Labeda et al en 1984, la caractéristiqgue macro et micromorphologiques de la
souche AHO23 ressemblent absolument a celles du genre Saccharothrix, en plus de certains
détails comme 1’absence d’espaces entre les spores du MA et la fragmentation parfois exagérée
du mycélium du substrat montrent I’appartenance de ces souches au genre Saccharothrix.

En second lieu, nous avons étudié les caractéristiques physiologiques et moléculaires de
I’isolat d’actinobactérie afin de confirmer les genres et de déterminer les especes le plus
proches.

La variabilité des résultats des tests physiologiques entre la souche AHO23 et
Saccharothrix xinjiangensis NBRC101911T (AB381939) au sein d’un méme groupe
morphologique sont présentés dans le tableau 7, nous laissent supposer que cette souche
pourrait appartenir a une nouvelle espece du genre Saccharothrix. Toutefois, leur originalité
reste & confirmer par des hybridations ADN-ADN pour assurer leur position taxonomique.
Cependant, I’arbre phylogénétique illustré par la figure 9 montre que cette souche constitue une
lignée qui s’est révélée étre bien distincte de toutes les espéces existantes de Saccharothrix.

Tous ces résultats, confirment fortement que la souche AHO23 appartient a une nouvelle
espéce du genre Saccharothrix.

IV.2.PRODUCTION DES ANTIBIOTIQUES PAR LA SOUCHE AHO23
IV.2.1. Mise en évidence de I’activité antagoniste de la souche AHO23 sur milieu solide

IV.2.1.1 Résultats

La souche AHO23 de Saccharothrix sp. a été testée pour son pouvoir antagoniste par la
méthode des cylindres d’agar sur milieu solide ISP2 contre divers germes cibles dont des
bactéries a Gram positif, a Gram négatif, des champignons filamenteux et une levure. Les

distances d’inhibition de la croissance des germes-cibles sont consignées dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Activité antagoniste de I’isolat AHO23 de Saccharothrix sp. contre les germes-

cibles par la méthode des cylindres d’agar.

Les microorganismes cibles zone d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus (MRSA 639c) 29
Staphylococcus aureus (S) 33
Listeria monocytogenes (ATCC 13932) 30
Bacillus subtilis (ATCC 663) 34
Escherichia coli (ATCC 8739) 34
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 15
Acinetobacter baumannii (S54) 26
Salmonella typhi (ST) 0
Agrobacterium(Agro) 32
Aspergillus carbonarius (AC) 24
Aspergillus westerdijkiae (ATCC 3174) 26
Aspergillus fumigatus (AF) 21
Aspergillus ochraceus (A0) 23
Umbelopsis ramanniana (NRRL 1829) 22
Penicillium exapansum (Pe) 25
Penicillium glabrum (Pg) 30
Fusarium poae (Fp) 24
Fusarium culmorum (Fc) 36
Candida albicans (M3) 20

Les résultats obtenus montrent une activité variable de la souche AHO23 de
Saccharothrix sp. vis-a-vis des germes cibles testés. Cette souche a présenté un effet
antimicrobien remarquable contre tous les germes-cibles, avec une zone d’inhibition plus
importante contre le champignon filamenteux Fusarium culmorum (36 mm), ainsi que les
bactéries a Gram positif telles que Bacillus subtilis (34mm), Staphylococcus aureus (33mm) et
Listeria monocytogenes (30mm).

Cependant la souche a montré une activité moyenne entre (26mm et 20mm) contre les

autres champignons filamenteux et la levure. Ainsi contre les bactéries a Gram négatif telles
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qu’E. coli avec une zone d’inhibition de 34 mm, Agrobacterium (32mm) et Acinetobacter
baumannii avec 26mm, Pseudomonas aeruginosa (15mm) sauf Salmonella typhi (Omm) qu’elle

présente plus de résistance par rapport aux autres.

IV.2.1.2. Discussion

La souche AHO23 de Saccharothrix sp. cultivée dans le milieu ISP2 est active contres
tous les microorganismes testés. Le choix de I’ISP2 comme milieu de culture est basé sur les
travaux de Badji (2006), Boudjella (2007), Aouiche (2013), Boubetra (2013), Toumatia
(2015) et Driche (2016) qui ont tous obtenu de tres bons résultats avec ce milieu de culture par
rapport a d’autres milieux. Le milieu ISP2 est riche en éléments nutritifs (milieu complexe),
fournit des facteurs de croissance et d’autres précurseurs qui favorisent la production des
antibiotiques par les souches d’actinobactéries.

Le pouvoir antimicrobien de la souche d’actinobactérie mycélienne a été évalué par la
méthode des cylindres d’agar contre 20 microorganismes-cibles. Cette méthode convient mieux
a mesurer la sensibilité des microorganismes cibles a ’antibiotique testé. Une bonne activité
antimicrobienne a été obtenue par la souche AHO23. En effet d’autres travaux précédents ont
montré des propriétés antagonistes intéressantes des espéces appartenant au genre
Saccharothrix (Lamari et al., 2002 ; Zitouni et al. 2004a ; Merrouche et al., 2011; Aouiche
et al., 2012; Boubetra, 2013 et Bouznada, 2018). Le genre Saccharothrix est connu comme
regroupant des especes et des souches productrices de plusieurs antibiotiques a spectre d’action
assez large.

Ces substances actives appartiennent a des familles et a des groupes différents, tels
que les aminoglycosides et les benzoquinones (Takahashi et al., 1986), les glycopeptides
(Takeuchi et al., 1992), les nucléosides carboxyliques (Bush et al., 1993), les
heptadécaglycosides (Singh et al., 2000), les dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002;
Merrouche et al., 2010; Merrouche et al., 2011),les anthracyclines (Zitouni et al., 2004), les
macrolides (Powell et Roush, 2001; Zitouni, 2005; Murakami et al., 2009), les angucyclines
(Kalinovskaya et al., 2010), les aromatiques benzéniques (Aouiche et al., 2012) , les
cyanogrisides (Lahoum, 2017) et les phénicolés (Aouiche et al., 2012).

Une bonne activité antimicrobienne a été observée contre toutes les bactéries Gram
positif et les champignons et a degré moindre chez la levure, tandis que ’activité était moyenne
vis-a-vis les bactéries a Gram négatif par rapport a leurs homologues les Gram positif.

Les résultats obtenus par plusieurs auteurs ont mentionné que la plupart des

antibiotiques sécrétés par les souches de Saccharothrix ciblent surtout les bactéries a Gram
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positif et rarement dirigée contre les bactéries a Gram négatif. Cependant, le cas de
Saccharothrix spp.MB29 de Bouznada (2018) n’a enregistré aucune activité contre E. coli, par
contre notre souche AHO23 a noté des résultats contre trois bactéries a gram négatif qui sont
E. coli, Agrobacterium et Acinetobacter. En revanche les bactéries a Gram négatif se sont
révelées plus au moins résistantes comme Salmonella typhi dans notre cas (Takeuchi et al.,
1992; Kinoshita et al., 1999; Wang et al., 2000; Lamari et al., 2002a; Zitouni, 2005). Les
¢tudes ont déclaré que I’intensité de cette résistance est due en premier lieu, a ’enveloppe des
bactéries a Gram négatif qui peut moduler la diffusion de 1’antibiotique de son entrée par les
porines situés sur la membrane externe, ainsi réguler son expulsion par le transport actif assuré
par les pompes d’efflux qui se traversent les deux membranes de 1’enveloppe (Gupta et al.,
2011).

En second lieu, a I’occurrence facile de ces microorganismes aux plasmides portants des

genes de résistance mobiles (Carattoli et al., 2006 ; Carattoli, 2009).

IV.2.2. Cinétique de croissance, de PH et de production des antibiotiques par la souche
AHO23 en milieu liquide

IV.2.2.1. Résultats

Une cinétique de croissance, de PH et de production des molécules bioactives par la
souche AHO23 a été suivie quotidiennement pendant 10 jours d’incubation sur deux milieux
de culture liquides de nature différente (le milieu ISP2, le milieu MS ajoutée de dextrine) dans
le but de déterminer le milieu le plus favorable a la production d’antibiotique et le temps
d’incubation nécessaire a cette production. Cette étude a été effectuée par la méthode de
diffusion des puits contre Escherichia coli (Ec), Listeria monocytogenes (Lm), Staphylococcus
aureus 639 (Sa.S639), Aspergillus carbonarius (AC), Aspergillus ochraceus (AO), Fusarium

culmurum (FC) et Umbelopsis ramanniana (UR).

IV.2.2.1.1 Milieu ISP2

Les résultats illustrés par la figure 12 montrent que la croissance débute par une phase
d’accélération au 1*" jour, suivi d’une phase exponentielle entre le 1° et 3*™ jour, cette phase
est accompagnée d’une augmentation du poids sec a cause de la ramification du mycélium. Et
elle la suit une phase stationnaire (J3 & J5), ensuite une courte phase de déclin entre le 5™ et
le 7°™ jour .Au-dela du 7°™ jour, il est noté I’apparition d’une deuxiéme phase exponentielle

du 7°™ jour au 10°™ jour avec une courte phase stationnaire entre le 9°™ et 10°™ jour.
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Sur le milieu ISP2, le PH s’acidifie Iégerement de (PH=7.2) a (PH=6,7) entre le 1* et
le 2éme jours, puis il augmente de nouveau d’une maniére progressive jusqu’au 10°™ jour
(PH=8.4).

La production de molécules antibactériennes contre E. coli, et L. monocytogenes
commence a apparaitre des le premier jour de la cinétique. Par la suite, cette activité augmente
progressivement et atteint son maximum le 6°™ jour, ensuite une légére diminution a été
remarquée, puis elle a progressé de nouveau pour la deuxiéme fois au 9™, L’activité contre
Sa.5639, n’est remarquée qu’a partir du 4°™ jour, elle augmente graduellement pour atteindre
un premier pic au 6°™ jour et un deuxiéme pic au 9°™ jour.

L’activité antifongique débute le 4°™ jour de la cinétique. Les meilleures activités ont
été notées par F.culmurum avec 2 maximas (le 6éme et le 7éme jour) ainsi que A. carbonarius
avec une maximum activité pendant le (5éme et le 9éme jour). Alors que des bonnes activités
ont été enregistrées par U.ramanniana et A. ochraceus pendant les deux maximas (6éme et

10éme jour). Chaque maximum est suivi par une diminution graduelle de I’activité.
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Figure 10 : Cinétique de croissance, de PH et de production des antibiotiques par la souche AHO23

sur le milieu ISP2.
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1V.2.2.1.2 Milieu MS additionnée de dextrine

La croissance de la souche AHO23 dans le milieu synthétique additionnée de dextrine,
débute par une phase d’accélération et une phase exponentielle entre le 1° et le 3°™ jour, suivi
d’une phase stationnaire (J3 & J5), puis une phase de déclin qui commence & partir de 5™ jour
jusqu’a la fin de la cinétique.

Au cours de cette croissance, L’évolution du PH connait d’abord une acidification du
milieu (PH=5,7) entre le 1° et le 3°™ jour, puis une basification progressive est remarquée
jusqu’au dernier jour de culture (PH=8,2).

Dans ce milieu de production, les activités antibactériennes vis-a-vis L.monocytogenes
et E. coli est détectée dés le 1° jour de la cinétique par contre Sa.5639 commence le 2°™ jour,
cette activité augmente graduellement pour atteindre une valeur maximale lors du 5™ jour.

Simultanément les activités antifongiques apparaissent le 4™ jour de la cinétique, cette
activité est traduit par deux maxima le 5éme et 9éme jour (la phase stationnaire) pour A.
carbonarius et U.ramanniana, et par trois maxima le 5™, 8 et 10°™ jour (la phase
stationnaire et la phase exponentielle) pour F.culmurum et A. ochraceus. Chaque maximum est

suivi par une diminution graduelle de I’activité.
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Figure 11 : Cinétique de croissance, de PH et de production des antibiotiques par la souche AHO23

en milieu MSD.
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1V.2.2.2. Discussion

Les résultats obtenus dans la figure 10 montrent que la courbe de croissance du milieu
ISP2 est caractérisée par la présence de deux phases exponentielles (phénomene de diauxie)
séparée par une phase stationnaire. Ce phénoméne s’observe lorsque le milieu contient deux
sources de carbones, telles que le glucose et le lactose, le glucose et le galactose ou le glucose
et le xylose (Prescott et al., 2013), mais peut également se manifester en présence d’une seule
source de carbone et une d’azote, comme le glucose dans notre cas.

Pendant la premiére phase exponentielle, les acides aminés de 1’extrait de levure sont
utilisés comme source de carbone et d’azote avec une faible consommation du glucose comme
source d’énergie et durant la deuxiéme phase le glucose est utilisé comme source de carbone et
d’énergie.

Cependant le PH du milieu ISP2 subit une acidification apres le 1* jour, puis le PH

s’augmente progressivement, et pour le milieu MSD est subit une acidification dés le 1* jour
suivie par une alcalinisation jusqu’au dernier jour de la cinétique.
La diminution du PH dans les deux milieux est a cause de la dégradation des glucides (Strub,
2008 ; Boubetra, 2013), alors que ’alcalinisation des milicux est expliquée par I’utilisation des
acides aminés présents dans [’extrait de levure, qui sont désaminés pour libérer de
I’ammonium ; ’accumulation de ce dernier provoque 1’augmentation du PH du milieu. La
deuxieme augmentation du PH dans le milieu ISP2 indique I’existence de deux phases
exponentielles (phénomene de diauxie).

Nos résultats, montrent que la souche AHO23 a fourni une meilleure production des
antibiotiques et une forte activité antimicrobienne dans le milieu ISP2 (riche en extrait de malt
et contenant I'extrait de levure comme sources d'azote) mieux que le milieu MS-dextrine
(contenant le sulfate d'ammonium comme seule source d'azote), qui a donné par son réle des
bonnes résultats en comparant par les autres milieux de cultures cités dans la partie matériels et
méthodes.

Presque les mémes résultats ont été approuveés par (Badji, 2006 et Boudjella, 2007)
qui ont testé presque la plupart des milieux a cet effet, et ont trouvé que I’'ISP2 a été le
meilleur choix pour la production d’antibiotiques.

La production moindre des antimicrobiens dans le milieu MS par rapport au celle du
milieu ISP2 pourrait étre expliquée par le manque de I'extrait de levure et de malt qu’ils jouent
un role déterminant dans la synthése des antimicrobiens. L'extrait de levure, de part de sa
composition, constitue une source d'azote riche et diversifiée tres utilisée pour la production
des antibiotiques (Isshiki et al., 1989; Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999; Vertesy
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et al., 2001; Lamari et al., 2002 ; Pandey et al., 2005 ; Gao et al.,2009). Il pourrait aussi que
la présence d’une grande quantité de dextrine dans le milieu synthétique (une concentration de
10g/1) exerce un effet négatif a la biosynthése des molécules bioactives. Cet effet dépend de la
dose puisque plusieurs auteurs ont constaté que les fortes concentrations de glucose ou d'autres
sources carbonées rapidement catabolisables sont genéralement défavorables a la production
(Martin et Demain, 1980 ; Demain et al., 1983).

Dans notre cas, il semblerait que la quantité de dextrine n'exerce pas forcément un effet
répressif sur la production de molécules antimicrobiennes par la souche AHO23, mais il faut
noter que la production des antibiotiques en milieu ISP2 contenant 4g de glucose est meilleure
que le milieu MS qui contient 10 g de source de carbone (dextrine).

Nous avons noté aussi que la production des molécules bioactives par la souche AHO23
a eu lieu au cours de la phase stationnaire et la phase de déclin (entre le 5°™ et le 6°™ jour).
C’est un temps moyen puisque le maximum de production des antibiotiques en milieu liquide
chez les actinobactéries, varie souvent de 3 a 14 jours. Généralement les microorganismes
produisent les métabolites secondaires durant les phases de ralentissement et stationnaire, mais
dans le cas des actinobactéries, cette production peut avoir lieu parfois au tout début de la phase
exponentielle ou encore durant la phase de déclin (Zitouni, 2005 ; Badji, 2006), ce qui
correspond a notre cas ou I’excrétion des antibiotiques se manifeste apreés la lyse des cellules.

De ce fait, on peut conclure que le premier choix a la production des métabolites
secondaire par la souche Saccharothrix sp.AHO23 c’est milieu ISP2, puis s’installe le milieu

synthétique ajoutée de dextrine en deuxiéme.
IV.3. Etude des molécules bioactives produites par Saccharothrix sp. AHO23
IV.3.1. Résultats

IVV.3.1.1. Extraction et mise en évidence des antibiotiques par antibiographie

Les molécules bioactives secrétées par Saccharothrix sp. AHO23 sur milieu ISP2
liquide (le milieu le plus favorable pour la production des antibiotiques) sont extraits le 6°™
jour de culture (jour optimale de production). Le filtrat de culture est récupéré par centrifugation
et les antibiotiques sécrétés sont testés dans une ampoule a décanter par quatre solvants
organiques de polarités différentes (dichlorométhane, acétate d’éthyle, butanol et hexane). Les
extraits organiques sont concentrés a sec, puis récupérés dans 1 ml de méthanol pour tester leur
activité par la méthode des disques de papier (antibiographie) vis-a-vis Escherichia coli
(E.coli), Listeria monocytogenes (Lm), Staphylococcus aureus 639 (Sa.S639), Aspergillus
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carbonarius(AC), Aspergillus ochraceus(AO), Fusarium culmurum(FC) et Umbelopsis
ramanniana(UR), afin de sélectionner le meilleur solvant d’extraction. Les résultats de
I'extraction des antibiotiques a activité antimicrobienne par les quatre solvants sont consignés

dans le tableau 9 et sont illustrés dans la figure 12.

Tableau 9 : Zones d’inhibition (mm) de la phase organique de la souche AHO23 issue de

I’extraction par I'utilisation des 04 solvants organiques.

1SP2 BACTERIES CHAMPIGNONS

LM E.coli | Sa639 | AO AC UR FC

Dichlorométhane 0 . 46 mm | 35 mm & 15 mm 2 A0
mm mm mm mm mm

Acétate d’éthyle >4 % 46 mm | 42 mm 22 18 mm 27 20
mm mm mm mm mm

Butanol 60 62 45 mm | 47 mm 25 20 mm 45 25
mm mm mm mm mm

Hexane 0 0 0 0 0 0 0 0

Selon les résultats de tableau 9 I'activité antibactérienne et antifongique est détectée dans
les phases organiques des extraits au dichlorométhane, a lI'acétate d'éthyle et au butanol, mais
pour I’hexane aucune activité n’est détectée dans ces extraits de la souche AHO23.

Le dichlorométhane a été retenu de nos expérimentations comme le meilleur solvant
d'extraction des composés bioactifs pour le milieu ISP2 méme si son pouvoir d'extraction est

légérement moindre que celui de butanol et d’acétate d'éthyle.

Figure 12 : Activité antibactérienne de 1’extrait organique de la souche AHO23.
a: L. monocytogenes sur milieu ISP2, b: E. coli sur milieu ISP2
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1\VV.3.1.2. Purification des molécules bioactives par HPLC

L’analyse par HPLC a été effectuée pour I’extrait au dichlorométhane provenant de la
culture de la souche AHO23 sur le milieu ISP2 et apres une incubation de 6 jours & 30C°. Les
extraits analysés sont concentrés a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif a 35°C, récupérés par le
méthanol, afin de purifier les composés bioactifs par HPLC (figure 13). Le volume récupére est
filtré par un filtre seringue, puis injecté dans I'HPLC La détection se fait a 220 nm et a 575 nm.

A 220 nm Dextrait organique de la souche AHO23 a donné 14 pics dont 7 sans colorée.
Cinq pics sont majoritaires et neuf pics sont minoritaires. En revanche, une seule fraction (pic
8) est détectée a 450 nm car les fractions non colorées n’absorbent pas a cette longueur d’onde,

La détection se fait pendant 60min les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 14.

Figure 13 : L’extrait organique obtenu par le dichlorométhane provenant a partir

d’une culture de la souche AHO23 sur le milieu ISP2 pendants 6jours.
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Figure 14 : Profil d’élution en HPLC analytique obtenu a 575 nm de I’extrait au
dichlorométhane de la souche AHO23.

1VV.3.2. Discussion

L’activité antibiotique des substances secrétées par la souche AHO23 a été mise en
évidence dans la phase organique avec I’utilisation de quatre solvants organiques, ces
substances actives ont été ensuite récupérées par le méthanol qui présente un pouvoir
d’extraction important griace a sa polarité élevée et permet la faciliter d’extraction a partir du
milieu de culture

Le choix du meilleur solvant d'extraction de I'activité antibiotique repose sur le travail
du solvant, ou il doit extraire une bonne activité antimicrobienne, avec moindre d'impuretés.
Tel est le cas pour le dichlorométhane qui s’est avéré d’étre le meilleur solvant d’extraction,
car il rend le processus de purification par HPLC relativement plus facile (Lamari, 2002a ;
Zitouni, 2005 ; Merrouche, 2012). Par rapport au butanol qui rend les purifications et la
récupération des résidus par le méthanol plus difficiles, avec beaucoup d'impuretés (Zitouni,
2005 ; Boudjella, 2007).

L’analyse par HPLC de I’extrait organique au dichlorométhane de la souche AHO23 a

indiqué la présence de 14 pics. Chaque pic peut correspondre a un antibiotique de nature
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chimique différente. En effet, plusieurs études ont montrés que les espéces d'actinobacteries
appartenant au genre Saccharothrix ont la capacité de produire un grand nombre
d’antibiotiques, telle que Saccharothrix algeriensis qui produit plus d’une vingtaine de
molécules d’antibiotiques appartenant a la famille des dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002 ;

Merrouche et al., 2010 et Merrouche et al. 2011).
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Conclusion et perspectives

Dans nos jours, I’intérét a découvrir des solutions efficaces au phénomene de multi
résistance des microorganismes pathogenes pour I’homme et d’autres étres vivants est plus
urgent que controler la propagation de ces microorganismes multi résistants. Ce qui nécessite
la découverte de nouveaux antibiotiques. Les actinobactéries mycéliennes constituent une
source tres importante en antibiotiques notamment ceux apparentent a des genres rares ou peu
fréquents et provenant des environnements extrémes et particuliers, tels que le genre
Saccharothrix.

Le présent travail qui rentre dans le cadre d’un axe de recherche du Laboratoire de
Biologie des Systéemes Microbiens (LBSM) de I'Ecole Normale Supérieure de Kouba-Alger,
vise a étudier le pouvoir antagonisme et la production des antibiotiques a partir de la souche
AHO23 provenant des sols non exploités de la région de Tamanrasset.

Les résultats des tests phénotypiques (macromorphologique et micromorphologique)
ainsi que I’ensemble des critéres physiologiques et génomiques ont permis d’affilier la souche
AHO23 au genre Saccharothrix. Avec des taux de similarités compris entre 97 et 99,64 % selon
les especes. La souche la plus proche étant Saccharothrix xinjiangensis avec un pourcentage de
similarité de 99,64 %.

Les résultats de I’antagonisme ont montré que notre souche (AHO23) présente une
bonne activité contre différentes bactéries pathogenes Listeria monocytogenes (30mm),
Bacillus subtilis (34mm), Escherichia coli (34mm) et une bonne activité contre quelques
champignons Fusarium culmorum (36mm), Penicillium glabrum (30mm), Aspergillus
westerdijkiae (26mm).

Les résultats obtenus lors des cinétiques de production des antibiotiques de la souche
AHO23 sur les différents milieux de culture ont montré qu’une meilleure activité contre les
germes cibles a été enregistrée sur les milieux ISP2 et MS-dextrine liquides. La croissance est
diauxique sur le milieu ISP2 et la production maximale des antibiotiques est obtenue durant la
phase exponentielle et la phase de déclin (entre le 6™ et le 9 *™ jour). Donc le milieu ISP2 est
retenu pour la production finale des antibiotiques, lesquels ont été extraits par le
dichlorométhane qui a été sélectionné comme le meilleur solvant d’extraction et de purification
des molécules actives.

L’analyse par HPLC a révélé quatorze piques antibiotiques, dont quelques-uns sont

antibactériens et d’autres sont antifongiques ou les deux a la fois.
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Conclusion et perspectives

Notre travail représente une premiere ébauche sur la production des antibiotiques par la
souche Saccharothrix sp. (AHO23), et qui mérite d’étre exploitée, poursuivie et approfondie.
Les perspectives de cette étude sont multiples, dont les principales peuvent étre résumées
ci-apres :
> Elargir le nombre et la gamme des germes cibles (bactéries et champignons), ainsi que
la mise en eévidence d’autres activités biologiques telles que (les activités
antiparasitaires, antivirales et antitumorales,...etc.).
> Laréalisation de certains tests complémentaires pour déterminer par exemple la toxicite,
la perméabilité, la solubilité,...etc, des antibiotiques Sécrétés.
» Purification des différents piques obtenus, faire I’activité anti-biographie et définie leur
structures chimiques (spectroscopie UV-VIS, Spectroscopie IR, la RMN et la

spectrométrie de masse).

» Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).
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ANNEXE N°1

Matériels et appareillages

1. Matériel léger a utilisation habituelle dans les laboratoires
> Balance analytique «KERN », Bec Bunsen, Micropipette. (100, 1000 pL.), Plaques
agitatrices chauffantes « VELP SCIENTIFICA », Vortex « Techno Kartell ».
> Verreries et matérielles consommable : Ampoule & décanter, erlenmeyer (250 et

500ml), bécher, Tubes a hémolyse, boite pétri, porte piece, Tubes d’eppendorf, disque

papier wattman.

2. Matériel lourd a utilisation spécialisée

L’appareil d’HPLC utilisé dans notre travail est équipé par les éléments suivants :

X/
L X4

Un injecteur de type (auto-sampler G1329B) reli¢ a une boucle d’injection de
100 pL.

Un dégazeur.

Un systéme de pompe G1311C a 4 voies accompagné d’un mélangeur G1316A.
Un détecteur (UV-Vis G1315D) a barrette de diode a longueur d’onde UV-
visible variable.

Une colonne en phase inverse C18 (Zorbax SB-C18, 250 mm x 9,4 mm, 5 um
de granulométrie). Cette colonne est précédée d’une pré-colonne contenant la
méme phase stationnaire.

Une chambre thermostatée.

Un controleur de gradient du solvant d’¢lution.

La collection des données et I’intégration des pics sont assurées par un
ordinateur équipé du logiciel d’exploitation et d’analyse Agilent Chem Station

(Rev. B 04.03).
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Matériel lourd a utilisation spécialisée.

Figure 15 : PH metre
(HANA pH211)

A

Figure 16 : Autoclave (pbi 96

de 65 litre)

Figure 17: Centrifugeuse
(Jouan E96)

—B

Figure 18 : Rotavapeur
(Stuart)

Figure 19 : HPLC
(Agilent®1260)

Figure 20 : Etuve

(Memmert)

Figure 21 : Microcentrifuge

des eppendorfs (Sigma)

Figure 22 : Shaker New
(Brunswick Scientific)

Figure 23: Four Pasteur

(Memmert)
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ANNEXE N°2
MILIEUX DE CULTURE

1. Milieux d’isolements
Milieu chitine-vitamines B (Hayakawa et Nonomura, 1987)

Chitine: 2 g; K2HPO4: 0,35 g; KH2PO4: 0,15 g; MgS0O4, 7H20: 0,2 g; NaCl: 0,3 g ;
CaC03:0,02 g; FeS0O4, 7H20: 10 mg; ZnSO4, 7H20: 1 mg; MnC12, 4H20: 1 mg; agar: 18 g;
eau distillée, g.s.p. 1000 ml ; pH=7,2.

Pour ce milieu, sont ajoutés :

» Les vitamines : thiamine-HCI, riboflavine, niacine, pyridoxine-HCI, inositol,
panthoténate de calcium : a raison de 0,5 mg/L et biotine : 0,25 mg/L. Les vitamines
sont stérilisées a 1’éther puis dissoutes en solution aqueuse stérile avant d’étre ajoutées
aseptiqguement au milieu autoclavé.

» Une solution stérile d’un antifongique, le cycloheximide (ou actidione) a 80 mg/L.

» Une solution stérile d’un acide nalidixique (anti Gram négative) a raison de 50 mg/I

2. Milieux pour ’identification de I’isolat AHO23

1.1. Etude morphologique

Milieux ISP2 et ISP4 préconisés lors de [I’"International Streptomyces
Project" (Shirling et Gottlieb, 1966) et le milieu CHV sans agents sélective (Hayakawa et
Nonomura, 1987).
1.1.1. Milieu ISP2 (extrait de levure-extrait de malt agar)

Glucose : 4 g ; extrait de levure : 4 g ; extrait de malt : 10 g ; eau distillée g.s.p. 1000
ml;agar:20g;pH?7,2.
1.1.2. Milieu ISP4 (amidon-sels minéraux agar)

Amidon: 10 g; K2HPO4: 1 g; MgS04,7H20: 1 g; NaCl: 1 g; (NH4)2S04: 2 g; CaCOa3:
2 g; solution saline standard (voir ISP3): 1 ml ; agar: 20 g; eau distillée g.s.p. 1000 ml ; pH=7,2.

1.1.3. Milieu chitine-vitamines B (Hayakawa et Nonomura, 1987) sans agents selective
1.2. Etude physiologique

1.2.1. Utilisation des glucides comme seules sources de carbone (Gordon et al., 1974)
» Milieu minéral de base : (NH4)2HPO4 : 1 g ; KCI : 0,02 g ; MgS0O4, 7TH20 : 0,2 g ;
agar : 15 g ; eau distillée g.s.p. 1000 ml ; pH =7,2.
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> Lesucre : est ajouté a raison de 10 g/l et sont stériliseés a I'éther pendant une nuit et sans
dégradé avant d'étre ajoutés séparément et aseptiquement.( adonitol, L-arabinose, D-
cellobiose, Dfructose, D-galactose, D-glucose, myo-inositol, D-lactose, D-maltose, D-
mannitol, D-mannose, Dmélibiose, a méthyle D-glucoside, D-raffinose, L-rhamnose,
D-ribose, saccharose, D-sorbitol, Dtréhalose et D-xylose)

> Le rouge de phénol : est utilisé comme un indicateur de ph, du rouge-orangé (pH
neutre) au jaune (pH acide).

» Milieu de base : contenant le rouge de phénol a 0,12 % et a pH 7,5 (milieu coloré en
rouge-rose). Un témoin sans source de carbone a été aussi réalisé. Les souches ont été
ensemencées en stries serrees et incubées a 30 °C (pendant 1 & 2 semaines).

> Le test est considéré comme positif lorsque la croissance est meilleure que celle
observée sur le milieu témoin (sans source de carbone) dans lequel la croissance de la
souche est soit a I'état de traces, soit absente. La dégradation est également notée

positivement apres virage de l'indicateur coloré du rouge-rose au jaune
1.2.2. Dégradation de divers composés organiques

1.2.2.1. Dégradation de I'adénine, de la guanine, de la tyrosine, de I'hypoxanthine et de la
xanthine (Gordon et al., 1974)

Le milieu de base utilisé est la gélose nutritive

La composition du Gélose nutritive (GN) : Peptone: 5 g; extrait de viande: 1 g; extrait de
levure: 2 g; NaCl: 5 g; agar: 15 g; eau distillée: g.s.p. 1000 ml; pH 7,5.

0,4 g de chaque composé (sauf pour la guanine 0,2 g) est suspendu dans 10 ml d’eau
distillée stérile. La suspension est ajoutée a 100 ml de gélose nutritive stérile et maintenue en
surfusion a 45 °C. Apres refroidissement du milieu, ’isolat de la souche AHO23 a été
ensemencé par point et en double (deux points par isolat). La dégradation se manifeste par une
auréole claire autour des colonies.
1.2.2.2. Dégradation de ’amidon (Marchal et Bourdon, 1973)

2,5 g d’amidon sont dissout dans 250 ml de gélose nutritive puis stérilisés a 1’autoclave.

Le milieu est coulé dans des boites de Pétri stériles. L’ensemencent (par point) et les
conditions d’incubation sont identiques a ceux cités dans le paragraphe précédent. Une solution

de lugol permet de mettre en évidence la dégradation de 1’amidon.
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1.2.2.3. Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1973)

4 ¢ de gélatine sont ajoutés dans 100 mL de gélose nutritive. L.’ensemencent (par point)
et les conditions d’incubation sont identiques a ceux cités dans les deux paragraphes précédents.
Apres croissance, le réactif de Frazier est ajouté sur les colonies et le milieu. Ce réactif permet

de mettre en évidence la dégradation de la gélatine (auréole claire autour des colonies).

1.2.2.4. Dégradation de la caséine du lait (Gordon et al., 1974)

10 g de lait en poudre écrémé sont dissout dans 100 ml d’eau distillée, puis stérilisés a
I’autoclave. Une quantité de 100 ml d’eau distillée contenant 3,6 g d’agar est parall¢lement
autoclavé. Ces deux solutions sont melangées aseptiquement puis coulées dans des boites de
Pétri stériles. L’apparition d’une auréole claire autour des colonies indique la dégradation de la

caséine.

1.2.2.5. Dégradation de I’esculine et de I’arbutine (Marchal et al., 1987)

Esculine (et /ou arbutine) : 1 g ; citrate de fer ammoniacal : 1 g ; peptone : 10 g ; agar :
18 g ; eau distillée : g.s.p. 1000 mL. PH 7,5. L’ensemencement d’isolat de la souche se fait par
points (en double). La dégradation de ces deux hétérosides se manifeste par 1’apparition d’un

pigment brun foncé a noir autour des colonies.

1.2.2.6. Dégradation du Tween 80 (Sierra, 1957)

Tween 80: 10 ml; NaNO3 : 1 g; extrait de levure: 5 g; solution saline (*): 50 ml; CaC12,
2H20: 0,1 g; eau distillée g.s.p. 1000 ml; agar: 18 g ; pH=7,5.
(*) Solution saline standard : K2HPO4 : 0,25 g ; MgSO4, 7H20 : 0,125 g ; FeSO4, 7TH20 :
0,001 g ; MnSO4 : 0,001 g ; eau distillée g.s.p. 50 ml.

L’ensemencement d’isolat se fait par point (en double). La dégradation du Tween 80

se manifeste par une auréole opaque autour des colonies.

1.2.3. Réduction des nitrates (Marchal et Bourdon, 1973)
Milieu nitrate : peptone : 5 g ; extrait de viande : 3 g ; KNO3: 1 g ; eau distillée g.s.p. 1000
mL. pH =7,2.

Ce test consiste a mettre en evidence la présence ou non dans le milieu de culture des
nitrites (NO2) issus de la réduction des nitrates (NO3) par les nitrates réductases.
Apres ensemencement et croissance d’isolat, la recherche du nitrate réductase est effectuée en

utilisant le réactif de Griess.
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1.2.4. Production de pigments mélanoides

1.2.4.1. Milieu ISP 6 (Shirling et Gottlieb, 1966)
Peptone: 20 g; citrate ferrique ammoniacal: 0,5 g; K2HPOA4: 1 g; thiosulfate de sodium:
0,08 g; extrait de levure: 1 g; agar: 15 g; eau distillée: g.s.p. 1000 ml; pH 7,2.

1.2.4.2. Milieu ISP 7 (Shirling et Gottlieb, 1966)

Glycérol: 15 g; L-tyrosine: 0,5 g; L-asparagine: 1 g; K2HPO4: 0,5 g; MgS04,7H20:
0,5 g; NaCl: 0,5 g; FeSO4, 7H20: 0,01 g; solution saline standard (voir ISP 3): 1 ml; agar: 18
g; eau distillée: g.s.p. 1000 ml; pH =7,2.

1.3. Identification moléculaire

1. Extraction et quantification de I'ADN génomique

Les souches sélectionnées sont ensemencées en stries espacées sur boites de Pétri
contenant de I'ISP 2 solide. L'ADN est extrait selon la méthode de Liu et al. (2000) comme
suit : des colonies jeunes, bien isolées, sont prélevées aseptiquement a 1'aide d’une lame bistouri
stérile et transférée dans des tubes Eppendorf stériles de 1,5 mL. La biomasse ainsi prélevée est
mise en suspension dans 500 pL d'une solution de lyse, préalablement stérilisée par filtration,
et composée de 400 mM de tris HCI (pH=8), 60 mM d'EDTA (pH=8), 150 mM de NaCl et 1 %
de sulfate de sodium dodecyl (SDS).

Apreés incubation pendant 15 min a température ambiante, le contenu des eppendorfs est
mélangé avec 150 pL d'une solution a pH= 4,8 composée d'acétate de potassium a 5 M et de
11,5 % d'acide acétique glacial.

Le mélange obtenu est vortexé brievement puis centrifugé une minute a 12000 rpm. Un
volume de 400 pL de surnageant est récupéré et transféré dans un autre tube Eppendorf stérile,
puis additionné d'un méme volume d'isopropanol et mélangé brievement par inversion, avant
que le mélange ne soit centrifugé pendant 2 min a 12 000 rpm. Le surnageant est éliminé et le
culot est lavé avec 300 pL d'éthanol a 70 % par centrifugation pendant une minute a 12 000
rpm. Le culot, représentant 'ADN obtenu, est séché a température ambiante pendant une nuit
puis re-suspendu dans 40 pL d'eau bidistillée stérile afin d'étre conservé a -20 °C pour une
utilisation ultérieure.

La quantification de I’ADN extrait sert a déterminer la quantit¢ d'ADN présente dans

les échantillons, mais aussi de vérifier sa qualité (pureté). Chaque échantillon est dilué (1/200¢)
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dans de I'eau bidistillée sterile. La mesure de la densité optique (DO) se fait a 1’aide d’un
spectrophotometre UV-visible a deux longueurs d'onde différentes :

€ 260 nm : longueur d'onde d'absorption des acides nucléiques : ADN et ARN

€ 280 nm : longueur d'onde d'absorption des protéines.

Le rapport des DO : DO 260 nm /DO 280 nm NOUS permet de connaitre la pureté de I'ADN. Il
doit étre compris entre 1,8 et 2,0. S'il est inférieur a 1,8, il y a contamination par des protéines
et s'il est supérieur a 2,0, il s’agit d’une contamination par des ARN. La quantit¢ d'ADN est
calculée selon la formule suivante :

€ [ADN] = DO 260 nm x 50 x facteur de dilution (ug/ml). Remarque : 1 unité DO 260 nm =

50 pg/ml d'ADN.

2. Amplification par PCR et électrophorése en gel d'agarose

Le géne codant pour I'ARNr 16S est amplifié par PCR avec un Kit MP Biomédical.

Les amorces utilisées sont : 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') et 1492r (5'
GGTTACCTTGTTACGACTT 3'). Le mélange réactionnel contient, pour un volume final de

50 L:

» 25a50ngdADN génomique.

» 0,5 UM de chaque amorce 27f et 1492r.

> tampon PCR 1X composé de : 10 mM tris-HCI ; 50 mM KCI ; 1,5 mM MgCI2 0,1%

Triton X-100 ; 0,2 mg/mL de Bovine Serum Albumin (BSA) ; pH 9,0 ; a 25 °C.

» 200 puM du mélange désoxynucléoside triphosphate (dNTPs) et 1,5 U de Tag ADN

polymérase.

L'amplification a été effectuée dans un thermocycleur BIORAD My CyclerTM selon le
profil suivant : une étape initiale de dénaturation a 98 °C pendant 4 min, suivie d'une pause
permettant l'addition de la Taq polymérase. Par la suite, 30 cycles d'amplification ont été
effectués (dénaturation a 94 °C pendant 1 min, hybridation a 52 °C pendant 1 min et extension
a 72 °C pendant 2 min).

A la fin des cycles, le mélange réactionnel est maintenu a 72 °C pendant 10 min pour
I'élongation finale, puis refroidi a 4 °C. Les produits de la PCR ont été analysés par
électrophorese sur gel d'agarose (a 0,8 %), ou les fragments d’ADN sont séparés, leur taille,
déterminée et leur qualité, vérifiée. Le gel d'agarose a été préparé apres solubilisation de 480
mg d'agarose en poudre (DNA grade, Euromedex) dans 60 mL de tampon TAE 1X (Tris acétate
EDTA ; Euromedex). Le mélange a été porté a ébullition pendant 2 min dans une micro-onde

pour faire fondre lI'agarose. Le gel est coulé sur la plaque d'électrophorése horizontale (10 x 4
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x 1 cm). Des puits, dans lesquels les échantillons seront déposes, ont été formés par
positionnement d'un peigne. La solidification du gel a lieu aprés 30 min a température ambiante.

Le peigne est ensuite retiré. Six microlitres de chaque amplifiat obtenu par PCR sont
alourdis par 1 pL de tampon de charge contenant du bleu de bromophénol, puis déposés dans
un des puits du gel déja immergé dans le tampon TAE 1X. La migration a lieu a 100 volts
pendant 35 min. Un marqueur de taille de 1 Kb DNA Ladder est déposé dans un des puits pour
vérifier la taille des amplifiats.

Aprés migration des échantillons, le gel est placé dans un bain de bromure d'éthydium
(BET) et de TAE 1X pour révéler les bandes d’ADN. Etant un agent mutagéne, le BET
s'intercale entre les acides nucléiques et fluoresce sous lumiéere UV a 254 nm. Aprés révélation,
le gel est déposeé sur un transilluminateur (table UV) d'un appareil gel Doc XR pour visualiser

les bandes d'ADN et vérifier leur taille.

3. Séquencage du gene codant pour I'’ARNYr 16S

La détermination des séquences a été effectuée par un séquenceur automatique, et avec
les mémes amorces utilisées lors de la PCR. Une fois obtenues, et a I'aide du serveur EzTaxon-
e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net), la position phylogénétique des souches a été déterminée
aprés comparaison, par le test du BLAST, des séquences du gene codant pour 'ARNr 16S
obtenues avec celles des espéces de référence répertoriées dans cette banque de données
génomiques (Kim et al., 2012).

ANNEXE N°3

Milieux de production des antibiotiques

1. Le milieu ISP2 : la composition de milieu ISP2 est similaire & celle utilisée lors de

I’identification des actinobactéries.

2. Milieu synthétique (MS) : avec une source de carbone a raison de 10g de (dextrine, amidon,
glycose, glycérol, saccharose) ; 2g de NaCl ; 1g de K2HPO4 ; 0.5g de KH2PO4 ; 0,2g de
MgSO4, 7H20 ; 2g de CaCO3 ; 2g de (NH4)2SO4 (Bouras et al., 2006).

3. Milieu semi synthétique (MSS) : avec une source de carbone a raison de 10g de (dextrine,
amidon, glycose, glycérol, saccharose) ; 3g d’extrait de levure ; 2g de NaCl ; 1g de K2HPO4 ;
0.5g de KH2PO4 ; 0,29 de MgS04, 7H20 ; 2g de CaCO3 ; 2g de (NH4)2SO4 (Bouras et al.,
2006).



ANNEXE N° 4

MICROORGANISMES-CIBLES

Annexes

> Les germes cibles utilisés pour évaluer les propriétés antagonistes, et pour tester

Pactivité antimicrobienne de la souche AHO23.

Especes Résistance Sensibilité
Staphylococcus aureus (MRSA K, OXA, PEN,
639c) TE MET RIF, VAN
Staphylococcus aureus S(Sa.s) ’
o OXA, FQOS, CIP, RIF,PEN,
G Listeria monocytogenes (ATCC | CAZ, CTX, COT GLY
ram | 13932) CXC, FEP, FOX, e
positive LIN. CLD. PRL FLU
C, CAR, CHL,
. - ERY, GEN, K,
Bacillus subtilis(ATCC 663) NEO RIF. SPI, SSS.
VAN
Bactéries CIP,NOR,
Salmonella typhi(ST) ¢|2/| Tsl\ig i)li/lTX CAZ,AN,
’ ’ CRO, CXM
Escherichia coli (ATCC 8739) | AMC, AMX,CF,
CAZ,CTX,CXM, | C, CXC
Gram FOX, TCC, TIC
negative Pseudomonas aeruginosa g’éﬁ El?(g Sp| C, CHL, K,
(ATCC 9027) SSS ’ " RIF
Agrobacterium(Agro) KM, HM -
Acinetobacter baumannii (S54) | CAZ, CIP, IPM | CS, AN
. ) AMB, ITR,
Aspergillus carbonarius(AC) CHX, NYS TER. TIZ
Aspergillus ochraceus(AO) - -
Aspergillus fumigatus(AF) VOR, POS, AM | -
Aspergillus westerdijkiae - -
Champignons (ATCC 3174)
Fusarium culmurum(FC) .CIEEX ITR, NYS, AMB, TER
Fusarium poae(Fp) - -
Umbelopsis ramanniana CHX, ITR, TER,
(NRRL 1829) TIZ AMB, NYS
Penicillium exapansum(Pe) - -
Penicillium glabrum(Pg) - -
Levure Candidas albicans(M3) CHX, ITR, NYS, AMB

TER, TIZ
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ANNEXE N°5

Activité antibactérienne de la souche AHO23

1. photo de I’activité antagoniste de la souche AHO23
L’activité antagoniste de la souche AHO23 contre les germes ciblent sur le milieu ISP2

semi-solide, par la méthode des cylindres d'agar.

figure 24 : Activité antagoniste de la | figure 25 : Activité antagoniste de la

souche AHOZ23 contre Sa.S. souche AHO23 contre M3.

figure 26 : Activité antagoniste de la figure 27 : Activité antagoniste de la
souche AHO23 contre BS. souche AHO23 contre Agro.
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2. photo résultat dés ’activité antibactérienne au cours de la cinétique de la souche AHO23
dans un milieu liquide par la méthode de puis

figure 28 : Activité figure 29 : Activité figure 30 : Activité
antibactérienne de la souche | antibactérienne de la souche | antibactérienne de la souche
AHO23 contre LM. AHO23 contre E.coli. AHO23 contre Sa 639.




Production et extraction d’antibiotiques a partir d’une souche d’actinobacteries (Saccharothrix sp. AHO23).

Résumeé : Ce présent travail porte sur 1'étude de la production, I’extraction et la purification des antibiotiques par
la souche AHO23, isolée des sols sahariens de la région de Tamanrasset (Ahaggar station d’olivier). L’étude taxonomique
a été réalisée sur la base des caractéristiques morphologiques, physiologiques et phylogénétiques. Les résultats de cette
étude ont permis d’affilier la souche AHO23 au genre Saccharothrix comme étant une nouvelle espéce de ce genre. Les
potentialités antagonistes de la souche étudiée ont été évaluées par la méthode des cylindres d’agar vis-a-vis des
microorganismes-cibles. Des activités importantes antibactériennes et antifongiques ont été produites contre tous les germes
cibles testés (champignons filamenteux, bactéries a Gram positif, bactéries a Gram négatif, et une levure), ces activités étant
nettement plus fortes sur les milieux ISP2 et MSD. Les cinétiques de croissance et de production des composés bioactifs
ont montré que I’activité antimicrobienne atteint son maximum le 5 *™ jour sur le milieu MSD et le 6 ™ jour sur le milieu
ISP2. Les antibiotiques produits ont été extraits par le dichlorométhane qui a été déterminé comme étant le meilleur solvant
d'extraction suite & I’antibiographie. La purification par HPLC de I’extrait de la souche AHO23 a montré la présence de
quatorze composés bioactives en milieu ISP2, ce qui rend cette souche trés intéressante dans la recherche médicale.

Mots clés

Sols sahariens, Saccharothrix sp., étude taxonomique, activité antagoniste, antibiotiques, extraction.

Production and extraction of antibiotics from a strain of actinobacteria (Saccharothrix sp. AHO23).

Abstract: This work focuses on the study of the production, extraction and purification of antibiotics by the
strain AHO23, isolated from the Saharan soils of the Tamanrasset region (Ahaggar station d’olivier). The taxonomic study
was carried out on the basis of morphological, physiological and phylogenetic characteristics. The results of this study
allowed the AHO23 strain to be affiliated with the genus Saccharothrix as a new species of this genus.
The antagonistic potential of the strain studied was evaluated by the agar cylinder method in relation to the target
microorganisms. Significant antibacterial and antifungal activities were produced against all target germs tested
(filamentous fungi, gram-positive bacteria, gram-negative bacteria, and yeast), these activities being significantly stronger
on ISP2 and MS-dextrin medium. The growth and production kinetics of the bioactive compounds showed that
antimicrobial activity reaches its maximum on the 5™ day on the MSD medium and the 6th day on the ISP2 medium. The
antibiotics produced were extracted by dichloromethane, which was determined to be the best extraction solvent following
antibiography. HPLC purification of AHO23 strain extract showed the presence of 14 bioactive compounds in ISP2
medium, which makes this strain very interesting in medical research.
Keywords

Saharan soils, Saccharothrix sp., taxonomic study, antagonistic activity, antibiotic production, extraction.
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